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Cam Kavanozda Yetistirilen Shiitake (Lentinula edodes)
Mantarinin Bazi Morfolojik Ozellikleri ve Antibakteriyel
Performansi

Elif Ayse ERDOGAN ELIUZ

Mersin Universitesi, Teknik Bilimler Meslek Yiiksekokulu,
Gida Teknolojileri Bolima, Mersin, Tirkiye
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Oz: Bu galigmanin amaci, cam kavanozda glrgen talasi ile bugday kepegi karigimindan
hazirlanan yetistirme ortaminda yetistirilen Shiitake (Lentinula edodes Berk.) mantarinin bazi
morfolojik &zelliklerini ve antibakteriyel performansini belirlemektir. Calismamizda cam
kavanozlar icerisinde hazirlanan yetistirme ortamlarinda mantar Uretimi gerceklestirildi. Elde
edilen mantarlardan hazirlanan DMSO’ lu (%10) ekstraktin Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus lzerine antibakteriyel aktiviteleri
spektrofotometrik broth mikrodilisyon yontemi kullanilarak arastiriidi. Buna goére, en disuk
aktivite B. subtilis (71.28 g/ml) bakterisi tGizerine iken, en yuksek aktivite P. aeruginosa (7.86 g/ml)
Uzerine bulundu. Sonug olarak, cam kavanozda yetistirilen Shiitake mantarinin diger yéntemlerle
uretilen mantar tiplerine morfolojik olarak yakin 6zellikler tasidigi ve patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Shiitake (Lentinula edodes), Antibakteriyel, Mikrodillisyon, Glirgen
talasi

Some Morphological Properties and Antibacterial Performance of Shiitake
(Lentinula edodes) Mushroom Grown in Glass Jar

Abstract: The objective of this study was to determine some morphological characters and
antibacterial performance of Shiitake (Lentinula edodes) mushroom grown in the growing medium
prepared from a mixture of hornbeam sawdust and wheat bran in the glass jar. In our work,
mushroom production was carried out in the growing media prepared in glass jars. Antibacterial
activities of the extract prepared in DMSO (10%) from the obtained mushrooms on Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus were
investigated using spectrophotometric broth microdilution method. Accordingly, the highest
activity was found P. aeruginosa (7.86 mg/ml) while the lowest activity was on B. subtilis (71.28
g/ml). As a result, it was determined that Shiitake mushroom grown in glass jar has
morphologically close features to mushroom types grown by other methods and has antimicrobial
activity against pathogenic bacteria.

Key words: Shiitake (Lentinula edodes), Antibacterial, Microdilution, Hornbeam sawdust
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Giris

Shiitake mantar (L. edodes (Berk.) Pegler 1976)
sistematik olarak Basidiomycetes sinifina ait, sapkal bir
mantar turdddr (Agaoglu ve ark. 1991). Shiitake
dinyanin en o6nemli UglncU Kkaltird yapilan yenen
mantar turaddr. Turkiye'de de diinya mantar Uretimine
benzer olarak Agaricus cinsi %86 orani ile birinci sirada,
%10 orani ile Pleurotus turleri ikinci ve %3 ile Lentinula
edodes tlrU Uglncl sirada yer almaktadir. Tirkiye'de
Pleurotus turleri ve L. edodes ile ilgili akademik
calismalar 1990'h vyillarda vyapilmaya baslanmis
olmasina ragmen, bu tdrlerin ticari yetistiriciligi 2010
yilindan sonra hiz kazanmistir (Eren ve Peksen, 2016).

Tarkiye'de kiltir mantari  Gretim  miktarinin
cinslere dagilmi incelendiginde Agaricus cinsi %86
orani ile birinci sirada, %10 orani ile Pleurotus turleri
ikinci ve %3 ile Lentinula edodes turl Gglncu sirada yer
almaktadir (Eren ve Peksen, 2016). Bu mantar, kiltire
alinabilen bir mantardir ve suni metotlar ile kultire alma
calismalari  Gzerine  giderek  cesitli  yontemler
gelistiriimektedir (Royse ve Sanchez, 2007). Shiitake
kultir calismalarinin bagladigi Glkeler olan Japonya ve
Cin diginda Kore, Rusya, Amerika ve italya gibi diger
ulkelerde de dogal olarak yetismektedir. Bu Ulkelerde
daha ¢ok lezzet yoniinden tercih edilse de tibbi 6nemi
giderek artmaktadir (Wasser and Weis, 1999; Manzi ve
ark, 2001).

Shiitake mantarinin ¢ok énemli biyolojik aktiviteye
sahip bilesenlerinin oldugu bir ¢ok c¢alisma ile
gOsterilmigtir. igerigindeki beta-glukan benzeri
polisakkarit, lentinan olarak bilinmekte, mantardan sulu
ekstraksiyon yontemiyle elde edilebilmektedir. Molekdil,
B-glukandan farkli olarak, -1,3 ve B-1,6- D glukan
seklindedir ve 3’lG sarmal yapidadir (Bohn ve BeMiller,
1995; Manzi and Pizzoferrato, 2000). Sahip oldugu
eritadenin proteini ise, 2,3-dihidroksi—4-(9- adenil-butirik)
asittir ve hipokolesteromik 6zelliginin kesfedilmesi ile
farmakoloji alaninda énemli bir yere sahiptir. Shiitake
mantari, icerdigi lentinan ve eritadenin bilesikleri
yaninda vitamin, D, B2, B12, yag asitleri ve 6nemli
mineraller ile bir ¢ok saglik problemlerini engelleme
ozelligine sahiptir. Metanol, etanol gibi farkli metotla elde
edilen ekstraktlarinin antitimor, antiviral, antioksidant,
antimikrobiyal ve afrodizyak etkileri ortaya c¢ikariimisg,
hatta insan sagligina olan faydasi nedeniyle uzun
yagsamin sirri olarak anilmigtir. (Hassegawa ve ark.
2005; Choive ark. 2006; Enman ve ark. 2007; Hearst ve
ark. 2009; Woldegiorgis ve ark. 2014). Ayrica mantarin
degredasyon yeteneginden faydalanilarak lakkaz,
peroksidaz gibi ekstraselliler enzimleri ekstrakte
edilmigtir. Bu yonu ile gevre kirliligine sebep olan atiklarin

parcalanmasinda ve diger sanayi Kkollarinda
kullanilabilece@i bilinmektedir(Moreira ve ark. 2000;
Nagai ve ark. 2002).

Bu gcalismada, cam kavanozda girgen talasi ile
bugday kepegi karigimindan hazirlanan yetistirme
ortaminda Shiitake (Lentinula edodes) mantari gelistirildi
ve bazi morfolojik Ozellikleri ile antibakteriyel
performansini belirlendi.

Materyal ve Metot

Saf kilturin elde edilmesi

Shiitake (L. edodes) mantari Agroma Mantar
Uretim Ciftligi'nden temin edilmistir. Laboratuvara
getirildikten sonra saf misel elde edilmesinde doku
kultirinden yararlaniimigtir. Mantarin spor izleri alinmis
ve sporlar MEA (Malt Ekstrakt Agar) iceren petrilere
ekilmistir. Kontaminasyonun olmadigi miseller saf kiltar
olarak kullaniimistir (Kibar ve Peksen, 2011).

Tohumluk misel Uretimi

Tohumluk misel (spawn) gelisimi icin, mese odun
yongalari kullaniimistir. Mese odun yongalarinin nemi
%70’e, pH’'s1 5’e ayarlandiktan sonra 250 mL’lik cam
kavanozlara doldurulmus ve kavanozlar 1,5 saat
boyunca 121°C'de sterilize edilmistir. Ardindan oda
sicakliginda sogutulan kavanozlara miseller agilanmistir.
Tohumluk misel Uretimi sirasinda inkiibasyon odasinin
sicakligi 22-26°C olarak ayarlanmistir. Yaklasik 1,5-2 ay
sonra kavanozlarda misel gelisimi tamamlanmis, bu
miseller mantar Uretim g¢alismasinda tohumluk misel
olarak kullanilimistir.

Mantar tretimi

Calismada Shiitake mantar Uretiminde %75
girgen talas, %25 bugday kepegi karisimindan
hazirlanan yetistirme ortami kullanilimistir  (kg/kg).
Karisim homojen olarak karistirilarak %65-70 nem
olacak sekilde islatiimistir. Yetistirme ortaminin pH’si
kalsiyum karbonat ilave edilerek 5.5-6.0'a ayarlanmistir.
Hazirlanan yetistirme ortamlari 1,5 kg olacak sekilde
kavanozlara doldurulmus ve otoklavda 1,5 saat boyunca
121 derecede steril edilmigtir. Sterilizasyondan sonra 20-
25°C’ye soguyan ortamlara 50 gr misel asilanmistir.
Asllamadan sonra kavanozlar 22-26°C’de 60-80 gin
boyunca karanlik ortamda inkibasyona birakiimistir.
Daha sonra yetistirme ortamlari kavanozlardan
cikarilmis ve primordium olusumu tesvik edilmistir.
Bunun igin, miselle sariimis kompostlar 0-4°C arasinda
24 saat boyunca soklanmigtir. $Soklama islemi
tamamlandiktan sonra; iklimlendirme Unitesi sicakhgi 16-
18°C’ye, nemi % 80-90’a ayarlanmig; ginde 2-4 saatlik
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havalandirma ve 4-8 saatlik 1sik (10 Iiks) ile mantar
olusumu tesvik edilmistir (Agaoglu ve ark. 1991; Boztok
ve Erkip, 2002; Philippoussis ve ark., 2007). Mantar
agirhdr 5 adet mantarin sapi ile birlestigi noktadan
kesilerek tartilip 5’e béliunmesiyle, sap uzunluklari, sap
kalinliklari, sapka genislikleri ve sapka kalinliklari ise
kumpas yardimiyla élgulip kaydedildi ve ortalamalari
alinarak hesaplandi.

Mantar ekstraksiyonu

Hasat edilen L. edodes mantarlari kiiguk pargalar
halinde dogranarak parcalara ayrilimis ve -80°C’'de
saklanmistir. Daha sonra dondurulup -50 °C’de vakum
altinda 72 saat boyunca (5 pHg) liyofilizatérde
kurutulmustur. Kurutulmus mantardan 100 gr alinarak 1
mllik c¢ozucude (%10 DMSO) 24 saat boyunca
calkalamali inkibatérde 25°C’de bekletilmistir. Stok
filtreden gegirilerek steril edilmistir (Barros ve ark. 2008,
Oyetayo ve ark. 2009).

Antibakteriyel aktivite tayini

Calismada kullanilan Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus bakteri suslari Refik Saydam
Hifzissihha Merkezinden temin edilmistir.

Test 6ncesi tim suslar kati besiyerine (TSA- triptik
soya agar) ekim yapildiktan sonra, 37°C'de 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda 18-24
saatlik agar plagindaki tek dusmis kolonilerden
dogrudan serum fizyolojik ile McFarland 0.5 bulanikhk
ayarlanmigtir (McFarland, 1987). Yoéntemde steril 96
kuyucuklu mikroplaklara, bakteriler icin hazirlanan
Mueller Hinton Broth besiyerinden konulmustur. Daha
sonra, ilk kuyucuga konsantrasyonu hazirlanmis mantar
ekstrakti solisyonundan 50 pl olacak sekilde konularak
ilk on sira sonuna kadar cift kath dilisyonlar yapilmigstir.
Pozitif kontrol ve negatif kontroller son iki situna
hazirlanmistir. Son olarak mantar ekstrakti ve antibiyotik
bulunan kuyucuklara 5 ul bakteri eklenmis ve
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon éncesi (t0.saat)
ve inkibasyon sonrasinda (t24. saat) 600 nm’de
spektrofotometrik olgiimler alinmistir. Deneyler 3 kez
tekrar edilmis ve ortalama degerlerin ylzde inhibisyon
degerleri (=1-(ODtestt4-10/ODkontroli24-10)*100) hesaplan-
mistir. Elde edilen dogrusal edim gizgisi Gzerinden R? ve

Nisan(2019)10(1)1-7

ardindan MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu)

hesabi yapilmistir (Patton ve ark. 2006, Erdogan ve ark.
2017).

Bulgular

Bu calismada, cam kavanozda girgen talasi ile
bugday kepedi karisimindan hazirlanan vyetistirme
ortaminda yetigtirilen Shiitake (Lentinula edodes)
mantarinin 15, 75, 85, 100 ve 120.glnlik fotograflari
gosterildi (Sekil 1). Toplanan mantarla-rin ortalama
mantar agirigi, 16.01 g, sap uzunlugu 28 mm, sap
kalinhgr 9.01 mm, sapka genigligi 85.03 mm, sapka
kalinligi 7.96 mm olarak él¢ildu (Tablo 1).

Tum mikroorganizmalar ampisilin pozitif kontrol
antibiyotigine kargi duyarli ¢ikmigtir (<12.5 pg/ml).
Yapilan calismaya goére, en yuksek antimikrobiyal
aktivite P. aeruginosa bakterisine karsi gézlenirken, en
dusuk aktivite B. subtilis bakterisine karsi olmustur.
Minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri B. subtilis
icin 71.28 g/ml, K. pneumoniae icin 62.37 g/ml, E.
faecalis icin 35.6 g/ml, E. coli i¢cin 34.42 g/ml, S. aureus
icin 16.91 g/ml ve P. aeruginosa i¢in ise 7.86 g/ml olarak
belirlenmistir (Sekil 2).

Tartisma

Yapilan pek ¢ok calisma L. edodes
yetistiriciliginde kullanilan substratlarin mantar kalitesini
etkiledigini gostermistir. Kompost hammaddesi olarak
findik zurufu ve bugday kepeginin (1/3) kullanildid
calismada (Ozgelik ve Peksen, 2006; Ozgelik ve Peksen,
2007), mantar kalite 6zelliklerinin oldukga yiksek oldugu
bulunmustur. Ozgelik ve Peksen (2006)'in galismasi ile
bulgularimizi kargilastirdigimizda, mantar agirhig (69.0
>16.01 g), sap uzunlugu (60.24 > 28 mm), sap kalinhgi
(17.25>9.01 mm) ve sapka kalinligi (140.46 > 7.96 mm)
degerlerinin arastirmacilarin bulgularina gore dusuk
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, Hassan (2011)in
calismasina goére, zirai atiklar Gzerinde geligtirilen L.
edodes agirhdi 17.4 g, sap uzunlugu 50 mm, sap kalnhgi
10.7 mm ve sapka kalinhd1 100 mm olarak bulunmustur.
Ayrica, Erkip ve Boztok (2003)’'un calismasina gore,
talas ortamlarini sterilize ettikten sonra 0, 5, 10 ve 15 ml|
hidrojen peroksit uygulamanin yapildigi ortamda gelisen
L. edodes mantarinin sapka c¢apinin  maksimum
degerlerinin 90.9 mm, sap uzunlugunun ise 60.12 mm
oldugu saptanmistir.
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n
Kavlnoza asilanan Geligimini tamamiamig
misel{15, gin) misel {750 gun]

=

- .y

Meyve [100. gi

Sekil 1. Girgen talasi ve bugday kepegdi kompostu lizerinde biyilyen bir mantarin gelisim fotograflari

Tablo 1. Yapilan galismada elde edilen mantarlarin bazi morfolojik ézellikleri ve bunlarin diger ¢calismalarla
kiyaslanmasi.

Gurgen Findik Zirai atik Hidrojen-
talagitbugday  zurufu+bugday Uzerinde L. peroksitli talag
kepegi samani lizerinde edodes ortaminda L.
Gzerinde L. L. edodes (Ozgelik (Hassan, edodes (Erkip
edodes ve Peksen, 2006) 2011) ve Boztok,
2003)

Mantar agirhgi (g) 16.01 + 3.02 69.00 17.4 -

Sap uzunlugu (mm) 28 +2.98 60.24 50 60.00

Sap kalinhigi (mm) 9.01 +£3.89 17.25 10.7 -

Sapka genisligi (mm) 85.03 +6.89 - - 90.9

Sapka kalinhigi (mm) 796 +4.01 140.46 100.4 -
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Sekil 2. Spektrofotometrik broth mikrodilisyon yontemi kullanilarak, mantar ekstraktinin Enterococcus
faecalis(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa(ATCC 27853), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus bakterileri Gzerine antibakteriyel

inhibisyon grafikleri ve Mik degerleri
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Makrofunguslarin  dogal antimikrobiyal ajan
olarak kullaniimasi, yeni antibiyotik ihtiyacinin hizla
arttigi bu yuzyilda oldukga 6nemlidir. Bu nedenle,
mantarlardan elde edilen 6zutler ile ilgili g¢alismalar
ginimizde giderek artmaktadir (Yang ve ark., 2002;
Rao ve ark. 2009). L. edodes ekstraktlarinin bazi P.
aeruginosa, Bacillus licheniformis, Bacillus subitilis,
Pseudomonas mevalonii, Klebsiella/Enterobacter sp.,
Sphingobacterium multivorum, Microbacterium sp.,
Stenotrophomonas, B. subtilis gibi bakterileri guclu bir
sekilde inhibe ettigi gbsterilmistir (Rao ve ark. 2009).
Ayrica, L. edodes kultur ekstraktinin, B. cereus, Listeria
innocula, L. monocytogenes, S. aureus gibi gida
patojenlerini disk diftizyon ydntemine gére 3-13 mm zon
araliginda inhibe ettigi gosterilirken, Gram negatif
bakteriler olan E. coli ve P. aureginosa suslarinin L.
edodes’e kargi direngli olduklari dikkat g¢ekmektedir.
(Ishikawa, 2001). Bagka bir calismada, superkritik
ekstraksiyon metoduna goére hazirlanan L. edodes
ornekleri ile B. ceresus, S. aureus, E. coli ve M. luteus
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal disk diflizyon
testi yapilmistir. Buna gore, S. aureus ve C. albicans
suslarinin  L.edodes ekstraksiyonlarina (40°C/30MPa,
40°C/20MPa, 30°C/15-20-30MPa) karsi oldukga direncli
olduklari tespit edilmistir (Kitzberger ve ark. 2007).
Calismamizda ise direngli sus gorilmemekle birlikte,
mikroorganizmalarin 7.84 g/ml ve 71.28 g/ml araliinda
inhibe olduklari bulundu.

Yapilan bir calismada, L. edodes metanol
ekstraktinin S. typhimurium ve P. aeruginosa bakterile-
rine karst MIK degerlerinin 200 mg/ml oldugu
belirlenmistir(Karaca ve ark. 2017). Bu ¢alismada ise
mantar ekstraktinin P. aeruginosa bakterisi lizerine MiK
degeri 7.86 g/ml olarak belirlenmistir. Bagka bir
calismada, L. edodes metanolik ekstraktinin antimikro-
biyal etkileri bizim c¢alismamizla kiyaslandiginda
oldukga dustuk bulunmustur. Calismada, mantar
ekstraktinin MiK degerleri, S. aureus, B. subtilis , E. coli
ve K. pneumoniae i¢in 3 mg/ml iken, P. aeruginosa i¢in
4 mg/ml, C. albicans icin ise 1 mg/ml olarak tespit
edilmistir (Chowdhury ve ark. 2015). L. edodes sulu
ekstraktlarinin  S. aureus, E. faecium ve E. coli
bakterilerine kargi MiK degerlerinin sirasiyla 50 mg/ml,
>50 mg/ml ve >50 mg/ml oldugu belirlenmistir
(Hirasawa ve ark. 1999). Bu galisma ile kiyaslandiginda
ise S. aureus (16.91 g/ml), E. faecium (35.6 g/ml) ve E.
coli  (34.42 g/ml) bakterilerinin DMSO’lu mantar
ekstraktina kargl daha direngli olduklari tespit edilmigtir.
Rao ve ark (2009) L. edodes’in sulu ekstraktlarinin E.
coli 0157, MRSA S. aureus, B. subtilis, P.aeruginosa
gibi cevresel patojenlere karsi inhibisyon etkisinin

yuksek oldugunu belirtmisler, bu nedenle mantarin
mikrobiyal zararlilardan korunmak igin 6nemli bir
antimikrobiyal ajan oldugunu vurgulamiglardir.

Sonug¢ olarak, L. edodes ticari bir mantar
olmasinin yaninda, biyolojik arastirmalarda kullanila-
bilecek 6nemli bir mantar turadur. Bu nedenle, farkli
substratlar kullanarak ve yeni metodlarla biyolojik
aktivite ¢alismalari igin 6nemli bir dogal antimikrobiyal
ajan Ozelligine sahiptir. Ancak, daha fazla detayl
arastirmalara ihtiyag vardir.

Tesekkiirler

Bu calismada emegi gegen stajyer 6grencileri-
miz Fatma Nur Alkan, Media Kolakan, Sema Aydin ve
Havva Kirkik’a tesekkiir ederim.
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Abstract: Cortinarius caerulescens (Schaeff.) Fr. was given as a new record for the Turkish
macromycota from Semdinli district of Hakkari province, Turkey. Short description of the newly
reported species was given together with its photographs related to macro and micromorphologies
and described briefly. In addition to macro/micro characters, DNA sequences of nrDNA ITS (Internal
Transcribed spacer) and LSU (D1/D2, Large subunit) regions were used to support the recognition
of the studied specimen as a new record.

Key words: Cortinarius, fungal phylogeny, ITS, LSU, new record

Tiirkiye Mikotasi igin Yeni Bir Kayit Olan Cortinarius caerulescens (Schaeff.)
Fr. Uzerinde Filogenetik ve Taksonomik Galismalar

Oz: Bu galigmada Hakkari ilinin Semdinli ilgesinden Cortinarius caerulescens (Schaeff.) Fr.
turt Tarkiye makromikotasi icin yeni kayit olarak verilmigtir. Turin kisa tarifi, makro ve
mikromorfolojiyle ilgili fotograflariyla birlikte verilip kisaca agiklanmistir. Makro/mikro karakterlere ek
olarak, incelenen 06rnegin yeni bir kayit olarak taninmasini desteklemek icin nrDNA ITS
(Transkripsiyonu yapilabilen aralayici bélgeler) ve LSU (D1 / D2, Biyuk alt birim) bolgelerinin DNA
dizileri kullaniimistir.

Anahtar kelimeler: Cortinarius, fungal filogeni, ITS, LSU, yeni kayit

Introduction (CABI Bioscience Databases,

Cortinarius (Pers.) Gray is a species-rich and
morphologically challenging fungal genus of family
Cortinariaceae within the order Agaricales. The genus is
an ecologically important macrofungus due to
ectomycorrhizal associations with a large range of forest
trees (Stefani et al., 2014; Garnica et al., 2016). A
considerable number of the species has distribution in
the temperate areas of the Southern Hemisphere
(Brandrud et al., 1990-2018). About 5000 published
Cortinarius names are observed in Index Fungorum

http://www.indexfungorum.org) and 116 of them have
only been identified up to now in Turkey, (Sesli and
Denchev, 2014; Akata et al., 2015; Gingoér et al., 2015;
Sesli and Moreau, 2015; Sesli et al., 2015; Sesli et al.,
2016; Sesli, 2018; Sesli and Liimatainen, 2018).

The main problem within the genus is the
appearance of different classification system particularly
at the infrageneric level. For instance, Moser and Horak
(1975) recognized the subgenera Myxacium, Telamonia,
Leprocybe, Phlegmacium, Dermocybe, Icterinula,
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Sericeocybe, Cystogenes, and Paramyxacium whereas
Moser (1983) added Cortinarius as subgenera and
regarded Dermocybe as a separate genus nearly one
decade later. Bidaud et al. (1994) divided the genus into
the six different subgenera while several authors
proposed four subgenera based on macroscopic
features (Knudsen and Vesterholt, 2012; Niskanen and
Kytoévuori, 2012; Brandrud et al., 1990-2018). Therefore,
in the present study we wanted to use not only
morphological characters but also DNA sequences of
two different regions to describe species and indicate
taxonomic position within the genus reliably.

One of the most recognizable features of the
genus is the presence of cortina that is found between
the pileus and the stipe, and cinnamon brown to rusty
brown spore print (Arora, 1986; Kirk et al., 2008; Uzun et
al., 2013). The basidiomes of Cortinarius species
demonstrate a remarkable variety of forms and colours
(Garnica et al., 2005; Stensrud et al., 2014). Macroscopic
features referring to the consistency of both pileus and
stipe surface are considered as crucial characters to
decide the boundaries of major divisions in Cortinarius
(Garnica et al., 2005). The base of the stem is another
valuable character for identification of Cortinarius. It may
be more or less equal, clavate or swollen dramatically at
the base that cause a rim on the basal bulb. As
microscopic features, spore shape, size and the degree
of ornamentation (smooth to strongly verrucose) appear
useful to circumscribe clades and identification. Cystidia
are almost never heard for Cortinarius species except C.
violaceus which has distinct cystidia (Kuo, 2011).
Interpretations of morphological characters often varied
among mycologists and resulted in disagreements.
Therefore, the application of the morphological species
concept has led to very different results in the same
groups (Brandrud et al., 1990-2018). For instance, there
are too many synonymous for Cortinarius caerulescens
(Schaeff.) Fr. such as C. coerulescens (Schaeff.) Fr.,
Agaricus caerulescens Schaeff., C. cyanus var.
caerulescens (Schaeff.) Gray (Index fungorum, CABI
Bioscience Databases, http://www.indexfungorum.org).
Cortinarius caerulescens locating in the subg.
Phlegmacium grows in woodland, mainly under Fagus
trees in late summer and autumn. This species is not
edible and characterized by a striking blue-violet cap that
turns brown in the center as it matures, amygdaloid-
verrucose and rusty brown spores (Breitenbach and
Krénzlin, 2000; Knudsen and Vesterholt, 2008).

Recent molecular studies (Frgslev et al., 2007;
Niskanen et al., 2013; Garnica et al., 2016) indicate that

there are a number of cryptic species in Cortinarius
genus and this situation causes difficulties in the species
identification within the genus when only morphological
and ecological data were used. Molecular data may
provide invaluable information to identify macrofungus
correctly so rDNA ITS (ITS1-5.8S-ITS2) and nLSU (28S
nuclear ribosomal large subunit rRNA) gene regions
were used in the current study in addition to
macroscopic/microscopic characters. Garnica et al.
(2005; 2011) and Frgslev et al. (2007) concluded that the
ITS region seems to be an appropriate marker for
species level identification in Cortinarius. The suitability
of ITS region has been indicated in many studies and the
region has been proposed as barcode region for
Cortinarius (Peintner et al. 2003; Ortega et al. 2008;
Garnica et al. 2009; Garnica et al. 2011; Stefani et al.
2014; Garnica et al., 2016). In addition to the ITS region,
the LSU gene located immediately downstream of the
ITS was also analyzed to get more reliable results and
compare usefulness of the regions. Whole length of the
region was not used due to expectation of less nucleotide
variations among sequences. Two hypervariable
domains (D1 and D2) flanked by relatively conserved
regions in most fungi were amplified and sequenced as
indicated by several studies (Moncalvo et al., 2000;
Peintner et al., 2004).

The purpose of this study is to describe a new
record species of Cortinarius for Turkey based on ITS
region including the gene coding the 5.8S ribosomal
subunit and the D1-D2 regions of LSU.

Material and Method

Taxon sampling and morphological studies

The macrofungus samples were collected from
Semdinli district, Hakkari province of Turkey. Collected
samples were deposited in the Fungarium of Van
Yuzuncl Yil University (VANF). During field work,
specimens were photographed in situ using with a Canon
(EOS 60D) camera equipped with Tokina 100 mm macro
lens. Macroscopic characters (pileus, stipe, lamellae and
cortina) were recorded using fresh materials.
Microscopic characters (basidia, basidiospores and
marginal cells) were observed in distilled water and 3%
KOH solution under a Leica EZ4 stereo microscope while
sections were examined under a Leica DM500 research
microscope. Microscopic characters were measured with
the Leica Application Suite (version 3.2.0) programme
and described based on different studies (Ortega and
Mabhiques, 2002; Breitenbach and Kranzlin, 2000; Soop,
2014).



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2019)10(1)8-16

DNA extraction, PCR amplification and
sequencing
Genomic DNA was extracted from dried

basidiomata using the CTAB method with minor
modifications (Doyle and Doyle, 1987). The purity and
qguantity of extracted DNA were determined by using
NanoDrop2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo
Scientific) and 0.8% agarose gel electrophoresis. DNA
amplification was performed in a 25 pl volume mixture
containing genomic DNA (10 ng/pl), 10X PCR Buffer,
MgClz (25 mM), dNTP mixture (10 mM), selected primer
pair (10 uM), Taq polymerase (5u/ul) and sterile water.
To amplify ITS (ITS1-5.85-ITS2) and LSU (D1-D2)
regions, primer pairs N-nc18S10
5'AGGAGAAGTCGTAACAAGS'/C26A
5'GTTTCTTTTCCTCCGCT3' (Wen et al., 1996) and
LROR 5’ACCCGCTGAACTTAAGC3/LR5
5TCCTGAGGGAAACTTCG3' (Vilgalys and Hester,
1990) were used, respectively. PCR products were run
in a 1.0 % agarose gel and visualized by staining with
Gelred dye. Positive reactions were sequenced with
forward and reverse PCR primers using ABI 3730XL
automated sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).
Sequence and
analysis
Forward and reverse sequences were assembled
and edited using Alibee Multiple Alignment 3.0
software from the GeneBee website
(www.genebee.msu.su/genebee.html). Ambiguous sites
were checked manually and corrected by comparing the
strands. One sequence of each region generated from
the present study and additional sequences retrieved
from NCBI were analyzed together to see phylogenetic
relationships among Cortinarius species in the
constructed tree. The sequences downloaded from NCBI
were selected considering results of BLAST searches
and several valuable studies (Garnica et al. 2005;
Stensrud et al. 2014). Hebeloma mesophaeum and H.
subtortum were chosen as outgroup taxa and these
sequences were obtained from another our study that
has not been published yet. All sequences were aligned
with the aid of the program Clustalw (Thompson et al.,
1994) and adjusted manually where it was necessary.
Prior to construction of phylogenetic tree, total
nucleotide length (bp) and variable sites were calculated

alignment phylogenetic

10

using Molecular Evolutionary Genetics Analysis software
(MEGA 6.0; Tamura et al., 2013). Phylogenetic tree of
each studied region (ITS and LSU) was constructed
using three different methods; Maximum Likelihood
(ML), Maximum Parsimony (MP) and Neighbor Joining.
The sequence data was analyzed by using the Maximum
Likelihood (ML) method based on the Tamura-Nei model
(Tamura and Nei, 1993). To test branch support,
bootstrap analysis was used with 500 replicates
(Felsenstein, 1985). In the ML method, initial tree(s) for
the heuristic search were obtained automatically by
applying Neighbor-Joining and BioNJ algorithms to a
matrix of pairwise distances estimated using the
Maximum Composite Likelihood (MCL) approach, and
then the topology with superior log likelihood value was
selected. The Tree-Bisection-Reconnection (TBR)
search method was employed with 100 random addition
replications to construct the MP trees and the consensus
tree inferred from 10 most parsimonious trees was used.
All positions containing gaps and missing data were
eliminated.

Results

Macroscopic and microscopic characters

Pileus: 50-100 mm, hemispherical when young,
later convex to plane and somewhat indented in the
center, surface silky-dull when dry, slimy and shiny when
moist, blue-violet, later discoloring gray-ocher to pale
ocher, covered with dingy white fugacious velar floccus
when young, margin incurved and connecting to the stipe
by a white-violet filamentous cortina when young. Flesh:
light blue, thick in the center of the pileus, thin toward to
margin. Lamellae: blue-violet when young, later gray-
violet to ocher-brown. Stipe: 40-70 x 10-20 mm,
cylindrical, base with a marginate bulb up to 45 mm,
surface gray-violet and longitudinally fibrillose when
young, later glabrescent. Spores: 8.8-11.5 x 5-6.5 um,
amygdaliform, weakly to moderately verrucose, yellow-
brown. Basidia: 30-43 x 10-12 um, clavate, with 4
sterigmata and a basal clamp. Marginal cells: 12-15 x
5-8 um, basidiole-like. Pleurocystidia: not seen.
Hyphae: 2-9 um, yellow, some septa with clamp (Figure
1). Ecology: Solitary to gregarious in montane hardwood
forest. Under Fagus sp., Hakkari, Semdinli, Durak
vilage, 37° 24'210"N - 44° 30'661"E, 1640 m,
24.10.2014, Acar 471.
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caerulescens a. Basidiocarps b. Basidiospores (dH20) c. Basidium and
marginal cells (%3 KOH) d. Hyphae (dH20)

Molecular phylogeny

Accession numbers for sequences of ITS and LSU
gene regions were assigned as MH718791 and
MH718792, respectively. The amplified DNA fragment of
the ITS region was approximately 650 bp length
encompassing complete ITS1, 5.8S and ITS2
subregions. ITS data matrix comprised a total of 34
sequences including 33 from NCBI. The aligned data
included a total of 675 positions, of which 481 were
conserved, and 177 were variable (91 variable sites in
ITS1, 2 in 5.8S and 84 in ITS2 subregion) nucleotides.
The second region, LSU, comprised 23 sequences (22
from NCBI) and yielded the total lengths of 871
nucleotides with 54 nucleotide variations. The results
received from ITS region were more informative
compared to outcomes of LSU because of higher
nucleotide variation number. LSU region is generally less
variable than the ITS region and this situation may limit
taxonomic resolution at the species levels and diversity
analysis.

The Maximum Likelihood analysis resulted in
similar  phylogenetic  topologies with  Maximum
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Parsimony and Neighbor Joining analyses so only ML
tree was given to indicate phylogenetic relationships and
taxonomic position of studied species and discussed.
The trees constructed based on ITS and LSU regions
showed no phylogenetic separation at the subgenus or
section levels (Figure 2 and Figure 3).

The studied sample, Cortinarius caerulescens,
grouped with only one of its representatives (AF389134)
and several retrieved samples of C. terpsichores with
high bootstrap value (100%) in the ITS tree (Figure 2).
Intentionally, lots of C. caerulescens sequences were
downloaded from NCBI to increase genetic diversity and
figure out taxonomic position within the genus.
Unexpectedly, all representatives but only one
(AF389134) located in different clusters of the tree. The
LSU tree showed close relationship between studied
specimen and C. terpsichores as well (Figure 3).
Cortinarius caerulescens and C. terpsichores can be
distinguished  from each other based on
macroscopic/microscopic and ecologic characters even
though phylogenetically located closely. For instance, C.
caerulescens is generally found under Fagus whereas C.
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terpsichores associated with primarily Quercus trees. C. caerulescens has amygdaloid and verrucose spores
Macroscopically, C. caerulescens has a dark blue violet while the other has ellipsoid ones.

cap whereas C. terpsichores has a light blue cap.

Microscopically, they have different ornamented spores;

741 C. collinitus AY669588
100 _|- C. mucosus AY669591
- C. trivialis AY669593
C. stillatitius AY669589

85

C. caerulescens HQ604682
100! C. camptoros KJ421043
C. saginus KC842448
—— C. brunneoviolaceus KF732269
—— C. balteatus KJ421176

C. caerulescens NR 130199
caerulescens AY174863
caerulescens KF732271
caerulescens AY174862
caerulescens AJ889944
C. caerulescens AY669515

97

C.

C.
100

C.

C.

99 C. coerulescentium KJ421188
ﬁr C. boudieri AY174861
C. mairei KJ421208

- C. terpsichores KC577597
C. terpsichores AY669554
100 | | @ Cortinarius caerulescens
C. terpsichores JF907894
C. caerulescens AF389134
C. terpsichores DQ083817

93

1001 C. polymorphus KJ421085
C. polymorphus AY669545

C. camptoros AY669540
C. foetens KF732306

C. coalescens AY669552

99 C. aquilanus FJ195642

C. glaucopus AY174785

C. coalescens KJ421020

C. alticaudus KF732610

C. scaurocaninus KX520672

r Hebeloma mesophaeum
100l Hebeloma subtortum

0.05
Figure 2. Phylogenetic tree of Cortinarius species based on ML analysis of the ITS
region. Black circle indicates studied specimen. Hebeloma subtortum and H.

mesophaeum were used as outgroups. Bootstrap analysis of ML was based on 500
replicates and values higher than 40% were indicated on branches.
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65| C. subcastanellus MH108386
C. subcastanella AY033130
C. napivelatus KF727299

C. napivelatus KU523958

C. napivelatus MH108348

7@ C. caerulescens

C. terpsichores KC842514
C. glaucopus KY964799
861C. glaucopus KC842515
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C. trachycystis AF388771

_|— C. wallacei MH108391

—— C. cupreonatus MH108333

C. rattinus GU233419
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78— C.atrolazulinus KJ635241

C. infractus KC842497

Hebeloma subtortum

0.005

Figure 3. Phylogenetic tree of Cortinarius species based on ML analysis of the
LSU region. Black circle indicates studied specimen. Hebeloma subtortum
was used as outgroup. Bootstrap analysis of ML was based on 500 replicates
and values higher than 40% were indicated on branches

Discussion

Species delimitation within the Cortinarius genus
is debatable due to high level of homoplasy and
phenotypic plasticity for morphological and ecological
characters. This circumstance causes poor resolution
power while dividing the genus into subgenera and lower
taxonomical levels. The delimitation of species based on
both ITS and LSU sequences may not be enough to
determine boundaries of Cortinarius so not only DNA
sequences but also morphological features must be used
to resolve boundaries of Cortinarus species correctly.
The tree constructed based on DNA sequence of ITS
region was more informative than the tree constructed by
DNA sequence of LSU region due to presence of more
nucleotide variation in ITS region. Similar situation was
also proved by several researchers (Garnica et al., 2005;
Schoch et al., 2012)
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Cortinarius caerulescens belongs to subgenus
Phlegmacium, and this subgenus is proved to be
polyphyletic by several studies (Peintner et al., 2004;
Garnica et al., 2005; Liimatainen et al., 2014). Our results
supported this phenomenon; some species belonging
different subgenus located within samples of subgenus
Phlegmacium in the both trees. Some Cortinarius
caerulescens samples downloaded from NCBI located
distantly to each other in the ITS tree and our sample
grouped with only one of representatives (AF389134).
According to Garnica et al. (2016), Cortinarius is a
complex genus and has many cryptic species which
need both molecular and morphological data for correct
identification. Cortinarius caerulescens is one of the
complex species that needs detailed morphological and
molecular analyses for reliable identification. So, we
used both morphological and molecular data for correct
identification of the species.
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Interestingly, C. caerulescens and C. terpsichores
grouped together in both ITS and LSU trees with 100%
and 87% bootstrap values, respectively. Formerly,
Cortinarius caerulescens sensu Marchand, Moser, NCL
(1960) was accepted as synonym with C. terpsichores
but the sample used for comparison was not holotype
(Cortinarius caerulescens (Schaeff.) Fr. 1838 s
holotype) one so these two species are not accepted as
synonymous and showed red line in Index Fungorum
database. These two species have different
morphological and ecological properties. Cortinarius
caerulescens grows in broad leaf forest (primarily Fagus)
whereas C. terpsichores grows primarily with Quercus
(sometimes also with Pinus). Macroscopically,
Cortinarius caerulescens has a dark blue violet cap
whereas C. terpsichores has a light blue cap.
Microscopically, they have different ornamented spores;
C. caerulescens has amygdaloid and verrucose spores
and the other has ellipsoid ones. Furthermore, C.
caerulescens has a thick a whitish filamentous cortina
forming whitish remnants at bulb margin of young
species.

We tried to mention the importance of not only
molecular data but also morphological one considering
the enormous diversities and cryptic species within the
genus Cortinarius. Especially, close phylogenetic
relationship between C. caerulescens and C.
terpsichores proved that only molecular or morphological
data may not be enough to determine species and
resolve phylogenetic relationship within the tree.
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Oz: Magaralar, karanlik, digik sicaklik ve yliksek neme sahip ortamlar olup, organik
madde girdisinin olmamasi gibi kosullar nedeni ile gogunlukla ekstrem ortamlar olarak tanimlanir.
Bu ekstrem kosullar nedeni ile magdaralarin mikrobiyal cesitliligini baglica enerji kaynagi olarak
indirgenmis inorganik bilesikleri kullanabilen kemolitotrofik mikroorganizmalar olusturmaktadir.
Ancak insanlar araciligi ile magaralara yabanci mikroorganizmalarin tagsinmasi ve insan kaynakl
organik maddelerin magaralara girisi sonucunda da magaralarin dogal biyolojik &zellikleri
bozulmaktadir. Bunun yaninda magaralarin basta yarasalar gibi kanath memelilerin digkilari
olmak Uzere dogal faunayl olusturan hayvanlarin artiklari Cryptococcus neoformans ve
Histoplazma capsulatum gibi birgok patojen organizma igin uygun Kkolonizasyon ortamini
olusturmaktadir. Bu maya tirlnun insanlarda direkt temas veya solunum yolu ile bulastiginda
ciddi hastaliklara yol a¢tigi disundldugunde, bu magarayr herhangi bir amagla ziyaret eden
bireyler icin tehlike arz edecegdi agiktir. Bu nedenle ¢alismamizda Nigde’de bulunan Dizkir
Magara’sinin icinden ve digsindan alinan toprak o6rneklerinde Cryptococcus neoformans ve
Histoplasma capsulatum varhdinin arastiriimasi amaglanmistir. Magara igine ait toprak
orneklerinin birinden Cryptococcus genusuna ait bir izolat elde edilmis, izolatin fenotipik ve
genotipik yontemler kullanilarak tanisi dogrulanmistir. Ancak Histoplasma capsulatum
saptanmamistir. Ayrica calismamiz Ulkemizde magara toprak o&rneklerinden Cryptococcus
neoformans izolasyonu ile ilgili ilk calisma olmasi agisindan énem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, magara
mikrobiyolojisi
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Investigation of Cryptococcus neoformans and Histoplasma capsulatum
in soil samples taken from inside and outside of Duizkir Cave (Nigde,
Aladaglar)

Abstract: Caves are defined as extreme environments because of they are dark, in low
temperatures and high in humidity and they lack the entries of organic materials. Due to these
extreme conditions, the microbial diversity of caves is composed of chemolithotrophic
microorganisms that can use reduced inorganic compounds as their energy source. However, the
natural biological properties of caves are deteriorating because of the entrance of new
microorganisms and human related organic matters due to humans. Besides this, caves are
appropriate colonization environments for pathogenic microorganisms such as Cryptococcus
neoformans and Histoplazma capsulatum. Since the natural fauna of caves involve winged
mammals such as bats and the faeces of these animals. Since this yeast is known to be causing
serious health problems by direct contact or inhalation, it is clear that it will possess a risk for
people who with any purpose visits these caves. For this reason, this study aims to determine the
presence of Cryptococcus neoformans and Histoplasma capsulatum in inside and outside of the
soils of Duzkir Cave. As a result of this study, one isolate of Cryptococcus species was acquired
from one of the soil samples taken from inside the cave and it is confirmed as C. neoformans by
using phenotypical and genotypical methods. However, Histoplasma capsulatum was not
detected. The presented study is the first study involving Cryptococcus neoformans isolation from

Nisan(2019)10(1)17-22

cave soil samples in Turkey.

Key words: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, cave microbiology

Giris

Magaralar, ylzeyin altinda, alacakaranlik
bdlgesinin 6tesine uzanan ve insanlarin kullanimina agik
olan dogal bosluklardir. Magara ekosistemleri disuk
sicaklik, ylksek nem, daimi karanlik, organik madde
girdisinin olmamasi gibi kosullar sebebiyle ¢odunlukla
ekstrem ortamlar olarak tanimlanir. Bu ortamda yasayan
organizmalar genellikle kemolitotrofik ve bu ekstrem
kosullara uyum saglamis organizmalardir. Magara
mikrobiyotasi asiri aghga adaptasyonlariyla birlikte,
onemli  biyomolekdilleri  barindirma  potansiyeline
sahiplerdir. Benzer ortamlar, yakit igin verimli etanol
Uretimine, c¢evre dostu kagit isleme igin enzimlerin
Uretimini saglayan mikroorganizmalari barindirmaktadir.
Magara mikroorganizmalari ayni zamanda ¢ok sayida
antibiyotik ve kanser tedavi ajanlari Gretimi potansiyeline
sahiptir (Barton, 2006; Kumaresan ve ark., 2014; Wu ve
ark., 2015; De Mandal, 2017; Yasir, 2018).

Bunun yani sira magaralar Oncelikle sportif,
turistik ya da bilimsel amaglarla insanlar tarafindan
ziyaret edilmektedir. ABD'de her yil yaklagik 2 milyon
insanin milli parklarda bulunan magaralar ziyaret ettigi
belirtiimektedir. Magaralara giren insanlar nedeniyle
magaralarin izolasyon bariyeri yok edilir ve bu da magara
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habitatinin dengesinin bozulmasina neden olur. Bu
sekilde magaralar bazi bakteri, filamentli fungus veya
mayalarin varligi ve buyimesi igin uygun cevresel
kosullara sahip olmaktadir. Cryptococcus neoformans ve
Histoplasma capsulatum nedeni ile meydana gelen
hastaliklar magara ile iligkili en yaygin hastaliklar olarak
belirtiimektedir. Ozellikle kanath diskilari Cryptococcus
neoformans ve yarasa digkilari ise Histoplasma
capsulatum igin  uygun kolonizasyon ortamini
olusturmaktadir. Bu da insanlara temas ederek veya
solundugunda bulasabilir ve ciddi hastaliklara yol agabilir
(Bastian ve ark., 2010; Jurado ve ark., 2010; Igreja,
2011; Candiroglu ve Dogruoz Gungor, 2017).

Calismamizin amaci Aladaglar bdlgesinde yer
alan Duzkir magarasinda insan saghgi igin risk
olusturabilecek C. neoformans ve H. capsulatum
varliginin arastiriimasidir.

Materyal ve Metot

Magara Bilgileri ve Calisgma Materyali: Bu
calismada Nigde ilinde bulunan ve giris agzi deniz
seviyesinden 3344 metre ylkseklikte olan Duzkir
Magarasinin ¢esitli noktalari (C1-C5) ve Aladaglarin
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cesitli yuksekliklerinden (D1-D5) alinmak Uzere toplam
10 toprak 6rnegi ¢calisma materyali olarak kullaniimigtir.

Cryptococcus neoformans Varliginin
Arastinlmasi: Toprak ornekleri seyreltme plaka teknigi
ile analize alinmistir. izolasyonda besiyeri olarak Sun
Flower Seed (Helianthus annuus) Agar kullaniimis,
petriler 30° C'de 30 giin inkiibasyona birakiimis ve
inkilbasyon siresi boyunca gunlik olarak kontrol
edilmistir. Kahverengi-koyu kahverengi pigmentli maya
benzeri koloniler saflastinimistir (Cermefio ve ark.,
2006).

Maya izolatinin Biyokimyasal Yontemler ile
Tanisi: C. neoformans oldugu disuinulen izolatlarin
biyokimyasal tanisi igin API test kitlerinden ID 32C maya
tanilama kiti kullaniimistir.

Maya izolatinin Genotipik Tanisi: DNA
izolasyonu Liu ve ark. tarafindan uygulanan ydntemde
bazi modifikasyonlar uygulanarak gerceklestirilmistir (Liu
ve ark., 2000). Nuklear ribozomal DNA ITS1- 5.8-ITS2
(ITS) bolgesi ITS1lve ITS4 primerleri ile amplifiye
edilmistir (Leaw ve ark., 2006).

Calismamizda amplifiye edilmis ITS bolgesi baz
sirasi tayini izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisi
Biyoteknoloji ve Biyomuhendislik Merkezi Arastirma
Laboratuvari'nda yaptirilmistir. Elde edilen veriler Finch
TV (Blast) ve Ap E programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Tar tayini arastirmacilarin
kullanimina aclk olan Gen BankasI’'nin
http://www.nchi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi web
sayfasinda, nukleotid dizisinin kiyaslanarak
benzerliklerin incelenmesi ile yapilmistir.

Histoplasma capsulatum varhginin
arastirlmasi:  Seyreltme plaka teknidi ile analize
alinarak Sun Flower Seed (Helianthus annuus) Agara
aktarilan toprak ornekleri, 30° C' de 2 ay inkiibasyona
birakiimis ve inklibasyon suresi boyunca ginlik olarak
kontrol edilmigtir. Ureyen kif kolonilerinden selofan bant
teknigi kullanilarak hazirlanan prepartlarda karakteristik
tuberkllli makrokonidya varligi arastirilmistir (Cermefio
ve ark., 2006).

Bulgular

Cryptococcus neoformans ve Histoplasma
capsulatum varhiginin arastirilmasi: Sun Flower Seed
Agar’ da Ureyen kahverengi-koyu kahverengi pigmentli
maya benzeri koloniler, bu renge ve mikroskobik
morfolojisine  dayanarak C. neoformans olarak
diisinilmis ve saflastinimistir. incelenen érneklerden
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magara i¢inden alinan C5 No’lu érnekte 1 x 10'cfu/g C.
neoformans kolonisi saptanmistir. Ancak Histoplasma
capsulatum izolasyonu yapilamamistir.

Maya izolatinin Biyokimyasal Yéntemler ile
Tanisi: izolatin ileri biyokimyasal tanisi amaciyla, API
test kitlerinden ID 32C maya tanilama kiti kullaniimistir.
Magara i¢c ortamindan izole edilen C5 nolu izolatin
biyokimyasal testler ile C. neoformans oldugu
saptanmigtir.

Maya izolatinin Genotipik Tanisi: Molekiler
identifikasyon icin ITS bolgesi dizi analizi yapilmigtir.
Sonu¢ olarak izolatimiz C. neoformans olarak
dogrulanmistir. ilgili dizi GenBank’ ta MH973850 erigim
numarasi ile depolanmistir.

Tartisma

Magaralar fotosentezin olmadigi c¢ogu besin
maddesinin sadece giris zonunda bulundugu besin
yonunden fakir ortamlardir. Bu ekstrem kosullarda
yasayan mikroorganizmalar buyidk ©6neme sahiptir.
Ornegin, Schabereiter-Gurtner ve ark. (2002) ispanya’
daki Altamira Magarasindan eski tarih o6ncesi
resimlerinin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar
izole edip tanimlamiglardir. Bu calisma
mikroorganizmalarin bu resimlerin pargcalanmasindaki
rolleri ve ardindan korunmasi igin alinacak o6nlemlerin
anlasiimasina ve kalsit biriktiren karbonat yilzeylerde
kolonize olabilen organizmalarin tanimlanmasina olanak
saglamistir  (Schabereiter-Gurtner ve ark. 2002).
Benzer sekilde, Carlsbad Magaralari igcinde, plastiklerin
uretiminde yer alan ve tehlikeli gevresel kirleticiler olan
benzotiyazol ve benzezazilfonik asit gibi kompleks
aromatik bilesikleri parcalayabilen yeni bir
mikroorganizma tarG tanimlanmigtir. Bu gsekilde
mikroorganizmalarin kirlenmis ortamlara inokilasyonu
ile bu tdr kirleticilerin hizl bir sekilde bozulmasi ve dogal
remediasyonu saglanmis olur (Barton, 2006).

Magara mikrobiyotasi asiri acgliga
adaptasyonlariyla  birlikte, 6nemli  biyomolekdilleri
barindirma potansiyeline sahiplerdir. Magara

mikroorganizmalari ¢ok sayida antibiyotik ve kanser
tedavi ajanlari Uretim potansiyeline sahiptir (Barton,
2006; Kumaresan ve ark., 2014; Wu ve ark., 2015;
Mandal, 2017; Yasir, 2018).

Magara mikrobiyotasi ayrica tuberkiloz gibi
enfeksiy6z ajanlar ve insan ve magara kriketlerinin
parazitlerini ve yarasalarda beyaz burun sendromuna
neden olan Pseudogymnoascus destructans gibi yikici
invaziv mikroorganizmalari igcermektedir (Reynolds and
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Barton, 2014).  Farkli magara g¢alismalarinda birgok
Actinobacteria tlrinin izole edildigi bildirilmistir
Ozellikle, Nocardia, Mycobacterium, Streptomyces ve
Rhodococcus'a ait ¢esitli tirler tespit edilmistir Jurado ve
ark., 2010). Bu turlerin farkh cilt, akciger veya beyin
enfeksiyonlarina neden oldugu bilinmektedir. Bu
bakterilerin neden oldugu hastaliklar éncelikle immin
sistemi baskilanmis hastalarda bildiriimis olsa da,
bagisiklik sistemi zarar gérmemis olan kisileri de enfekte
edebilmeleri mimkindir. Magaralarda potansiyel turizm
tehlikelerini tespit etmek icin yapilan c¢alismalarda
magaralarin hentz bilinmeyen ve firsatgl
mikroorganizmalarin varligi olasihigi nedeniyle magara
ziyaretgileri icin potansiyel bir tehlike olusturdugunu
bildiriimistir (Igreja 2011; Vanderwolf ve ark., 2013; Wu
ve ark., 2015; Yasir ve ark., 2018; Mandal ve ark., 2017).

Yarasa biyologlari, speleologlar ve turistlerde
bazen magaralari ziyaret ettikten sonra ates 6ksuruk gibi
semptomlarin gelistigi goralmuastir. Kuzey ve Latin
Amerika'nin yarasa magaralarinda yapilan ¢alismalarda
yaygin olarak Histoplazma capsulatum nedeni ile gelisen
pulmoner bir hastalik olan histoplazmoz gérilmektedir
(lgreja, 2011; Zhang ve ark., 2018).

Yine magara mikrobiyomu icerisinde sik rastlanan
Cryptococcus neoformans ve C. gattii tirleri fungal insan
patojenleridir. insanlarin, akciger alveollerine yerlesecek
kadar kicuk olan basidiyosporlarin inhalasyonu ile
hastaliJa neden olmaktadir. Organizma akcigerlerden
merkezi sinir sistemine yayllarak meningoensefalite
neden olmaktadir (Nielsen ve ark., 2007; Velagapudi,
2009; Botts ve Hull, 2010; Watkins ve ark., 2017).
Magara topradi mineral igerikleri yoninden farkliliklar
gosterse de icerdigi organik materyalin azlig1 nedeni ile
kriptokoklarin  Gremesi igin uygun degildir. Hatta
magaralardan mayalarin izolasyonu nadiren
gerceklesmistir. Ancak giivercin digkisinin énemli roli
oldugu kabul edilmesine ragmen vyarasalar da dahil
olmak Uzere yabani kus ve hayvanlarin digkisi,
Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii gibi
tibbi agidan 6énemli mayalari icerir ve magaralardan da
izole edildigini gOsteren calismalar vardir (Montagna ve
ark., 2003; Nielsen, 2007; Chowdhary ve ark., 2011,
Escanddn ve Castafieda, 2015).

Magara mikroorganizmalari ve diger canlilar
hakkinda farkli bilimsel veriler elde etmek ¢ok énemlidir.
Bu konu da dlnyada yarutalms ¢alismalarin gogu son
yirmi yila ait olmakla beraber bu konu ile ilgili calismalar
son on yilda hiz kazanmistir. Tlrkiye'de ise magara
mikrobiyolojisi ile ilgili calismalar yetersiz kalmistir.
Yucel ve Yamag (2010), Turk karstik magaralarindan
izole ettikleri Streptomyces spp.'nin antibiyotik direnci
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gOsteren mikroorganizmalara kargi  antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmiglardir. Sen ve ark. (2011) Duzkir
Magarasi'ndan (Aladaglar) izole edilen bakteriyel
orneklerin  antimikrobiyal aktiviteleri, statin Uretme
kabiliyeti ve sitotoksik etkilerini arastirmiglardir.

Bu calismada ise Nigde ilinde bulunan ve girig
agzi deniz seviyesinden yaklasik olarak 3344 metre
yukseklikte olan DUzkir Magdarasinin cesitli noktalari ve
Aladaglarin degisik yuksekliklerinden alinan toprak
orneklerinde Cryptococcus ve Histoplazma tirlerininin
varligini arastiniimistir.

incelenen érneklerden magara igini temsil eden 5

Nolu 6rnekten C. neoformans izolasyonu yapilimigtir. ID
32C maya identifikasyon kiti ile C. neoformans olarak
tanilanan susun tanisi molekiler yontemler ile de
dogrulanmigtir. Toprak orneklerinin higbirinde
Histoplazma capsulatum saptanmamistir.
Montagna ve ark. (2003), yaptiklari bir calismada
italya'nin  Apulia bélgesinde yirmi bes magarada
Cryptococcus spp. varhgini arastirmiglardir. C.
neoformans' in varligi igin sadece (i¢ magara pozitiftir.
Bu veri, arastirmacilar tarafindan bu mayanin magara
habitatlarinda  bulunusu igin ilk kayit olarak
vurgulanmigtir. Magarabilimcilerin hayati tehdit eden
fungal enfeksiyonlarina maruz kalmasinda magaralarin
potansiyel roliinii gosteren bir galismadir.

Japonya’da kanathlarin yasadi§gi magaralarda
yapilan  aragtirmalarda  baskin  fungal floranin
Trichoporon spp ve Cryptoccoccus spp oldugu ortaya
cikariimistir. Yarasa gubresinin dnceden tanimlanmamis
maya tlrlerinden zengin potansiyel bir kaynak olacagini
vurgulamiglardir (Sugita ve ark., 2005).

C. neoformans gevresel ortamda siklikla glvercin
diskilarinda ve agaclarda kolonize olmaktadir. Yine ilk
kez Rivas ve ark. topraktan izole etmislerdir (Rivas ve
ark., 1999). Bu kolonizasyon ortamlarindan solunum
yolu ile canlilara bulasir. Ulkemizde yapilan cevresel
C.neoformans taramalarinda glvercin digkilarinin
oldugu bélgelerden yapilan taramalar gogunluktadir.
Cevresel mikrobiyota arastirmalarinda ise Eucalyptus
camaldulensis ile birlikte Punica granatum ve Platanus
orientalis agaclarindan izolasyon yapilmistir (Ergin ve
ark., 2008; Pelek ve ark., 2011; Gokcen ve Ergin, 2014).
Ergin ve ark. (2008), Turistik Denizli Dodurgalar
(Keloglan) magarasi’'nda Histoplasma capsulatum,
Cryptococcus neoformans varligini arastirmak igin
yaptiklari ¢alismada C. neoformans ve H. capsulatum
izole edilemedigini belirtmiglerdir. Ayrica magara
mikroorganizmalarinin  siklikla ~ solunum  sistemi
enfeksiyonlarina neden oldugunu belirtmislerdir (Ergin
ve ark., 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1130140614000825?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1130140614000825?via%3Dihub#!
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Calismamiz Ulkemizde magara toprak
orneklerinden Cryptococcus neoformans’ in izolasyonu
ile ilgili ilk calismadir. Magaralar 6ncelikle sportif, turistik
ya da bilimsel amaglarla insanlar tarafindan ziyaret
edilmektedir. Magaradaki mikrobiyomu magdarada
yasayan tim canlilar ile birlikte magara turizmi nedeni ile
gecici olarak orada bulunan insanlar nedeni ile 6nem arz
etmektedir.
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Abstract: A hypogeous fungus Balsamia vulgaris Vittad. was collected from Mugla. This
species is well characterised by its peridial warts, long and elliptical spores with three oil drops.
Balsamia genus grows together with true truffles and they can frequently found in autumn and
winter.

Key words: False truffle, Balsamia, hypogeous fungi, Turkey.

Turkiye mikotasi i¢in yeni bir cins (Balsamia)
Oz: Mugla'dan yeralti mantari, Balsamia vulgaris Vittad. toplandi. Bu tiir peridyal sigilleri,
U¢ yag damlali uzun ve eliptik sporlariyla karakterizedir. Balsamia cinsi gercek triiflerle beraber

yetismekte ve cogunlukla sonbahar ve kis aylarinda buyimektedir.

Anahtar kelimeler: Yalanci trif, Balsamia, yeralti mantari, TUrkiye

Introduction
According to Index Fungorum data base program

(2018), Balsamia genus are in Hellvellaceae family and it
has 19 species in the World. Within these 19 species, 7
of them were newly described from Western North
America by Southworth et al. (2018). Southworth et al.
(2018) extensively studied American Balsamia collections
by sequenced DNA, assessed relationships by sequence
similarity, and identified molecular taxonomic units from
the Northwest part of America. According to their results,
ITS sequences supported 12 Balsamia species in
Northwest of America. While Harkness (1899) and
Fischer (1907) had originally described five of them,
seven are new species.

In recent years, some new species and new
records had been added to Turkish macromycota (Sesli
and Denchev, 2014; Akata and Gurkanli, 2018; Akata et
al. 2018; Dogan et al., 2018; Sesli et al., 2018a, 2018b;
Sesli and Liimatainen, 2018). With these studies,
important contributions have been done to the biodiversity
of our country. However, there are many species that are
not identified in our country. Therefore, studies on
macrofungi must continue without interruption.

Material and Methods

From fresh and dried specimens, hand sections
were mounted in water and ascospores measured (20
randomly selected spores per collection) at 1000 x with a
Leica DM3000 microscope and Leica software. Digital
images were captured with a Leica DFC 495 camera.
Spore dimensions were reported as mean and range (in
parentheses) for length, width, and the ratio of length to
width (Q). Terminology for description of ascomata
tissues follows Montecchi and Sarasini (2000), Gori
(2005) and Southworth et al. (2018). Specimens were
deposited at the Fungarium of Mugla Sitki Kogman
University.

Results

Taxonomy

Ascomycota

Pezizomycetes

Pezizales

Helvellaceae

Balsamia vulgaris Vittad., Monogr. Tuberac.
(Milano): 30 (1831)


mailto:hhuseyindogan@yahoo.com
mailto:hakanalli@gmail.com
mailto:hhuseyindogan@yahoo.com

MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2019)10(1)23-25

Description

Fruiting body: Hypogeous or subepigeous
tuberiform and knotted, sometimes lobed, lacking root
and branch, 1-3 cm diam., varying in colour from light
hazel brown when young to orange-ochre and rusty
brown; exterior warty, finely papillate-verrucose with
roundish, darker and separable papillae (Fig 1 a).

Peridium: Completely closed, 10-20(30) pm with a
pseudoparenchymatous structure formed by polygonal-
roundish, yellowish elements (Fig 1 b).

Gleba: Whitish to pale yellow, numerous chambers
formed by labyrinthiform tramal plates.

Asci: Not visible due to very thin and hardly
colourable wall.

Ascospores: Cylindrical with rounded apex,
ellipsoid-cylindrical, with a thin and less than 1 pm,
hyaline, smooth, generally with 3 guttules, 25- 30 x 11-14
pum ( Fig 1 c).

Habitat: Under Quercus robur L.

Collection examined: Mugla: Yatagan, Dodankoy
Village, 23 March 2018, A6866.

Remarks: According to Montecchi and Sarasini
(2000), it is considered as a toxic species, but we did not
check its edibility. The closest species is Balsamia
polysperma Vittad.. B. vulgaris differs from B. polysperma
(other European species) by its bigger, more elongate
and having three oil droplets of the spores. Asci are
sometimes hardly visible on mature specimens due to
their very thin and hardly colourable wall.

Figure 1: a; Ascocarps, b; Peridial cells, c; Ascospores.
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Abstract: We studied Penicillium species isolated from forest soil and aimed to be
detected with morphologically, colonial-molecular methods and species diversity. Soil
sample was taken Edirne Ségutlik Forest in October, 2015 and 10 cm deep under aseptic
conditions and Waksman'’s ‘Soil Dilution Method’ was used for the isolation of Penicillium
species; some books and articles have been used for morphological and colonial
identification. The service was purchased for the molecular diagnosis of fungi and the
company used the Bio-Speedy ™ Fungal DNA Isolation Kit for isolation. As PCR Kit, Bio-
Speedy™, yeast and mould real-time PCR rapid detection kit was used. The obtained
sequences were subjected to BLAST analysis similar sequences using the gene bank and
to draw phylogenetic tree, used Mega 7 software. Twelve species belonging to the genus
Penicillium were identified; these are: P. chrysogenum, P. citrinum, P. commune, P.
manginii (current name: Penicillium atrosanguineum), P. ubiquetum (New record for
Turkey), P. camemberti, P. sanguifluum, P. janczewskii, P. canescens, P. roseopurpureum,
P. steckii (current name: Penicillium citrinum), P. hordei.

Key words: Soil, Fungi, Penicillium, Sanger Sequencing Method, ITS, Edirne.

Edirne ili (Tiirkiye) So6giitliilk Ormani topragindan izole edilen
Penicillium turlerinin biyogesitliligi

Oz: Calismamizda orman topragindan izole edilen Penicillium turlerinin, morfolojik,
koloniyal ve molekiler yontemlerle tespiti amacglanmis ve Penicillium tir cesitliligi
incelenmigtir. Toprak érnekleri, Edirne Ségutlik Ormani’ndan 2015 yili Ekim ayinda, 10 cm
derinden aseptik sartlarda alinmis olup, Penicillium tirlerinin izolasyonu i¢in Waksman'in
‘Toprag! Sulandirma Yontemi’ kullaniimis; morfolojik ve koloniyal tanimlamasi i¢in gesitli
eserler kullaniimigtir. Molekuler tani amaciyla izolasyon islemi icin Bio-Speedy™ fungal
DNA izolasyonu kiti kullanilmistir. PCR kiti olarak ise Bio-Speedy™ Maya ve Kiif Real-
Time PCR Hizh Tespit Kiti kullaniimistir. Elde edilen sekanslar gen bankasi kullanilarak
benzer sekanslarla BLAST analizi yapilmis ve Mega 7 yazilimi kullanilarak filogenetik agag
¢izilmistir. Penicillium cinsine ait 12 tir tanimlanmigtir, bunlar: P. chrysogenum, P. citrinum,
P. commune, P. manginii (gecerli isim: Penicillium atrosanguineum), P. ubiquetum (Ttrkiye
icin yeni kayit), P. camemberti, P. sanguifluum, P. janczewskii, P. canescens, P.
roseopurpureum, P. steckii (gecerli isim: Penicillium citrinum), P. hordei’ dir.

Anahtar kelimeler: Toprak, Fungus, Penicillium, Sanger dizileme, ITS, Edirne.
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Introduction

Penicillium genus is common in different
environments such as soil, plant, air and food products.
Some species can use in cheese production, also some
of them are pathogens for human; in addition, some
species can use for antibiotics production. Besides,
Penicillium is important genus because of commercial
and industrial such as using production anti-tumoral,
anti-fungal and anti-viral compounds, and using
production of extra cellular enzymes. There are over 250
species of Penicillium genus (Visagie et al.,, 2014,
Abastabar, 2016).

One of the first study on soil fungi of Turkey was
performed by Oner (1970). Many studies performed after
mentioned study indicated that the soils of Turkey has
rich  fungal biodiversity. Hasenekoglu et al.
(Hasenekoglu, 1982; Hasenekoglu and Azaz, 1991;
Hasenekoglu and Sulin, 1991) on soil fungi especially in
North-East of Anatolia. In Izmir and environs (Ekmekgi,
1975; Oner, 1974) and the other cities (ilhan and Asan,
2001; Asan and Ekmekgi, 2002; Azaz, 2003) for
example.

The purpose of our study is isolation of Penicillium
species from Edirne Ségutlik Forest soil and description
of species by morphological, colonial and molecular
methods.

Materials and Methods

Soil samples were obtained 10 cm depth in aseptic
conditions from Edirne Sogutlik forest in October 03,
2015, to put sterile plastic bags and returned to
laboratory. Soil samples are weighed 10 gr and put petri
plates that tared. Petri plates were put to oven in 105°C
during 24 h and weighed again so, we obtained air-dry-
soil. After considering the moisture content, we
calculated amount of moistured soil that equaled to 25 gr
oven dried soil. The soil corresponding to 25 g of soil was
placed into erlenmeyer flask (500 ml capacity) and a 9 %
NaCl solution was added (10 dilution). This suspension
was agitated in the shaking machine for 25 minutes for
homogenization. After shaking, 10 ml of the soil particles
from the 102 suspension were taken to the bottom, and
90 ml of NaCl solution was added there for to obtain a
102 dilution. Then, 10 and 10°¢ dilution series were
prepared. 1 ml samples from all dilutions, starting from
101 dilution series to 10 dilution series, were
transferred to Petri dishes containing PDA (without any
antibiotic) medium was poured on them and the samples
incubated at 25°C for 5-7 days. PDA culture includes
carbohydrate and potato. These components support the
development of yeast and mould, while low pH

27

suppresses bacterial growth. Molds develop in this
medium by showing typical morphologies. Pure culture
was isolated from the growing fungal samples and the
isolates were transferred to the PDA medium (Marshall,
1992; Vanderzant and Splittstoesser, 1992; Waksman,
1922).

Morphological Identification of Fungi

Species obtained from PDA medium were
produced by three-point seeding on DG18 medium, from
which glycerol stock solutions of molds were prepared.
Czapek Yeast Extract Agar, Malt Extract Agar, 25 %
Glycerol Nitrate Agar, Neutral Creatine Sucrose Agar
and Yeast Extract Sucrose Agar media were prepared
for the morphological and colonial identification of
Penicillium species. Pitt (1979 and 2000), Samson et al.
(2010) and Houbraken et al. (2010 and 2011) are used
for identification of Penicillium species.

Molecular Identification of Fungi

Bio-Speedy™, Fungal DNA Isolation Kit is used
for isolation of fungi. As the PCR kit
( https://www.bioeksen.com.tr/fungal-dna-isolation-kit/),
Bio-Speedy™, Fungal DNA isolation Kit and Universal
ITS primers (White et. al., 1990) were used for this
purpose. In adition, to draw the phylogenetic tree, the
evolutionary history was inferred by using the Maximum
Likelihood method based on the Tamura-Nei model. The
tree with the highest log likelihood (-2044.9430) is
shown. Initial tree(s) for the heuristic search were
obtained automatically by applying Neighbor-Join and
BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances
estimated using the Maximum Composite Likelihood
(MCL) approach, and then selecting the topology with
superior log likelihood value. The tree is drawn to scale,
with branch lengths measured in the number of
substitutions per site. Evolutionary analyses were
conducted in MEGA?7.

Results

Eleven species of Penicillium genus have been
identified in soil samples taken from Sogutlik Forest of
Edirne City. These species are; P. chrysogenum, P.
citrinum, P. commune, P. manginii (current name:
Penicillium atrosanguineum), P. ubiquetum (New record
for Turkey), P. camemberti, P. sanguifluum, P.
janczewskii, P. canescens, P. steckii (current name:
Penicillium citrinum), P. hordei’ (Table 1 and Figure 2-
13). The obtained sequences were not submitted to the
genbank since the most similar ITS hit of the blast search
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was 100 % similar to the query nucleotide for all of the

isolates.

Table 1. Comparative list of fungi identified by molecular and morphological.

Nisan(2019)10(1)26-39

Isolate | Nucleotide | Morphological Matching Nucleotide
Code Acession | Characterization Organism Accession identity Cover
06 MK179257 Penicillium P. chrysogenum | KC009774.1 | 100% 100%
chrysogenum (585/585)
K31 MK179258 Penicillium P. citrinum KX674625.1 | 100% 100%
citrinum (565/565)
K19 MK179259 Penicillium P. commune KC009828.1 | 100% 100%
commune (584/584)
K9 MK179262 Penicillium P. manginii JN 617662.1 | 100% 100%
manginii (604/604)
05 MK179266 Penicillium P. ubiguetum NR121514.1 | 100% 100%
ubiquetum (612/612)
K15 MK179255 Penicillium P. camemberti KF285997.1 | 100% 100%
camemberti (557/557)
K24 MK179264 Penicillium P. sanguifluum JN 617681.1 | 100% 100%
sanguifluum (584/584)
K29 MK179261 *Penicillium P. murcianum NR138358.1 | 100% 100%
janczewskii P. janczewskii KP016839.1 | (599/599)
P. canescens HQ607858.1 | 100%
(599/599)
100%
(599/599)
G4 MK179256 *Penicillium P. janczewskii MH865548.1 | 100% 100%
canescens P. murcianum NR138358.1 | (599/599)
P. canescens HQ607858.1 | 100%
(599/599)
100%
(599/599)
K23 MK179265 | Penicillium steckii P. steckii KP942904.1 | 100% 100%
(592/592)
G5 MK179260 *Penicillium P. hordei (most | JN942853.1 | 100% 100%
hirsutum suitable molecular | AJ004817.1 | (549/549)
matching for ITS) 100%
P.hirsutum (547/549)
09 MK179263 *Penicillium P.sanguifluum KJ191428.1 | 100% 100%
roseopurpureum (according to (610/611)
phylogenetic tree) 100%
P.roseopurpureum | GU566236.1 | (610/611)

*Nucleotide blast search for the isolate resulted in the same query cover and maximum identity.
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K9
Penicillium manginii NR_111489
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Penicillium ubiquetum NR_121514
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Penicillium steckii NR_111488
— Penicillium citrinum NR_121224
K31
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Penicillium sanguifluum MH858377
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Penicillium camemberti HG793136
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Penicillium chrysogenum NR_077145
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Figure 1. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood Method.
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Figure 2. P. chrysogenum A. CYA medium, at 25°C, colonial morphology for seven days. B. CYA medium,
25°C, revers colonial morphology, C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D. G25N
medium, 25°C, colonial morphology for seven days, E. CSN medium, 25°C, colonial morphology for seven
days, F. Microscopic image of P. chrysogenum.

Identification of P. citrinum (Thom 1910) was performed according to the Pitt (2000), Houbraken et al. (2010, 2011).
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Figure 3. P. citrinum A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. CYA medium, 25°C,
revers colonial morphology. C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D. G25N medium,
25°C, colonial morphology for seven days, E. CSN medium, 25°C, colonial morphology for seven days. F.

Microscopic image of P. citrinum.

Identification of P. commune (Thom 1910) was made by Pitt (2000).
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Figure 4. P. commune A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. CYA medium, 25°C,
revers colonial morphology for seven days. C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D.
MEA medium, 25°C, revers colonial morphology for seven days. E. CSN medium, 25°C, colonial morphology
for seven days. F. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days.

Identification of P. manginii was made by Houbraken et al. (2011).
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Figure 5. P.manginii A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. MEA medium, 25°C,
revers colonial morphology for seven days. C. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D.
CSN medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. YES medium, 25°C, colonial morphology for seven
days. F. Microscopic image of P. manginii.

Identification of P. ubiqguetum was made by Houbraken et al. (2011).
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Figure 6. P. ubiquetum A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. CYA medium, 25°C,
revers colonial morphology for seven days. C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D.
MEA medium, 25°C, revers colonial morphology for seven days. E. G25N medium, 25°C, colonial
morphology for seven days. F. CSN medium, 25°C, colonial morphology for seven days.

Identification of P.camemberti was a_de by Houbraken et al. (2011) and Samson et al. (200). -
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Figure 7. P. camembertii A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. MEA medium, 25°C,
revers colonial morphology for seven days. C. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D.
CSN medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. YES medium, 25°C, revers colonial morphology
for seven days. F. Microscopic image of P. camembertii.
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Figure 8. P. sanguifluum A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. MEA medium, 25°C,
revers colonial morphology for seven days. C. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D.
CSN medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. YES medium, 25°C, revers colonial morphology
for seven days. F. Microscobic image of P. sanguifluum.

Identification of Penicillium janczewskii was made by Pitt (2000).

N ? c o

Figure 9. P. janczewskii. CYA medium, 25°C, clonial morphology for seven days. B. MEA medium, 25°C,
revers colonial morphology for seven days. C. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. D.
CSN medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. YES medium, 25°C, revers colonial morphology

for seven days. F. Microscopic image of P. janczewski.
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Identification of P. canescens was made by Pitt (2000).

: . € LAt .
Figure 10. Penicillium canescens A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B.
25°C, revers colonial morphology for seven days. C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for seven days.
D. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. CSN medium, 25°C, revers colonial
morphology for seven days. F. Microscobic image of P. canescens.

Identification of P. steckii wa a by Houbraken et al. (2010 and 2011).

Figure 11. Penicillium steckii A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. CYA medium,
25°C, revers colonial morphology for seven days. C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for seven days.
D. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. CSN medium, 25°C, revers colonial
morphology for seven days. F. Microscobic image of P. steckii.
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Identification of P. hordei was made by Pitt (2000).

e
= o

. : -~ i d
Figure 12. Penicillium hordei A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. CYA medium,
25°C, revers colonial morphology for seven days. C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for seven days.
D. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. CSN medium, 25°C, ters colonial morphology
for seven days. F. Microscobic image of P. hirsutum.

Identification of P. roseopurpureum was made by Houbraken et al. (2011).

Figure 13. Penicillium roseopurpureum A. CYA medium, 25°C, colonial morphology for seven days. B. CYA
medium, 25°C, revers colonial morphology for seven days. C. MEA medium, 25°C, colonial morphology for
seven days. D. G25N medium, 25°C, colonial morphology for seven days. E. CSN medium, 25°C, revers
colonial morphology for seven days. F. Microcobic image of P. roseopurpureum.
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Discussion

Soil is a complex environment containing various
microorganisms; the number and diversity of fungi in this
habitat varies depending to the environmental conditions.
Many research has been performed about soil fungi in the
world and in Turkey. For example, Kara and Asan (2007)
reported that the number of fungi in the soil profile is
continuously decreasing from top to bottom in all research
stations.

There are some the other fungal studies in the soil
of Thrace Region of Turkey such as Asan and Ekmekgi
(1994), Asan (1997a, 1997b) and Asan et al. (2010). Asan

and Ekmekgi (1994) obtained soil samples for study of
fungi from seven different habitats in Edirne City and one
of these habitats is the Edirne S6gutliik Forest. Thirteen
Penicillium species were found in mentioned habitat, but
only two of them (P. camembertii and P. canescens) were
also isolated in our study. There are 21 years between the
two studies and there are various reasons for the different
outcomes. First of all, the Meric river is overflowing every
2-3 years in the region where it is obtaining intense
alluvium from river (Tdrkmenoglu, 2012; and Zal, 2006)
(Figure 14 and 15).

Figure 14. Overflowing of Meri¢ and Tunca Rivers in March 14, 2006 (Photo by Ahmet Asan).

Another important case is the methodology used in
the two studies. Only morphological and colonial methods
were used in 1994, whereas molecular methods were
used in this study additively. Also there are intensive
human activities (backpacking, walking, etc.) in the area
studied. Therefore, it was thought that it would be useful
to study only one fungal genus (Penicillium) in the same
region and different results were seen.

ITS region is widely used for fungi and its universal
primers. However, for Penicillum and many other
Ascomycetes, ITS is not sufficiently to distinguish all
species for identication at species level [Visagie et al.,
2014]. Skouboe et al. (1999) indicated that the ITS1 and
ITS2 regions contains information can be used to support

36

taxonomical, ecological and physiological data of
Penicillium species of common food sources, but the level
of ITS region variability is low to the separation of closely
related species. Additional sequences data from other
fungal genes may provide sufficient character to establish
phylogenetic  relationships between Tervertisillate
Penicillium. Because of the ITS-related limitations in
Penicillium, a secondary gene region is usually required
to identifying isolates for species level. This gene region
should be useful for phylogenetic investigations. The
second identification marker for the genus Penicillium is
B-tubulin; however, there are also problems with this
region. Therefore, in addition to ITS, B tubulin is useful;
also ITS, B tubulin, Cam and RPB2 regions are
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recommended for the identification of new species
[Visagie et al. 2014].

R e

Ozdil et al. (2017) indicated that the phylogenetic
studies used protein-encoding genes and these genes
contained highly variable intron regions. The most
commonly used genes are elangation factor 1,
calmodulin, B tubulin, actin and histone genes. These
genes are more variable among species than the ITS
region and are therefore more useful in identification of
Penicillium species.

In our study, Penicillium chrysogenum, P. citrinum,
P. commune, P. manginii, P. camemberti, P. ubiquetum
and P. sanguifluum species were identified by ITS region
and the identification was also supported by
morphological colonial studies. The ITS gene sequences
of the G4, G5, K29 and 09 isolates were matching with
more than one species. However, the ITS sequence of
the G5 isolate showed the optimal matching with P. hordei
(Table 1) which the position in the phylogenetic tree
(drawn using their related type strains) also supports this
(Figure 1). Although the ITS sequence of O9 isolate
shows 100% matching with two different species (Table

Figure 15. ormal state of Meri¢ River in August 15, 2008 (Photo by Ahmet Asan).
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1), the phylogenetic tree (Figure 1) indicates P.
sanguifluum.

The ITS data set and phylogenetic tree results of
K29 and G4 isolates indicate Penicillium canescens, P.
murcianum and P. janczewski species within the same
query cover and identity. Morphological data have also
been used for identification of these isolates. In
conclusion, our study showed that, in addition to the ITS
region for the identification of Penicillium species, the
examinations of other alternative gene regions may be
useful for identification of these species.
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Abstract: The hypogeous Ascomycete species, Elaphomyces septatus Vittad. was
recorded for the first time from Turkey. Short description of the species was provided together
with its photographs related to its macro and micromorphology.

Key words: Biodiversity, Elaphomyces, hypogeous fungi, new record, Turkey

Tiirkiye igin Yeni Bir Elaphomyces Kaydi

Oz: Toprakalti Askomiset turli olan Elaphomyces septatus Vittad. Tirkiye'den ilk kez
kaydedilmistir. Tlre ait kisa betim, tiiriin makro ve mikromorfolojisine iliskin fotograflari ile birlikte
verilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, Elaphomyces, toprakaltt mantarlar, yeni kayit, Tirkiye

Introduction 2017; Uzun et al. 2017; Uzun and Acar, 2018;

Elaphomyces Nees is a macrofungus genus in the
family Elaphomycetaceae. Most members of the genus
are hypogeous, developing their sporocarps beneath the
soil, although some are emergent or epigeous. Species
of the genus are characterized by a globose to
subglobose or irregular hypogeous ascomata, fleshy to
leathery peridium, a single chamber gleba, a more or
less powdery spore mass, globose to subglobose 1-8
spored asci, subglobose to globose spores (Trappe,
1979; Castellano et al. 2012; Castellano and Stephens,
2017; Castellano et al., 2016; Castellano et al., 2018).

Elaphomyces species have a cosmopolitan
distribution, and occur in forest habitats ranging from
tropics to temperate and subarctic conifer forests. They
form ectomycorrhizal associations with roots of many
trees and shrubs (Castellano et al., 2018).

Although many members of Elaphomyces have
worldwide distribution (Castellano et al., 2018), only
three species, Elaphomyces granulatus Fr., E.
leucocarpus Vittad. and E. muricatus Fr., have so far
been reported from Turkey (Tirkoglu et al., 2015; Uzun
and Kaya, 2019). According to the current checklists
(Sesli and Denchev, 2014; Solak et al., 2015) and the
latest contributions (Kaya et al., 2016; Isik and Turkekul,
2017; Kasik et al., 2017; Keles and Orug, 2017; Turkekul

Sadullahoglu and Demirel, 2018; Sesli, 2018; Uzun et al.,
2018 a,b), Elaphomyces septatus Vittad. hasn’'t been
previously reported from Turkey.

The study aims to make a contribution to Turkish
mycobiota.

Materials and Methods

Elaphomyces samples were collected from
Beykoz (Polonezkdy) district of Istanbul province in
2018. Macro photos of the fruit bodies were taken in the
field and necessary morphological and ecological
characteristics were recorded. Then the collected
specimens were brought to the fungarium within paper
bags, for further investigations. Microscopic studies were
carried out on dried specimens through a Nikon Eclipse
Ci trinocular light microscope from the specimens
mounted in water and Melzer's reagent. The samples
were identified with the help of Vittadini (1831), Lange
(1956), Montecchi and Sarasini (2000), Vidal (2000),
Rubio et al. (2006), Paz et al. (2012) and Paz et al.
(2017). The specimens are kept at Karamanoglu
Mehmetbey University, Kamil Ozdag Science Faculty,
Department of Biology.

40


mailto:kayaabd@hotmail.com
https://orcid.org/0000-0002-4654-1406
mailto:kayaabd@hotmail.com

MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2019)10(1)40-43

Results

Elaphomyces septatus was presented with a brief
description, habitat, locality and voucher number. The
systematics of the species is given in accordance with
Kirk et al. (2008) and the Index Fungorum
(www.indexfungorum.org; accessed 15 December
2018).

Ascomycota Caval.-Sm.

Eurotiales G.W. Martin ex Benny & Kimbr.

Elaphomycetaceae Tul. ex Paol.

Elaphomyces Nees

Elaphomyces septatus Vittad.

Macroscopic and microscopic features:
Ascomata 18-35 mm in diameter, hypogeous, globose,
subglobose or pyriform, with several depressions,
without basal protuberance, blackish-brown. Cortex
hard, dark brown, 350-700 pm. Peridium thick, 1.5-2 mm,
dark brown, similar to cortex in structure. Gleba white
when young, cream with pinkish tones when mature.
Ascospores 22-35 um in diameter, spherical, gray,
grayish yellow or yellow, covered with rather fine delicate
spines of up to 33.5 ym in height.

Ecology: Elaphomyces septatus grows in
deciduous montane forests, under Quercus L., Fagus L.,
Carpinus L. (Vittadini,1831; Vidal, 2000).

a

st I3 o, '
Figure 1. Elaphomyces septatus: a. ascocarps, b-e. ascospores (
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Specimen  examined: istanbul,  Beykoz,
Polonezkdy Nature Park, Fagus, Quercus, Pinus L., and
Tilia L. mixed forest, around Fagus tree, under soil and
plant debris, 41°06'N-29°11'E, 200 m, 05.03.2018,
Yuzun 6279.

Discussions

Elaphomyces septatus was reported for the first
time from Turkey, and general characteristics of the
specimen are generally in agreement with those given in
literature. This species produces an ascoma similar to E.
maculatus Vittad., but differs with pale spore coloration
until the end of maturation and the absence of green
mycelium and base protrusion, the presence of nodules
in the capillitium, and the smaller spores. Elaphomyces
leucosporus Vitt. also presents pale spores, but differs
from E. septatus by its smaller size, greenish mycelial
layer around the ascoma, and the smaller spores of 18-
20 ym (Vidal, 2000).

The fruit body had a very slight soft odor but it was
not distinctly recognizable. Though Rubio et al. (2006)
mentions about a pleasant and slightly menthol odor, we
could not recognize it distinctly.

With the addition of E. septatus, current taxa
number of the genus Elaphomyces in Turkey increased
to four (Turkoglu et al., 2015; Uzun and Kaya, 2019).

r—

m ( in water, c-e in Melzer)

A
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Abstract: Inocybe sphagnophila Bandini & B. Oertel belonging to the nodulose-spored Inocybe
subsection Napipedinae (Agaricales, Inocybaceae) is described as a new record for the Turkish mycota.
Basidiomata were collected from Hackali Baba Plateau, Dizkdy, Trabzon. This species obviously is not
uncommon, but has hitherto probably been confused with another species of the same subsection, as
for instance Inocybe assimilata (Britzelm.) Sacc. Identification of the collection was made according to
the morphological findings and has been confirmed by the molecular analysis.

Key words: Basidiomycota, Fungal taxonomy, Trabzon, Turkey

Inocybe sphagnophila Bandini & B. Oertel (Agaricales, Inocybaceae):
Tiirkiye mikotasi igin yeni bir kayit

Oz: Inocybe cinsinin sporlari nodiillii olan alt seksiyonu Napipedinae (Agaricales, Inocybaceae)
grubuna ait Inocybe sphagnophila Bandini & B. Oertel Turkiye mikotasi icin yeni kayit olarak
tanimlanmistir. Bazidiyomalar Trabzon, Duzkdy Hagkali Baba yaylasindan toplanmigtir. Bu tlr ender
rastlanan bir tir olmamakla birlikte, muhtemelen simdiye kadar ayni alt seksiyonun tirleri ile, 6rnegin
Inocybe assimilata Britzelm. ile karistiriimis olabilir. Koleksiyonun teshisi morfolojik bulgulara goére
yapilmis ve molekdler analizlerle dogrulanmistir.

Anahtar kelimeler: Basidiomycota, Fungal taksonomi, Trabzon, Tirkiye

Introduction

Inocybe (Fr.) Fr., the ectomycorrhizal large genus
is represented with more than 2000 species worldwide
and more than 80 in Turkey (Kirk et al., 2008; Akata et al.,
2011; Keles et al., 2014; Sesli and Denchev, 2014; Dogan
and Kurt, 2016; Akata et al., 2018; Uzun and Acar, 2018).
They can be seen almost all year round, especially during
the autumn. Their basidiomata are similar to
tricholomatoid, collybioid and mycenoid agarics and may
be greyish, brownish, yellowish, whitish, greenish or
violaceous. The pileus is usually of medium size, rimose
to fibrillose or scaly and generally dry. The lamellae are
adnexed to broadly adnate; at first often whitish, then
greyish to brownish or slightly yellowish to olivaceous.
The stipe is generally either only near the apex or entirely
pruinose. The odor is mostly spermatic, and the taste is
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usually indistinct or faintly bitter. Basidiospores are either
smooth and (sub)amygdaloid, (sub)ellipsoid or (sub)ovoid
in form, or angular-nodulose - and yellowish to pale
brownish or grey-brownish in colour. Species of the
subgenera Mallocybe and Inosperma have thin-walled
cheilocystidia and no pleurocystidia, while species of the
subgenus Inocybe mostly have thick-walled cheilocystidia
and pleurocystidia (Knudsen and Vesterholt, 2008).

A revision of some Central European species of
Inocybe (Fr.: Fr.) Fr. subgenus Inocybe was conducted by
Bandini et al. (2018) with the description of five new
species. Other recent studies show, that the Inocybe
praetervisa group consists of several closely related
species (Esteve-Raventos et al., 2015; Esteve-Raventds
et al., 2016; Larsson et al., 2018). The aim of the present
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study is to contribute to the Turkish mycota by introducing
a new record.

Materials and Methods

Basidiomata were collected from Hackali Baba
Plateau in Picea orientalis L. dominated forest of the
Euro-Siberian Floristic Region of Turkey on 18.10.2015.
Floristic elements, morphological structures and
mycorrhizal relationships were noted in the field after
taking photos of the basidiomata. Free hand sections
from the pileus, lamellae and stipe were obtained under
stereo binocular microscope, mounted in concentrated
ammonia, subsequently stained with Congo red and later
examined under Zeiss A2 Axio Imager trinocular research
microscope equipped with an AxioCamERc5s camera.
Micro-slides of the pileipellis, cystidia, basidia and the
basidiospores were obtained and the measurements
were made by using the Axio Imager software
(Clémencon, 2009). Morphological findings have been
confirmed by the molecular analysis (ITS, GenBank code:
6874 MK431097) using standard methods.

The exsiccata are kept at a personal fungarium of
the Fatih Faculty of Education in the Trabzon University,
Trabzon, Turkey.

Taxonomy

Inocybe sphagnophila Bandini & B. Oertel,
Mycologia Bavarica 18: 20 (2017) [Figures 1-3]

Pileus 20-50 mm, conical to campanulate; grey-
brown, pale nut-brown, chestnut- or dark brown with a
reddish hue, also almost blackish brown at the center;
umbo very large, and pileus sometimes slightly
depressed around the center when old; typically striate
with darker fibers on lighter ground and therefore often
with intense colour-contrast; margin involute or straight
with whitish to greyish remnants of a cortina; somewhat
hygrophanous; surface rimose, innately fibrillose and
often verrucose at the center. Lamellae narrowly adnate
to emarginate or subdistant with decurrent tooth; mostly
irregular, moderately crowded (L = 35-45, | = 1-3); light
greyish-brown, beige or slightly reddish brown. Stipe 40-
70 x 5-10 mm, cylindrical, sometimes curved; generally
widening towards the base. Stipe base usually thickened
and covered typically with whitish mycelium; striate,
glabrous; beige to pale brownish, light brown with a
reddish hue; with whitish or reddish pruina towards apex.
Context whitish to pale brownish; smell either none or
subspermatical when cut. Basidiospores angular-
nodulose, sometimes (sub) isodiametric, with 8-11
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irregular prominent mostly rounded nodules; 6.5-8.0 (9.7)
x 4-5.5 (7) ym, on average 7.6 x 5.2 ym (n = 50). Basidia
clavate, 27.6-34.9 x 9-10.9 um, generally 4- spored,
sometimes 2-spored. Paracystidia thin-walled, hyaline,
clavate, subglobose or subcylindrical. Pleurocystidia
(sub)fusiform, (sub)clavate, (sub)utriform or
(sub)cylindrical with or without crystals, 50.9-70.4 x 15-
18.6 um. Cheilocystidia similar to pleurocystidia.
Pileipellis consists of an epicutis made up of 4.5-10.8 ym
wide parallel hyphae with encrusting, parietal brownish
pigment. Caulocystidia only at the extreme apex of a
stipe, sublageniform or subfusiform, in combination with
many long and narrow, sometimes subcapitate and forked
elements, 25-136 x 9.3-13.6 um. Clamp-connections
present at all tissues. Morphological findings are
accordance with the ITS sequence (code: 6874
MK431097) submitted to the GenBank.

Specimen examined

Turkey, Trabzon, Duzkdy, Hagkali Baba Plateau
on, 40°49'30.76" N, 39°26'42.78" E, 1924 m alt., under
Picea orientalis, 18.10.2015, Sesli 3571.

Discussion

Inocybe sphagnophila is described by Bandini et
al. (2017) from Germany under Picea abies Degen and
Alnus glutinosa (L.) Gaertn. with Sphagnum. The Turkish
collection was under Picea orientalis among mosses.
Bandini et al. (2017) state that I. sphagnophila is not a
rare species and up to now also recorded from Austria,
France, Italy, and the USA. While the measurements
given in Bandini et al. (2017) are 10-40 mm (pileus) and
20-60 x 3-5 mm (stipe), the pileus of the Turkish collection
is slightly larger (20-50 mm) and the stipe is 40-70 x 5-10
mm. The spores of the holotype collection from Germany
are on av. < 8 ym long, and the pleurocystidia are on av.
< 55 um long. The spores of the Turkish collection are of
nearly the same size, on average 7.6 x 5.2 ym, while the
pleuocystidia are slightly larger 50.9-70.4 x 15-18.6 ym.
The basidia of the new record is 27.6-34.9 x 9-10.9 um,
while the measurements of the German collections are 9-
31 x 8-12 ym. The differences between Turkish and
German collections are thus rather negligible, and we
think that they may be caused by different environmental
conditions. However, colour and context of the pilei match
those of the German collections and one crucial
characteristic, the undate, often subcapitate and forked
caulocystidia are to be observed in the Turkish collection
as well.


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=107664-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DAlnus%2Bglutinosa%2B%26output_format%3Dnormal
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Figure 1. Inocybe sphagnophila: a, b and c. basidiomata (scale brs: 20 mm).

Figure 2. Inocybe sphagnophila: a. cross-sections through the lamella, b and d. pleurocystidia,
c. pileipellis (scale bars: a= 100 ym, b and d= 10 ym, c= 20 ym).
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On the whole thus both the macroscopical aspect as the
microscopical details fit thus very well with the original
description of I. sphagnophila. Furthermore, a genetical
analysis (ITS= GenBank code: 6874 MK431097) shows
molecular identity of the Turkish collection with the type
collection. I. sphagnophila can mainly be distinguished
from other species of the subsection Napipedinae such
as |. assimilata (Britzelm.) Sacc., |. napipes J.E. Lange,
or |. acuta Boud. by the combination of the often
conspicuous whitish cortina, shape and/or size of spores
and hymenial cystidia.
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Corum ili'nden Toplanan Agaricaceae Familyasina Ait Bazi
Mantarlarda Agir Metal Birikiminin Belirlenmesi
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Oz: Mantarlar canlilar alemi igerisinde hem tiir sayisi bakimindan hem de besin
degerleri agisindan dnemli bir yere sahiptir. Besin dederlerinin yani sira mantarlarin insan
saghgi icin de 6nemi buylktir. Ancak mantarlarin akiimulatif 6zelliklerinden dolayi toprakta
ve havadaki agir metal iyonlarini binyelerine toplayarak insan sagligi i¢in zararli olabiliyorlar.
Ayrica mantarlar bu 6zellikleri sayesinde iyi bir cevre monitéridiirler. Bu galismada Corum |l
sinirlari icerisinde toplanan bazi agarikoit mantar drneklerinin agir metal (Al, As, Cd, Co, Cu,
Cr, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Se ve Zn) iyon icerikleri ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry) spektrometresi kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada Corum il
sinirlari icerisinde farkli cografik bolgelerde yetisen Agaricaceae familyasina ait mantar
orneklerindeki agir metal element seviyelerinin belirlenmesi amacglanmistir. Sonug olarak
yapilan ¢alismada kullanilan mantar drnekleri icin minimum ve maksimum agir metal iyon
konsantrasyonlari tespit edilmistir. incelenen mantarlarin hepsinde arsenik ve nikel haric, tiim
mineraller tespit edilmigtir. Aragtirmada mantarlarin iceriklerindeki agir metaller bakimindan
en yiksek iyonlar Al, Fe ve Mg olarak, en disuk iyonlar ise Co, Pb ve Se olarak tespit
edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Yenen mantarlar, Agir metaller, ICP-OES, Corum

Determination of Heavy Metal Accumulation in Some Mushrooms
of Agaricaceae Family Collected from Corum Province

Abstract: Fungi have an important place in The World of Living in terms of both
numbers of species and nutritional values. Besides nutritional values, fungi are important for
human health. However, due to the accumulative properties of fungi, they can collect heavy
metal ions harmful to human health in the soil and air. In addition, fungi thanks to these
features are a good environmental monitor. In this study, It was determined using ICP-OES
(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) spectrometry that the heavy
metal (Al, As, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Se, and Zn) ion contents of some agaricoit
mushroom samples, which were collected within the borders of Corum province. In this study,
it was aimed to determine the heavy metal element levels in the fungus samples belonging to
the Agaricaceae family growing in different geographically regions within the boundaries of
Corum. In conclusion, minimum and maximum heavy metal ion concentrations were
determined for the mushroom samples used in the study. In all mushrooms examined, all
minerals except arsenic and nickel were determined. In the study, the highest ions in terms
of heavy metals in the contents of fungi were Al, Fe and Mg, while the lowest ions were Co,
Pb and Se.

Key words: Edible mushrooms, Heavy metals, ICP-OES, Corum
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Giris

Mantarlar dodadan direk olarak besin degerleri
agisindan toplanip tuketilmektedir. Ylksek protein ve
vitamin icerikleri nedeni ile son yillarda dogadaki
mantarlarin yani sira kiltir mantarlarinin da tiketimi
dnem kazanmaktadir. Ulkemiz sahip oldugu zengin
biyogesitlilik ile gerek besinsel agidan gerekse tibbi
acidan birgok makromantar tUrind binyesinde
barindirmaktadir (Sevindik ve ark., 2016).

Calisma alani olan Gorum ili, Tirkiye'nin kuzey
kesiminde Orta Karadeniz béliimiinde yer almaktadir. i¢
Anadolu’nun karasal iklimi ile Karadeniz boélgesinin bol
yagisli iklimi arasinda gegis bdlgesinde yer aldigi icin il
yagish ve karasal bir iklim 6zelligi gostermektedir. Bu
nedenle o6zellikle bahar aylarinda nem ve sicaklik
mantarlarin gelismesi icin ideal seviyelerde olmaktadir.
Bu uygun kosullarin neticesinde ilin ormanlik
alanlarinda yo6re halkinin toplayip besin veya ticari
olarak kullanabildigi mantar tdrlerini bolca bulmak
mumkuanddir.

Mantarlar da diger canlilar gibi metal iyonlarini
kendileri Uretemez. Dogada baslica yenilebilir mantar
turlerinin agirhikli olarak kadmiyum, civa ve kursun basta
olmak Uzere yuksek oranlarda agir metalleri akiimile
ettikleri  bilinmektedir (Kalac ve Svaboda, 2000).
Mantarlar yetistikleri ortamlardaki besin maddelerini ve
metal iyonlarini absorbsiyon o&zellikleri vasitasiyla
dogrudan veya dolayl yolla hlicre igerisine alirlar ve
yiksek konsantrasyonlarda depo edebilirler. Bu
nedenle 6zellikle insan saghdi i¢in zararh etkiye sahip
metal iyonlarinin dogrudan besin olarak alinan
mantarlarda olup olmadigini tespit etmek énemlidir. Bu
sayede calisma alaninda agir metal kirliginin olup
olmadigi tespit edilebilmektedir.

Canli organizmalar, demir, kobalt, bakir,
manganez, krom ve ¢inkoyu da igine alan eser miktarda
bazi agir metallere gereksinim duyarlar. Bununla
birlikte, bu metallerin asiri  seviyeleri, canl
organizmalara zarar verebilir. Kadmiyum ve kursun gibi
diger agir metallerin organizmalar (zerinde bilinen
yararh bir etkisi yoktur (Sarikirkgl ve ark., 2011; Falusi
ve Olanipekun, 2007;0uzouni ve ark., 2009).

Dogal mantarlarin agir metal igerikleri konusunda
Ulkemizde ve diinyada ¢ok sayida galismalar yapilimistir
(Sesli ve Tuzen, 1999; Demirbas, 2001; Isildak ve ark.,
2004; Turkekul ve ark., 2004; Dogan ve ark., 2006;
Yamag ve ark., 2007; Chen ve ark., 2009; Genccelep ve
ark., 2009; Kaya ve Bag, 2010; Radulescu ve ark., 2010;
Uzun ve ark., 2011; Akgul ve ark., 2016; Karapinar ve
ark., 2017). Bu konuda daha Onceki yapilan
¢alismalarda 6zellikle, otoyollar, metal eritme yerleri
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veya madencilik alanlari yakininda toplanan mantarlarin
bazi elementlerin nispeten diger bdlgelere oranla daha
yuksek seviyelerine sahip (Sen, 2012) olduklarini
gOstermisgtir.

Bu calisma ile Corum il'inden farkli lokalitelerden
tespit edilen Agaricaceae familyasina ait tirlerin agir
metal iyon iceriklerinin tespiti, tlkemizde daha o6nce
yapilmis benzer c¢alismalarla karsilastiriimasi ve

cevresel kirlenmelerin biyoindikatorleri olarak
mantarlarin  degerlendiriime olasihgini  belirlemek
amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Mantar ©6rnekleri 2011-2012 yillari arasinda

yapilan arazi ¢alismalari sirasinda Corum ilinden farkli
lokalitelerden  toplanmistir  (Tablo 1). Ornekler
toplanirken énce sirasiyla fotograflari ¢ekilmistir. Daha
sonra uygun bir alet yardimi ile subsrattan veya
topraktan morfolojik  yapisina zarar vermeden
cikariimistir. Ayni zamanda toplanan &rnegin 6zel
morfolojik bilgileri, habitat, rakim ve baki, GPS
koordinatlari ve c¢ekilen fotograf numaralari not
edilmistir. Bu bilgilerin oldugu kiiglik bir not ile birlikte
¢lkarilan mantar 6rnegi uygun buydklikteki kese
kagitlarina sarilmis ve zarar vermeden fungaryum
laboratuvarina getirilmistir. Mantar ornekleri
bozulmadan kurutma dolaplarinda 40-45°C sicaklkta
nemi kaybettirilerek kurutulmustur. Kuruyan o6rnekler
mikroskop (DM 1000 goérintileme sistemi) altinda
incelenirken uygun literatir yardimi ile tegshisleri
yapilmigtir (Breitenbach & Kranzlin, 1991, 1995;
Buczacki, 1992; Jordan, 1995; Pegler et al.,, 1995;).
Tablo 1’de sirasiyla galismada kullanilan mantarlara
verilen kod, mantarin latince ismi, GPS koordinatlari,
habitatlari ve toplandigi ilge verilmigtir.

Kuruyan ve teshisleri yapilan mantar érneklerinde
agir metal tayini icin mantarlarin kurutulmus érnekleri
ultra saf su ile yikandi, 10 saat 80° C'de kurutuldu ve toz
haline getirildi. Mikrodalganin teflon hicreleri icerisine
1’er gr toz numune alinarak tzerine 18 mL HNOs ve 2
mL H20: ilave edilmistir ve gaz c¢ikisinin tamamen
bitmesi icin ¢eker ocak icerisinde 5 dk bekletildikten
sonra teflon hiicreler kapatilarak, 1800 watt 200° C'de
15 dk mikrodalgada ¢6zimlestirme islemi gergekles-
tirilmistir. Teflon hiicreler sodutulduktan sonra toplam
hacim 25 ml'ye saf su ilave tamamlanmistir. Mantar
Ornekleri icin  minimum ve maksimum agir metal
iceriklerinin belirlenmesi ICP-OES’de 6l¢cimler alinarak
gerceklestirildi. Bu élgimler sayesinde toplamda 13 agdir
metal iyonunun (Al, As, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb,
Se, Zn, Cd) mantarlardaki miktarlari tespit edilmigtir.
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Tablo 1: Mantar isimleri ve lokaliteleri

M1 Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc.

M2 Agaricus campestris L.

<

Agaricus campestris L.

<

Coprinus comatus (O.F. Mdll.) Pers.
Cystoderma amianthinum (Scop.) Fayod

Cystoderma amianthinum (Scop.) Fayod

<

Cystoderma carcharias (Pers.) Fayod
Cystodermella granulosa (Batsch) Harmaja
Lycoperdon molle Pers.

M10 Macrolepiota permixta (Barla) Pacioni

Bulgular

Bu calismada kullanilan mantarlarda tespit edilen
ortalama agir metal konsantrasyonlari mg/kg* (mantarin
kuru agirigi hesaba katilarak) olarak Tablo 2'de

Tablo 2: Mantarlarin Metal Icerikleri

40°47'02 Kuzey
034°16'03 Dogu
40°45'04 Kuzey
034°16'01 Dogu
40°47'02 Kuzey
034°16'03 Dogu
41°13'05 Kuzey
034°37'38 Dogu
41°14'36 Kuzey
034°28'21 Dogu
40°23'13 Kuzey
034°27'47 Dogu
40°23'13 Kuzey
034°27'47 Dogu
40°17'14 Kuzey
035°13'06 Dogu
41°13'43 Kuzey
034°30'09 Dogu
41°14'49 Kuzey
034°41'21 Dogu
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Cam, Koknar karisik
orman

Cam, Koknar karigik
orman

Cam, Koknar karisik
orman

Cam, Koknar, Kayin
karisik orman

Cam ormani

Cam ormani
Cam ormani

Cam, Mese karisik
orman

Cam, Kayin karisik
orman

Cam, Koknar, Kayin
karisik orman

Iskilip
Bayat
Iskilip
Kargi
Kargi
Ugurludag
Ugurludag
Ortakdy
Kargi

Kargi

verilmigtir. Mantarlardaki agir metal konsantrasyonunun
miktari mantarin tird, érneklerini toplanma alani, mantar
miselinin veya mantarin olgunlugu ve érnegin kirlenmis
alanlara olan mesafesi ile iligkilidir (Kalac ve ark., 1991).

Mantar Agir Metaller(mg/kg)

Kodlari Al As Co Cr Cu Fe Mg Mn Ni Pb Zn
M1 246,9 n.d. 0,188 | 0,861 | 9,049 | 244,2 | 1432 | 22,87 | n.d. | 0,288 | 0,405 51,39
M2 348,3 | 4,109 | 0,453 1,79 46,14 | 3749 | 1783 | 3554 | n.d. | 1,671 | 2,368 221,7
M3 3564 0,83 2,294 | 16,55 | 51,19 | 4340 2124 | 176,7 | 2,77 | 1,588 | 1,296 88,69
M4 334,9 | 0,442 | 0,334 2,0 39,12 | 377,1 | 2107 | 28,83 | nd. | 0,674 | 1,865 152,2
M5 2140 | 4,012 | 3,296 | 31,41 | 97,43 | 5044 | 5534 | 139,5 | 18,2 | 2,611 | 0,699 139,0
M6 145,1 n.d. 0,219 | 1,205 | 33,17 | 173,1 | 633,7 | 43,68 | n.d. | 0,746 | 1,161 45,66
M7 536 n.d. 0,852 | 1,327 | 23,41 536 1031 | 17,62 | nd. | 0,754 | 1,352 55,32
M8 3153 n.d. 0,356 | 1,479 | 19,08 | 369,3 | 912,7 | 17,71 | n.d. | 0,841 | 1,035 | 45,57
M9 568,9 n.d. 0,337 | 3,124 | 16,85 | 611,8 | 1179 | 48,02 | n.d. | 1,657 | 1,56 65,65
M10 1654 | 0,803 | 1,575 | 10,15 | 73,65 | 1599 | 2363 | 53,89 | n.d. 2,52 | 1,255 | 201,9

n.d.: tespit edilememis

Calismamizda kullanilan mantarlardaki metal Se (0,405-2,368 mg/kg), Zn (45,57-221,7 mg/kg) olarak

konsantrasyonu sirasiyla Al (145,1-3564 mg/kg), As
(0,803-4,109 mg/kg), Co (0,188-3,296 mg/kg), Cr (0,861-
31,41 mg/kg), Cu (9,049-97,43 mg/kg), Fe (173,1-1599
mg/kg), Mg (912,7-5534 mg/kg), Mn (17,62-176,7
mg/kg), Ni (2,77-18,2 mg/kg), Pb (0,288-2,611 mg/kg),

tespit edilmistir.

Ayrica tium mantar numunelerinde kadminyum
metal 6lcimi gergeklestirilmistir, ancak hi¢cbir numunede
Cd tespit edilmemistir.
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Bu calismada kullanilan yenilebilir mantarlar
arasinda en dUsuk ve en yuksek Al iyon konsantrasyonu
Cystoderma amianthinum (Ugurludag) 145,1 mg/kg ve
Agaricus campestris (Iskilip) 3564 mg/kg olarak tespit
edilmistir  (Sekil 1). Benzer sekilde As iyon
konsantrasyonu igin en disuk Macrolepiota permixta
(Kargi) 0,803 mg/kg, en yiksek Agaricus campestris
(Bayat) 4,109 mg/kg tespit edilmistir(Sekil 2).

Co, Cr, Cu iyonlarinin konsantrasyonu agisindan
bakilirsa en disik Agaricus bitorquis (iskilip) 0,188
mg/kg -0,861 mg/kg — 9,049 mg/kg ve Cystoderma
amianthinum (Kargi) 3,296 mg/kg -31,41 mg/kg -97,43
mg/kg tirlerinde sirasiyla bulunmustur (Sekil 3, 4, 5).
Benzer ¢aligmalara bakildiginda 6rneklerde bu iyonlar
icin tespit edilen araliklar benzerlik gostermektedir
(Sarikurkgt ve ark., 2011; Sevindik ve ark., 2015).

Mantar tdrlerinin Fe konsantrasyonu ise 173,1 ile
5044 mg/kg arasinda degismektedir (Sekil 6). Fe
konsantrasyonu en dusik Cystoderma amianthinum
(Ugurludag), en ylksek ise Cystoderma amianthinum

(Kargi) ilgelerinden toplanan mantar 6rneklerinden
hesaplanmigtir.  Benzer c¢alismalarda ise Fe
konsantrasyonu degerleri 4,15 - 51,42 mg/kg

(Sarikurkgu ve ark., 2011), 211 — 628 mg/kg (Mendil ve
ark., 2005), 319,2 — 379,1 mg/kg (Sevindik ve ark.,
2015), 102 — 1580 mg/kg (Soylak ve ark., 2005) olarak
hesaplanmistir.

En distk Mg iyon konstrasyonu Cystodermella
granulosa (Ortakéy) 912,7 mg/kg, en yiksek
konsantrasyon ise Cystoderma amianthinum (Kargi)
5534 mg/kg olarak bulunmustur (Sekil 7).

Mantarlar arasinda en disuk ve en yiksek Mn
iyon konsantrasyonu sirasiyla Cystoderma carcharias

Al iyon konsantrasyonu

4000
3000
2000
1000

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10
Al iyon konsantrasyonu

Sekil 1. Mantarlardaki Al iyon konsantrasyonu: A. bitorquis M1,
A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.
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(Ugurludag) 17,62 mgl/kg, Agaricus campestris (iskilip)

176,7 mg/kg tirlerinde hesaplanmistir (Sekil 8).
Ulkemizde ve diinyada yapilan benzer galismalarda ise
Mn iyon konsantrasyonlari 12,9-93,3 mg/kg (Kalac ve
Svaboda, 2000), 5,5-135 mg/kg (Gencgcelep ve ark.,
2009), 18,1-103 mg/kg (Mendil ve ark., 2005)
araliklarinda bulunmustur.

Yapilan c¢alismada Ni iyon konsantrasyonu
bakimindan pek c¢ok oOrnekte bu metalin varligina
rastlanmamistir. Sadece iki ornekte tespit edilmigtir.
Bunlar Agaricus campestris (iskilip) 2,77 mg/kg ve
Cystoderma amianthinum (Kargi) 18,2 mg/kg turleridir
(Sekil 9).

Pb konsantrasyonu minimum ve maksimum 0,288
— 2,611 mg/kg araliklarinda hesaplanmistir. En disuk ve
en yuksek Pb oranlari sirasiyla Agaricus bitorquis
(Iskilip) ve Cystoderma amianthinum (Kargi) tirlerinde
tespit edilmistir (Sekil 10).

En dusik Agaricus bitorquis (iskilip) 0,405 mg/kg,
en yiksek Agaricus campestris (Bayat) 2,368 mg/kg
turlerinde Se iyon konsantrasyonu tespit edilmistir (Sekil
11).

Mantar tdrlerinin  Zn  konsantrasyonu ise
Cystodermella granulosa (Ortakdy) 45,57 mg/kg en
dislk, Agaricus campestris (Bayat) 221,7 mg/kg en
yiksek miktar olarak hesaplanmistir (Sekil 12). Benzer
sekilde mantarlardaki agir metaller icin yapilan
g¢alismalarda Zn iyon konsantrasyonu igin en disuk ve
en ylksek degerler sirasiyla 51,5-118 mg/kg (Mendil ve
ark., 2005), 43,3-90,2 mg/kg (Sevindik ve ark., 2015),
45,9-134,9 mg/kg (Sevindik ve ark., 2016) olarak tespit
edilmistir.

As iyon konsantrasyonu

O B N W B~ U

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MIO0

As iyon konsantrasyonu

Sekil 2. Mantarlardaki As iyon konsantrasyonu: A. bitorquis M1,
A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Nisan(2019)10(1)48-55

Co iyon konsantrasyonu Fe iyon konsantrasyonu
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2
1 I 2000
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M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
m Co iyon konsantrasyonu B Fe iyon konsantrasyonu
Sekil 3. Mantarlardaki Co iyon konsantrasyonu: A. bitorquis Sekil 6. Mantarlardaki Fe iyon konsantrasyonu: A. bitorquis M1,
M1, A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C. A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C. amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10. granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.
Cr iyon konsantrasyonu Mg iyon konsantrasyonu
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Sekil 4. Mantarlardaki Criyon konsantrasyonu: A. bitorquis M1, Sekil 7. Mantarlardaki Mg iyon konsantrasyonu: A. bitorquis
A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C. M1, A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C. amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10. granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.
Cu iyon konsantrasyonu Mn iyon konsantrasyonu
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Sekil 5. Mantarlardaki Cu iyon konsantrasyonu: A. bitorquis
M1, A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.

Sekil 8. Mantarlardaki Mn iyon konsantrasyonu: A. bitorquis
M1, A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.
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Ni iyon konsantrasyonu

20
15

10

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10
Ni iyon konsantrasyonu
Sekil 9. Mantarlardaki Ni iyon konsantrasyonu: A. bitorquis M1,
A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.

amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.

Pb iyon konsantrasyonu

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
Pb iyon konsantrasyonu
Sekil 10. Mantarlardaki Pb iyon konsantrasyonu: A. bitorquis
M1, A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.

amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.

Se iyon konsantrasyonu
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Sekil 11. Mantarlardaki Se iyon konsantrasyonu: A. bitorquis
M1, A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.
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Zn iyon konsantrasyonu
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Sekil 12. Mantarlardaki Se iyon konsantrasyonu: A. bitorquis
M1, A. campestris M2, A. campestris M3, C. comatus M4, C.
amianthinum M5, C. amianthinum M6, C. carcharias M7, C.
granulosa M8, L. molle M9, M. permixta M10.

Bunlarin disinda galisma alaninda toplanan tim
mantar Orneklerinde vyapilan oélgimlerde As ve Ni
iyonlarinin bazi turlerde ¢ok az bulunmasinin yani sira
mantar Orneklerinde ayrica Cd iyon arastirmasi da
yapilmistir. Ancak o6rneklerin hi¢ birinde Cd iyon
konsantrasyonuna rastlanmamigtir.

Arsenik ve nikel haricinde, incelenen mantarlarda
tim mineraller tespit edilmistir. Agaricus campestris
(Bayat-iskilip), Coprinus comatus (Kargi), Cystoderma
amianthinum (Kargi), Macrolepiota permixta (Kargi)'de
arsenik saptanmistir. Cystoderma amianthinum tiriinde
Kargl bdlgesinde arsenik gézlemlenirken Ugurludag
bolgesinde arsenik tespit edilememistir. Agaricus
campestris tiriinde Bayat bolgesinde arsenik miktari 4.1
mg/kg olarak tespit edilirken Iskilp bélgesinde ayni tiirde
0.8 mg/kg olarak tespit edilmistir. Agaricus campestris
(iskilip) ve Cystoderma amianthinum (Kargi) ‘da nikel
tespit edilmigtir. Belirtlen mantar tarleri ve bodlgeleri
disinda c¢aligilan diger tirlerde arsenik ve nikel
goéralmemisgtir. Calisilan mantarlarin higbirinde
kadminyum saptanamamistir. Cystoderma amianthinum
turinde Kargl bolgesindeki demir miktari ayni tdrin
Ugurludag bolgesinden toplanan mantarlarin yaklasik 30
kat daha fazladir.

A. campestris tiiriiniin Bayat ve iskilip drneklerinin
iyon konsantrasyonuna bakilacak olursa Al, Fe, Mg ve
Cu metal yogunluklari oldukga farklilik géstermektedir.
Ozellikle iskilip ilgesinden toplanan érnekte bu agir metal
iyonlarinin konsantrasyonu oldukga yiksek ¢ikmaktadir.
Diger iyonlar icin ¢ok fazla gbze carpan bir farklilik
belirlenememistir (Sekil 13-14).

Benzer sekilde C. amianthinum Kargi ve
Ugurludag o6rneklerinin iyonlarina bakilacak olursa Al,
Fe, Mg ve Cu metal konsantrasyonlari oldukga farklilik
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gostermektedir. Ozellikle Kargi ilgesinden toplanan
ornekte bu agir metal iyonlarinin konsantrasyonu
oldukga yiksek ¢gikmaktadir. Diger iyonlar igin ¢ok fazla
g6ze ¢arpan bir farkhlik belilenememistir (Sekil 15-16).

Ayni tir mantarlardan farkli lokalitelerden
toplanan o6rnekler karsilastirildigi zaman her bir agir
metal iyonu igin bariz bir farklilik grafiklerde de
gOrulmektedir. Bunun sebebi elbette ki mantarlarin
yetistigi ortamlardaki agir metal iyon
konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu sonugclar
bize gbstermistir ki mantarlar yetistigi ortamdaki iyonlari
biinyesine alma konusunda ¢ok iyi birer akimdulator ve
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Sekil 13. A. campestris Bayat ve Iskilip &rneklerinin iyon
konsantrasyonu karsilastiriimasi

6000
5000
4000
3000
2000
1000

0

Al Fe Mg Mn Zn

=@==M5 (Kargl) ==@=M6 (Ugurludag)

Sekil 15. C. amianthinum Kargi ve Ugurludag 6érneklerinin iyon
konsantrasyonu karsilastiriimasi
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Pleurotus ostreatus alfa- ve beta- glukan polisakkaritlerinin
izolasyonu ve biyouyumluluklarinin yuzey kaplamasi sonrasinda
incelenmesi
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Oz: Glukanlar mantarlarin hiicre duvarinda bulunan O-glikozidik baglar ile baglanmis glikoz
monomerlerinin olusturdugu polisakkaritlerdir. Glukanlarin birgok tibbi uygulamalarinin yani sira en
6ne cikan Ozelliklerinden biri ise beta-1,3 ve -1,6 glikozidik baglariyla birlesmis glikoz zincirinin
olusturdugu beta-glukanlarin bagisiklik sistemi Gizerindeki uyarici etkisidir. Bu galismada Pleurotus
ostreatus 'tan (istiridye mantari) sicak su ve sicak kostik ¢ozelti ile ekstraksiyonu sonrasinda alfa-
ve beta-glukan izolasyonu gerceklestirilerek elde edilen polisakkaritlerin hiicre canliigi ve
cogalmasi Uzerindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Toplam glukan miktarlari fenol-sulfurik
asit metoduyla ve alfa/beta-glukan safliklari enzimatik yontemle analiz edilmistir. Kultir kaplari
glukanla kaplandiktan sonra toksisite ve hiicre gojalma analizleriyle mezenkimal kék hicreler
tizerindeki etkileri incelenmistir. islemler sonucunda %97.87 +1.45 saflikta alfa-glukan ve %97.79
+0.28 saflikta beta-glukan P. ostreatus 'tan elde edilmistir. Hlcre tutunma analizinde alfa-
glukanlarin tutunmayi destekledigi (%88.10-95.75) gdzlemlenmisken beta-glukan kapli yuzeylerde
tutunma oraninin %61.26 £8.04 degderine dustigu belirlenmigtir. Alfa-glukan kapl yuzey Gzerindeki
hicreler beta-glukan kapli yuzey uzerindeki hicrelere goére 1.44 kat, kapli olmayan ylzey
Uzerindeki hucrelere goére 1.56 kat daha hizli ¢ogalmislardir. Sonug¢ olarak sicak su/kostik
islemleriyle elde edilen alfa- ve beta-glukanlarin hiicreler tzerinde toksik etkisinin olmadigi ve her
iki glukanin biyouyumlu bir malzeme oldugu in vitro testlerle gdsterilmistir. Ancak beta-glukan kapli
yuzeylerde hiicre tutunmasi disik oldugu gbézlemlenmistir. Alfa-glukanin hiicre tutunmasini ve
¢ogalmasini destekledigi gorulmistir. Bu o6zellikleri ile hicre kultiri ve doku muhendisligi
calismalarinda alfa-glukanin potansiyel uygulama alanlarinin olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Biyomalzeme, Mantar, Polisakkarit, Glukan, Ylizey Kaplama
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Isolation of polysaccharides alpha- and beta-glucans of Pleurotus
ostreatus and evaluation of their biocompatibility after surface coating

Abstract: Glucans, which are polysaccharides in the fungal cell wall, are formed by glucose
monomers linked by O-glycosidic bonds. Besides of their medical applications, one of the most
promising features of glucans is the stimulatory effect on the immune system of beta-glucans, in
which glucose units are linked by beta-1,3 and -1,6 glycosidic bonds. In this study, it was aimed to
investigate the effect of alpha- and beta-glucans on the cell viability and proliferation, which were
derived from Pleurotus ostreatus by hot water/caustic extraction. Total glucan was quantified by
the phenol-sulphuric acid method, and alpha/beta-glucan purity was determined by the enzymatic
method. After coating the surface of culture flask with the glucans, their effects on mesenchymal
stem cells were examined by toxicity and cell proliferation assays. Alpha- and beta-glucans from
P. ostreatus were obtained with a purity of 97.87% +1.45 and 97.79% =0.28, respectively. In cell
adhesion analysis, alpha-glucans were found to support the attachment (88.10-95.75%), while the
adhesion ratio on beta-glucan-coated surfaces decreased to 61.26% +8.04. The cells on alpha-
glucan-coated surfaces were proliferated 1.44 times faster than those on beta-glucan, and 1.56
times faster than those on the uncoated surface. As a result, alpha- and beta-glucan, obtained by
hot water/caustic extraction processes, have been shown to have no toxic effects on the cells, and
both glucans were demonstrated to be biocompatible biomaterials by in vitro tests. However, the
cell adhesion on beta-glucan coated surfaces was observed to be low. Alpha-glucan was shown to
promote both cell adhesion and proliferation. Therefore, alpha-glucan may have potential
applications in cell culture and tissue engineering studies.

Key words: Biomaterials, Fungi, Polysaccharides, Glucan, Surface Coating

Giris

Pleurotus cinsi mantarlarin 200'den fazla turd
Index Fungorum'da tanimlanmis olup bitkisel artik ve
¢curimuis aga¢ goévdelerinde yetismektedir (Correa ve
ark. 2016). Bu tirler arasinda en ¢ok bilineni ve insanlar
tarafindan en yaygin kiltiri yapilani istiridye mantari
olarak da bilinen Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.
(phylum Basidiomycota) olup ¢cok eski zamanlardan beri
bu tirGn tibbi 6zelliklerinden faydalaniimaktadir (Piska
ve ark., 2017; Dogan ve ark., 2014). P. ostreatus ile ilgili
hiicre kiltlrd ve canli hayvan galismalari sonucunda bu
mantarin kanser Onlemeden, kolesterol distirmeye
kadar birgok hastaidin  tedavisine etkin  rol
oynayabilecedi gosteriimis ve bu medikal etkilerinde
glukanlarin énemli bir rol oynayabilecedi bildirilmistir
(Deepalakshmi ve Mirunalini, 2014).

Mantarlardan  elde  edilen  beta-glukanlar
ginimuzde c¢ogunlukla ilag dretiminde ve gida
sanayisinde kullaniimalarina ragmen gosterdikleri farkl
Ozellikler g6z 6nlne alindiginda saglik ve biyomalzeme
alanlarinda potansiyel uygulamalari mevcuttur (El
Enshasy ve Hatti-Kaul, 2013; Papaspyridi ve ark. 2018).
Onceki galismalarda nutrasétik olarak kullanilan beta-
glukanlarin anti-oksidant, anti-kanser, anti-enflamatuar,
anti-mikrobiyel 6zelliklerinin gdsterilmesinin yani sira
kalp ve damar hastaliklarini 6nledigi ve Kkaracigeri
korudugu da ortaya konmustur (Chen ve Seviour, 2007,
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Wasser, 2010; Higashi ve ark., 2012; Du ve ark., 2015).
P. ostreatus kaynakli beta-glukan olan pleuranin
kullanilmasiyla humoral ve hiicresel immunitenin kontrol
altina alinabilecedi ve g¢ocuklarda élimle sonucglanan
solunum  yolu enfeksiyonlarinin  azaltilabilecegi
gosterilmistir (Jesenak ve ark., 2013). Kozmetik
sektoriinde yaygin olarak yaslanma karsiti (anti-aging)
etkilerinden dolay1 kullaniimaktadirlar (Hyde ve ark.,
2010). Beta-glukanlarin  imminmodulasyon, anti-
inflamatuvar ve anti-timor etkileri tanimlanmis olmasina
karsin alfa-glukanlar Uzerine olan c¢alismalar sinirlidir
(Issever ve ark., 2018). Pleurotus albidus 'tan izole edilen
a-1,6- and B-1,3-D-glukanlarin makrofajlari module
ettikleri ve bdylece lipid kaynakh inflamasyonun
Onlenebilecegi bildirilmistir (Castro-Alves ve
Nascimento, 2018).

Doku muhendisligiyle Uretilebilecek canli doku ve
organlar ginimizde ¢6zimi zor ya da mimkin
olmayan saglik sorunlarinin dizeltiimesinde buyik
potansiyele sahiptirler. Ancak bu alanda kullanilacak
malzeme ve bunlarin islenmesinde bir takim zorluklarla
karsilagilmaktadir. Metal ya da seramik gibi abiyotik
malzemelerin olumsuzluklarina karsin biyolojik kokenli
biyomalzemeler nakil sonrasinda dokular icerisinde daha
iyi uyum gostermektedirler (Fontana ve ark., 2017). Her
biyolojik malzeme bu uyumu saglamadigindan mutlaka
gerekli analizlerinin yapilmasi gerekmektedir (Jantova ve
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ark., 2015; Mukhopadhyay ve ark., 2017). insan ya da

hayvan kokenli biyomalzemelerin kulanimi
tasiyabilecekleri potansiyel kontaminantlardan dolayi
tercih edilmemektedir. Daha c¢ok bitki kaynakl
biyomalzemeler kullanilsa da mantar kaynakl olanlar da
tercih edilmektedirler (Nwe ve ark., 2008; 2011; Fontana
ve ark., 2017). P. ostreatus kaynakl beta-glukan
(pleuran) bagka bir malzemeyle (coladerm) karistiriimis
ve Uretilen bu membranin fibroblast hiicreleriyle yara
iyilestiriimesinde kullanilabilecegi gdsterilmistir (Jantova
ve ark., 2015).

Bu calismada P. ostreatus kullanilarak sicak su ve
sicak kostik ¢Ozelti ardisik yikama islemleri sonrasinda
alfa- ve beta-glukanlarin izolasyonlarinin gergekles-
tirilmesi ve bu fungal polisakkaritlerin kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hicreler Gizerinde hicre canhligi ve
¢ogalmasina olan etkilerinin incelenmesi amacglanmigtir.
Bu galismayla P. ostreatus 'tan izole edilen alfa- ve beta-
glukanlarin kok hucre kiltirinde toksik etki yaratmadan
glvenle kullanilabilecegi ve doku mihendisligi
calismalarinda kaplama materyali olarak yararlanila-
bilecek biyomateryaller oldugu hipotez edilmistir.

Materyal ve Metot

Alfa- ve beta-glukan izolasyonu

Alfa- ve beta-glukan izolasyonu icin lokal
marketlerden P. ostreatus temin edilerek Palacios ve ark.
(2012) tarafindan olusturulan glukan izolasyon ydntemi
kullanilmistir. izolasyon igin paketlenmis ve ticari olarak
satilan bes farkh P. ostreatus érnegi (n=5) kullaniimistir.
Bu protokole goére distile su ile yikandiktan sonra
mantarlar kigik pargalara ayrimis ve 40°C'de
kurutularak icerdigi su mantardan uzaklastiriimigtir. Kati
pargalar o6gutilerek saf metanol (1:10) igerisinde
60°C’de, 100 rpm hizda 24 saat calkalanmistir. Kati
parcalar suizildikten sonra distile suyla (20-25°C) 1.5
oraninda karistirilarak 100 rpm hizda 24 saat inkilbe
edilmigtir. Karisim oda sicakhdinda 3800g hizda 20
dakika santriftij edilerek (Eppendorf R5801, Mannheim,
Almanya) ¢é6zinmeyen pargalar ¢oktlirulmastir. Kati
pargalar toplanarak 1:10 oraninda sicak distile su ile
karistirilarak 95°C’de 24 saat boyunca inkiube edilmistir.
Karisim 6000g’de 5 dakika boyunca santrifij sonrasi
alfa-glukan iceren sivi kisim ayri kaba aktariimistir. Kati
kisim alinarak 1:10 oraninda 2M NaOH (Merck,
Darmstadt, Almanya) ile 95°C’'de 24 saat boyunca
inkibe edilmistir. Karisim 3800g’de 20 dakika boyunca
santrijuj edilerek beta-glukan igeren sivi ayriimistir.

Alfa- ve beta-glukan iceren sivilar santrifdj islemi
sonrasinda 40 pm’lik naylon filtreyle stzllerek tekrar
6000g’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Sivi kisim alinarak
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2:1 oraninda etanol ile karistiriimis ve polisakkaritlerin
¢okmesi icin ekstraksiyon sivilari 4°C’de gece boyu
bekletilmistir. Coken kati maddeler 8000g'de 30 dakika
santrifuj edilerek toplanmis ve %20 trikarboksilik asit
(TCA; Merck) iceren 10 mL distile su icerisinde
¢ozdiurlimustir. 24 saat inkibasyon ve 8000g’'de 30
dakika  santrifij sonrasinda  ¢oken  proteinler
uzaklastirilmistir.  Sivi kisma son konsantrasyonu %1
olacak sekilde NaCl (Merck) ¢ozeltisi eklenmis ve 2:1
oraninda etanol ilave edilerek 4°C’da polisakkaritler
¢okturtulmustir. Coken glukanlar 8000g’de 30 dakika
santrif(j islemi sonrasinda toplanmis ve eklenen 5 mL
saf asetonun (Merck) oda sicakliginda ugmasi ile kuru
bir ekstrakt elde edilmistir.

Alfa-glukan igerigindeki  safsizigin  ylksek
olmasindan dolayl 6érnek tekrar 1:10 oraninda sicak
distile su ile karistirilarak 95°C’de 24 saat boyunca
inkiibe edilmis ve alfa-glukan saflastirma proseduri
tekrar edilmistir. Alfa-glukan ve beta-glukan izolasyonu
sonuglari 5 ayr1 6érnek (parti) icin ortalama deger alinarak
standart sapma hesaplanarak sunulmustur.

Fenol-sulfurik asit metodu

Toplam polisakkarit miktarini 6lgmek i¢in polimerik
yapilar sicak sllfirik asit igerisinde monomerlerine
ayristirilarak fenol ile reaksiyona sokulmustur (DuBois ve
ark., 1956). Analiz edilecek 6rnege 0.05 mL %80’lik fenol
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) ¢ozeltisi ve 5mL
sulfurik asit (Merck) eklenerek 25-30°C su banyosunda
10-20 dakika su banyosunda bekletilmistir. Ornekten 200
ML alinarak spektrofotometre (VersaMax microplaka
okuyucu, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ABD)
kullanilarak 480 nm dalga boyunda optik yogunluk
OlcUimustlr. Her oOrnek icin analiz bes kez tekrar
edilmigtir. Kantitatif veri icin glukoz standart egrisi
hazirlanmistir. Distile su igerisinde ¢6zulmus glukoz
(0.02-0.1 mg/mL) ¢ozeltisi yontemin ayni basamaklari
kullanilarak fenol ile reaksiyona sokulmus ve renk
degdisimi sonrasi optik yodunluk o&lgtilmuistir. Analiz
sonrasinda hesaplanan polisakkarit ve toplam glukan
miktarlari i¢cinde ¢6zuldigu sivinin hacmiyle carpilarak
kutlesi hesaplanmistir.

Alfa- ve beta-glukan miktarinin belirlenmesi

Ekstraksiyon isleminden 6nce kurutulmus mantar
orneklerinde ve ekstraksiyon sonrasinda her fraksiyonda
glukan miktarlarinin élgimud igin B-Glucan Yeast &
Mushroom Assay Kit (K-YBGL, Megazyme, Belfast,
irlanda) kullanilmigtir (Sari ve ark., 2017). Test (retici
firmanin  belitmis  oldugu protokol uygulanarak
gerceklestiriimistir. Kit sivi érneklerde ¢6zinlr toplam
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glukan ve beta-glukan miktarlarini ayrn deney
asamalarinda enzim reaksiyonuna gore farkli glikozidik
baglarin kesimi ve ortaya ¢cikan monomerlerin miktarinin
Olclilmesi esaslyla galismaktadir. Polisakkaride 6zgin
enzimlerin reaksiyonu sonucunda renk degisimi
spektrofotometre kullanilarak 560 nm dalga boyunda
optik yogunluk O&lglimesiyle glikoz standartina karsi
hesaplanmistir. Toplam glukan tayini icin ekzo-1,3--
glukanaz ve B-glukosidaz ve alfa glukan igin
amiloglukosidaz ve alfa-amilaz kullaniimistir. Glukan
kitinin Uretici firma (Megazyme) tarafindan saglanan
kullanim kulavuzunda yer alan hesaplama ydntemiyle
toplam glukan, alfa-glukan ve beta-glukan miktarlari
analiz baslangicindaki toplam madde miktarina goére
kutle orani (w/w) hesaplanmistir. Toplam glukan ve alfa-
glukan miktarlar arasindaki fark alinarak beta-glukan
miktari belirlenmistir.

izolasyon veriminin ve saflik degerlerinin

hesaplanmasi

izolasyon veriminin belirlenebilmesi igin ilgili
izolasyon sonrasinda elde edilen alfa-glukan ya da beta-
glukan miktari ekstraksiyon ©6ncesinde kuru mantar
kutlesindeki alfa- ya da beta-glukan miktarina
oranlanmasiyla bulunmustur (Temelli, 1997; Symons ve
Brennan, 2004). Alfa- ve beta-glukan miktarlar kit
(Megazyme) kullanilarak olgtlmustir. Verim hesabi igin
asagidaki formuller kullaniimistir:

Verim alfa-glukan (%) = [(alfa-glukan miktarl) ekstraksiyon sonrasi /
(alfa-glukan miktart) kuru mantar] X100

Verim beta-glukan (%) = [(beta-glukan miktarl) ekstraksiyon sonrasi/
(beta-glukan miktari) kuru mantar] 100

Saflik derecesi aseton ile kurutulan 6rnegin tekrar
¢ozulmesinden sonra belirlenmistir. Bu asamada
analizde kullanilan toplam polisakkarit miktari fenol-
stlfirik asit ydontemiyle tekrar dlgtilmuis ve bu polisakkarit
karisimi igerisinde ne kadar alfa- ve beta-glukan
bulundugu kit (Megazyme) kullanilarak olgiimustir.
Saflik degerlerinin  hesaplanabilmesi igin asagidaki
formdaller kullaniimigtir;

Saflik ara-giukan (%, w/w) = [ekstraksiyon sonrasi alfa-
glukan miktari,(w/w)] / [toplam polisakkarit miktari] x100

Saflik veta-giukan (%, w/w) = [ekstraksiyon sonrasi beta-
glukan miktari,(w/w)] / [toplam polisakkarit miktari] x100
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Kaplanan yiizeylerdeki glukan miktarinin

Olciimu ve kaplama siiresinin optimizasyonu

Alfa-glukan %3'lik asetik asit (1:1; Merck) icinde,
beta-glukan %3’lik asetik asit (1:1) ve DMSO (20:1;
Sigma-Aldrich) icinde c¢ozilerek 100 pg/mL olacak
miktarda seyreltilmistir.  Polistren malzemesinden
Uretilmis hicre kaltird kabini (SPL Life Sciences,
Pocheon-si, Gliney Kore) kaplamak icin 0.16 mL/cm2 sivi
eklenmis ve inklbatorde 37°C’de farkli slrelerde
bekletilerek kaplama gergeklestiriimistir. Kaplama
suresinin optimizasyonu icin literatirde tercih edilen
kaplama sureleri dikkate alinarak 1 saat, 8 saat, 16 saat,
24 saat, 48 saat ve uzun sirenin etkisinin gézlemlenmesi
icin 72 saat inklbasyonlar tercih edilmistir. Negatif
kontrol olarak kaplanmamis ylzey kullaniimistir. Hiicre
kultiri oncesinde kiltir kaplari DPBS (Gibco, Paisley,
ingiltere) ile 2 kez yikanmistir. Yiizeyi kaplayan glukanin
miktar tayini i¢in fenol-sulfurik asit metodu kullaniimistir.

Hiicre kiiltiirii ve canlilik, gogalma ve hiicre

adezyonu

Calisma igin KU-GOKAEK 2016/20.3 no.lu etik
kurul onayr alinmis ve calismada KOGEM hiicre
arsivinden insan kemik iligi kdk hucreleri kullaniimigtir
(Erdem ve ark., 2013). Hicreler DMEM-F12 besiyeri
(%10 FBS, %21 Antibiyotik) icerisinde 37°C, %5 CO:
kontrolli atmosfer ortaminda kiltire edilmistir. Hicre

kultiri calismalari sirasinda kullanilan tim sarf
malzemeler Thermo/Gibco'dan (Paisley, ingiltere)
alinmigtir.  Ylzeyi kaplanmamis  kdltir  kabinin

kullanildigi grup kontrol olarak ¢alismada yer almistir.
Hucre canlihdi, godalmasi ve tutunmasi ¢alismalarinda
literatlrle karsilastirma yapabilmek icin kolajen kapli
yuzeyler kullaniimigtir. YUlzeylerin kolajen tip 1 (C3867,
Sigma-Aldrich) ile kaplanmasi igin stok soliisyon PBS ile
sulandirilarak 100 pg/mL  ¢ozelti elde edilmigtir.
Kaplamak icin 0.16 mL/cm? sivi kiltir kabina eklenmis
ve inklbatérde 37°C’'de 1 saat bekletilerek kaplama
gerceklestirilmistir

Hicre canlihgr icin WST-1 (Roche) analizi
kullaniimigtir.  Test  dretici  firmanin  talimatlari
dogrultusunda &6nce hicreler DPBS (Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline, Gibco) ile yikanmis ve her
bir kuyucuga 100 uyL WST-1/DMEM-F12 soliisyonu
(%10, v/v) eklenmistir. 37°C %5 CO:2 inkibatdrde 1 saat
inkibe edilmis ve spektrofotometrede 480 nm’de 6lglim
yapilarak canl hicrelerin sayisi belirlenmigtir. Hlcre
¢ogalma analizi icin 96 saat silre igerisinde hucre
sayilarindaki artis WST-1 ile belirlenmistir.

Huicre tutunma (adezyon) analizi i¢in hucreler ayni
kosullar altinda 48 saat boyunca kiiltiire edilmis ve sonra
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iki kez DPBS ile yikanarak ylkanma sonrasi ylzeyde
asili kalan hucreler WST-1 ydntemiyle sayllmigtir
(Duruksu ve Aciksari, 2018).

LDH toksisite testi

Glukanlarin hiicre Uzerindeki toksik etkisinin
Olcilmesinde LDH Cytotoxicity Detection Kit Plus
(Roche, Mannheim, Almanya) kullaniimigtir. Kit sivi
besiyeri ortaminda laktat dehidrogenaz enzim
aktivitesinin dlgtilmesi temeline dayanmaktadir. 48 saat
kiltir sonrasinda kiltir ortamindan 300 pL oOrnek
alinarak substrat ¢Ozeltisiyle karigtiriimis ve karisim 30
dakika 37°C inkube edildikten sonra spektrofotometrede
490 nm’de 6lgim yapilarak toksisite orani belirlenmistir.
Kaplanmamig yuzey Uzerinde Kkultir edilen hcreler
negatif kontrol olarak kullaniimistir. Pozitif kontrol olarak
kullanmak ve %100 toksisite optik sogurma degerini
belirlemek icin kit ile birlikte gelen liziz sollisyonu ile
hiicre membrani tamamen sindirilmistir. Acida ¢ikan
LDH enzim aktivitesi ayni yontemle belirlenmistir.
Olglimler en az bes kez tekrar edilmistir.

istatistiksel analiz

Sonuclar ortalama tstandart sapma olarak ifade
edilmistir. Coklu gruplar, ¢ift yonli varyans analizi ve
ardindan post-hoc karsilastirmalar igin  Student-
Newman-Keuls metodu kullanilarak gergeklestirilmigtir.
Her deney eger belirtimediyse en az l¢ kez tekrar
edilmis ve deney ve kontrol gruplari arasindaki fark
p<0.05 oldugunda anlamli olarak degerlendirilmigtir.
Sonuglarin istatistiksel analizleri igin SPSS10.0 (SPSS,
Chicago, ABD) programi kullaniimistir.

Bulgular

Alfa- ve beta-glukan izolasyonu ve saflik orani

Sicak su ekstraksiyonu sonucunda alfa-glukan ve
sicak kostik ¢ozeltisi ekstraksiyonundan sonra beta-
glukan polisakkaritleri elde edilmistir. izolasyon bes farkli
parti halinde tekrarlanmis olup sirasiyla 34 g, 31 g, 30 g,
30 g ve 35 g kuru mantar kutlesi kullaniimistir. Elde
edilen toplam glukan miktari her parti basina ortalama
baslangic miktarinin %2.66 +0.19 'U seviyesinde olup
parti basina ortalama 55.25 mg +8.50 alfa-glukan (n=4)
ve 789.91 mg +33.71 beta-glukan (n=5) elde edilmistir.
ilk sicak su ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen
orneg@in alfa-glukan miktarinin bu 6rnekteki toplam
polisakkarit miktarina oranlanmasiyla alfa-glukanin
%68.29 +28.30 saflikta oldugu hesaplanmistir. Bu
ornekte beta-glukan miktarinin dlgiimesiyle alfa-glukan
ekstraksiyonu sonrasinda érnege yiksek oranda beta-
glukanin (%31.71 £28.30) karistig1 belirlenmistir. Alfa-
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glukan icin ayni igslem basamaklari tekrar edilerek daha
saf ornek %97.87 £1.45 olan alfa-glukan elde edilmigtir.
Her iki safliktaki alfa-glukan érnekleri saklanarak sonraki
deney asamalarinda kullaniimistir.

Beta-glukanin saflastiriimasinda tek bir
ekstraksiyon basamagi  kullaniimis  olup iglem
sonrasinda beta-glukanin saflik orani %97.79 +0.28
olarak bulunmustur (Tablo 1).

Kaplanan kiiltiir ylizeylerindeki glukan miktari

Alfa- ve beta-glukanlar ayri polistren ylizeylerin
kaplanmasinda kullaniimig olup optimum kaplama
suresinin yaklasik 24 saat oldugu bulunmustur. 24
saatten kisa slrelerde alfa- ve beta-glukan
kaplamalarinin belirgin olarak daha az miktarda
gerceklesirken 48. saatten sonra kaplanan beta-glukan
miktarinin azaldigi gorllmastir. 24 saat sonunda
kaplanan alfa-glukan miktari 32.55 pg/cm? +5.83 ve
beta-glukan miktari 32.33 pg/cm? +3.85 olarak
Olgilmastir. Alfa- ve beta-glukan kaplama oranlari
arasinda belirgin bir farkin olmadigi belirlenmistir
(p>0.05).

Hucre toksisitesi

Hucrelerin alfa- ve beta-glukan kapl ylzeyler
Uzerinde Kkiltird sonrasinda hicre morfolojilerinde
belirgin bir farkhlik gézlemlenmemistir (Sekil 1 A-E).
Saglikli  mezenkimal kok hicrelerde gbzlemlenen
fibroblasta benzeyen hiicre morfolojisine sahip tek
cekirdekli hucrelerin kaltdr  kabini kapladig
g6zlemlenmistir. 48 saat sonunda gergeklestirilen
toksisite analizi sonucunda toksik oranlarin %1’in altinda
Olcllerek alfa- ve beta-glukanlarin yol actigi bir
toksisitenin olmadigi belirlenmistir (Sekil 1 F; Tablo 1).

Hiicre tutunmasi (adezyonu)

Hucre tutunmasi (adezyonu) dlgildiginde alfa-
glukan (%97.87 saflikta) kapli ylzeylerde tutunma
kontrole gére %95.75 16.70 oraninda oldugu
hesaplanmistir. Saflik orani %68.29 olan alfa-glukan
kullanildidinda hucre tutunmasi %88.10 £2.04 oranina
kadar indigi gordlmastur (Sekil 2). Alfa-glukanin i¢indeki
beta-glukan Kkirliliginin artmasiyla hicre tutunmasinin
dustigu goézlemlenmistir. Beta-glukan kapli yuzeylerde
ise hiicre tutunmasinin ciddi oranda azaldigi ve %97.79
safliga sahip beta-glukan (zerinde kiltire edilen
hicrelerin kaplanmamig yizey (kontrol) Uzerindekilere
gore %61.26 +8.04 oraninda oldugu 6l¢llmustdr.
Kolajen kapli ylzey Uuzerinde hicrelerin tutunmasi
kontrole gore %107.34 +3.14 olup alfa-glukan ve beta-
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glukan gruplariyla karsilastinildiginda hicreler kolajen
kapl ylzeye daha yuksek oranda tutunmustur (p<0.05).

Tablo 1. P. ostreatus’tan alfa- ve beta-glukan ekstraksiyonu sonrasi trun 6zellikleri ve

hicreler Gzerindeki etkileri

Alfa-glukan Alfa-glukan*
Beta-glukan Kolajen Tip 1
(1x Saflagtirma) (2x Saflagtirma)
Saflik %68.29 +28.30 %97.87 £1.45  %97.79 +0.28 >9%99
Verim %0.06 %2.37

Yuzeye tutunurluk 32.55 pg/cm?

(polistiren) +5.83

Hucre Adezyonu
%88.10 +2.04
(Kontrol ylizeye goére

Hucre Toksisitesi

(LDH)
<%l
(Kaph ylizey

Uzerinde)

Hucre Cogalmasi

(Baslangictaki hicre ~ 10.97 kat

saylisina gore)

Hucre Cogalmasi

(96. saatin sonunda 1.39 kat

Kontrole gore)

32.55 pg/cm?
+5.83

%95.75 +6.70

<%1

12.35 kat

1.56 kat

32.33 pg/cm?
+3.85

%61.26 +8.04

<%1

8.56 kat

1.08 kat

%107.34 £3.15

<%2

12.86 kat

1.62 kat

* Alfa-glukanin ilk izolasyonu sonrasi beta-glukan ile kirliligin fazla olmasi nedeniyle ikinci

kez ekstraksiyon yenilenmigtir.
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Sekil 1. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hicrelerin farkh glukanlarla kapli yizeyler Uzerinde 96 saat
kultirG sonrasi i1sik mikroskobu altindaki géruntileri (A-E) ve toksisite (LDH) analizi (F). Alfa-glukan
(%97.87 saflikta, A), alfa-glukan (%68.29 saflikta, B), beta-glukan (C), kolajen tip-1 (D) kaph ve kapl
olmayan (kontrol, E) yiizeyler. Olgek gubugu: 500 um.
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Sekil 2. Hicre tutunma (adezyon) deneyi sonrasinda 48 saat sonra ylizey
Uzerinde asil kalan hiicrelerin kontrole gére oranlari

Hiicre cogalmasi ve sitotoksisite

96 saat boyunca kiltire edilen hicreler alfa-
glukan uzerinde en yiksek cogalma hizi géstermislerdir.
Saflik derecesi %97.87 olan alfa-glukan tGizerinde 96 saat
icerisinde sayilari 12.35 kat artarken saflik orani
%%68.29 olan alfa-glukan Uzerinde hilcre sayisi 10.97
kat artmigtir (Sekil 3). Kontrol grubu hicreleri bu sire
icerisinde 7.92 kat artigi gerceklestirerek alfa-glukanlar
Uzerinde kiltire edilen hicrelerin kontrole gbére
istatistiksel olarak anlamh bir farklihk gostermistir
(p<0.05). Beta-glukan tzerinde kiiltire edilen hicreler
96 saat sonra sayilarini 8.56 kat artmis olup bu artisin
kontrole gore istatistiksel olarak anlaml olmadig
gordlmuastar (p>0.05). Beta-glukan Uzerinde kdlture
edilen hicrelerde 48 saat sonra kontrole goére daha
disUk bir cogalma gbézlemlenmis olup bu verinin ylizeye
tutunabilen daha dusik hicre sayisi ile iligkili oldugu
distnilmektedir. Ancak 96 saat sonunda beta-glukan
kapli ylizey Uzerindeki hiicre sayisinin kaplanmamis
(kontrol) ylizeyine vyakin bir seviyeye ulastig
g6zlemlenmistir. Ylzeylerin hiicre ¢odalmasi (zerine
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etkileri incelendiginde 96 saatin sonunda beta-glukan
kapli ylizey ve kaplanmamis ylizey arasinda istatistiksel
olarak belirgin bir farkin olmadigi goériulmastar. Alfa-
glukan kapli ylzeylerin hicre gogalmasini destekledigi
ve alfa-glukan safligi arttikga mezenkimal kék hticrelerin
daha hizli ¢cogaldiklari belirlenmigtir (Sekil 3). Kolajen
kapl ylzey Uzerinde hicreler 96 saat sonrasinda
sayilari baslangica gore 12.86 kat artmis ve kontrol
grubuna goére anlamli derecede fark gdstermesine karsin
yuksek safliktaki alfa-glukan grubuyla karsilastirildiginda
hiicre cogalmalari arasinda istatistiksel olarak belirgin bir
fark bulunamamistir.

LDH analizi sonucunda yizey kaplamasinda
kullanilan malzemelerin hiicre toksisitesi (sitotoksisite)
Uzerine bir etkisinin olmadidi belirlenmigtir. Alfa- ve beta-
glukanin, hicre membraninin batanligine olumsuz bir
etkisinin olmadigi enzim aktivitesiyle belirlenmigtir.
Kolajen kapli yuzeyin toksisite degeri %2 degerinin
altinda ¢ikmis olmasi gene toksik etkinin olmadigini
gOstermektedir (Tablo 1).
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Sekil 3. Alfa- ve beta-glukan kapli ylzeyler Gzerinde 96 saat boyunca
kiltare edilen hicrelerin gogalma hizlari.

Tartisma

P. ostreatus ’'tan alfa- ve beta-glukan
ekstraksiyonlari sonunda alfa-glukan ekstraksiyon verimi
baslangi¢ kuru mantar kitlesine gére %0.06 oraninda ve
beta-glukan ekstraksiyon verimi %2.37 oraninda
gerceklesmistir. Farkli mantar turlerinde dlguimus beta-
glukan miktar1 degiskenlik gostermektedir: Pleurotus
cinsine ait ¢Ozunebilir beta-glukan icerigi %0.6 iken
Shiitake mantarinda (Lentinus edodes) bu oran kuru
agirhgin %1.5’i olarak bildirilmistir (Otakar ve ark., 2009).
Yiuksek miktarda beta-glukan iceren Sparassis crispa'nin
kuru katlesinin - %40'min  ¢ézlndr beta-glukandan
olustugu olgtlmistir (Kimura, 2013). P. ostreatus and P.
eryngii mantarlarinda gergeklestirilen bir calismada
toplam glukan miktarlar sirasiyla %3.02 + 31.2 ve
%48.27 + 2.35 olarak bulunmustur (Vetvicka ve ark.,
2019). ilgili galismada alfa- ve beta-glukan miktarlari P.
ostreatus igin sirasiyla %3.93 + 0.87 ve %2.72 + 27.27
oraninda ve P. eryngii igin ise sirasiyla %4.57 + 0.07 ve
%43.70 £ 0.89 olduklar gdsterilmistir. Bu calismada
ulasilan beta-glukan ekstraksiyon verimi (%2.37) ilgili
yayinda belirtilen degere (%%2.72) yakin ¢ikmistir.
Ancak alfa-glukan miktarlari arasindaki fark yiksek olup
bu yiksek fark ilgili calismada soguk su ekstraksiyonu
yapllmadan dogrudan sicak su ekstraksiyonu ile hem
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alfa-glukan hem de alfa-galaktan miktarlari beraber
hesaplanmis olmasiyla agiklanabilir.

Bu calismada kullanilana benzer bir yéntemi
kullanmis, Palacios ve ark.’nin (2012) ¢calismasinda alfa
ve beta glukan ekstraksiyon verimleri kuru agirliga goére
%1.5 ve %4.5 olarak gerceklestigi bildiriimistir. Bir diger
calismada ise ekstraksiyon verimleri alfa-glukan icin
%1.39 verimle yakin bir deger bulunmus olsa da %14.18
beta-glukan ekstraksiyon verimiyle ¢cok daha yuksek
deger bildirilmigtir (Khan ve ark., 2017). Sicak su ve alkali
¢Ozeltinin kullanildig1 baska bir calismada yulaftan elde
edilen beta-glukanin ekstraksiyon verimi %5'in altinda
¢ikarken protein, sellloz ve diger hemi-selllozlari hedef
alan enzimatik islemle ekstraksiyon verimi %5'in Ustline
ciktigr ve beta-glukanin geri kazaniminin ise %82.1-86.6
araliginda oldugu bildirilmistir (Ahmad ve ark., 2010).
Enzim kullaniimadiginda bu geri kazanim yulafta %60-
76 oraninda oldugu ve geri kazaniminin alkali islemlerde
disuk ciktigi belirtiimistir (Dawkins ve Nnanna, 1993;
Ahmad ve ark., 2009). Yapilan ¢alismada ise elde edilen
ekstraksiyon verimi literatrdeki degerlerin ¢ok altinda
¢ikmis olup ticari olgide glukan Uretimi igin metot
optimizasyonunu gerektirdigini gOstermektedir.
Metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris 'ten temelde
sicak su ekstraksiyonu ve ultrasonikasyon tekniklerini
kullanarak ¢ok basamakli bir saflastirma yontemi
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kullaniimis ve saflastirma sonrasinda %11.7 verimlilikte
toplam glukan eldesi gerceklesirken elde edilen Urinin
safligi %85.3 oraninda oldugu belirtilmistir (Xing ve ark.,
2018). Verimin bu kadar yiksek ¢ikmasinin
sebeplerinden bir tek hicreli stspanse bir kiltirden
ekstraksiyonu gercgeklestirmeleri olabilir. Ayrica bir
sebep de tercih ettikleri yontemde kullandiklar
ultrasonikatér (20 kHz ve 10 s) ile daha kiiguk pargalarin
elde edilebilmesi ve ekstraksiyon verimini
artirabilmesidir. Ancak bu ydntemin orta ve buyuk
Olgekte kullanimi sinirli olacaktir. Ultrasonikasyonun
disinda yuksek basing homojenizasyon ydntemini de
kullanildigi ve yuksek verim alindigi (verim %11.18 ve
saflik %93,12) belirtimisse de o6zellikle 1,6-D-beta-
glukanlarin yapisinin bozuldugu belirtiimistir (Sandula ve
ark., 1999; Liu ve ark., 2008). Daha kiiglk pargalarin
elde edilmesiyle daha yiiksek ekstraksiyon verimlilik
degerlerinin eldesi ilgili calismalarda mimkin olmustur.
Calismamizdaki tek basamakl ekstraksiyon yénteminde
elde edilen beta-glukanlarin verimi disik olmasina
karsin safligi literatirde belirtilen bir diger beta-glukan
ekstraktina gdre daha yuUksektir. Satitmanwiwat ve
ark.'nin  (2012) c¢alismasinda HPLC saflastirmasi
sonrasinda Pleurotus sajor-caju beta-glukan saflidi
%90.2 oldugu bulunmustur. Agaricus blazei Murill'in su
ile ekstraksiyonu sonrasinda alfa-glukan DEAE-
Sepharose ve Sephacryl S-500 kolonlariyla saflastiriimis
ve %96 saflikta Urin elde edilmistir (Zhang ve ark.,
2018). Ancak ¢ogu galismada elde edilen alfa- ve beta-
glukanlarin safliklar incelenmemis ya da bildiriimemis
oldugundan karsilastirilmasi mimkin olmamistir. Buna
karsin ticari birgok beta-glukan safligi >%95 oldugu
belirtiimistir. Arpadan elde edilmis beta-glukanin (Sigma,
Cat. No. G6513) HPLC saflastirmasi sonrasindaki
safliginin - %95 oldugu bildirilmistir. Saccharomyces
cerevisiae 'dan glukan izolasyonunda asetik asit, kostik
ve sicak su ekstraksiyon sisteminin kullanildigi
calismada elde edilen glukanin %8.4 verimlilikte ve %55
saflikta (Thammakiti ve ark., 2004), asetik asit ve %3
H202 ekstraksiyonunun kullanildigi sistemde %80.5
saflikta (Hunter ve ark., 2002) ve sodyum hipoklorat ve
DMSO'nun kullanildig sistemde verimin %3.7 (Ohno ve
ark., 2001) oldugu belirtilmistir.

Kit ile birlikte temin edilen enzimlerin
kullaniimasiyla alfa- ve beta-glukan ekstraktlarinin diger
glukan ile ne kadar karistigi olgliimustir. Beta-glukan
izolasyonunda yuksek saflikta trlin elde edilirken alfa-

glukan izolasyonuna beta-glukanin karistig
bulunmustur. Ancak glukan miktarlari farkh tdrler
arasinda farkliliklar gOsterebilecedi gibi ayni tir

icerisinde kulltir kosullarina bagh olarak da farkli
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miktarlarda olabilmektedir (Rop ve ark., 2009). Daha iyi
bir saflastirma icin DEAE-Sepharose/Sephacryl S-500,
Sephadex G-15 ya da DEAE-cellulose kolon
kromatografisi kullaniimis olsa da dogal malzemelerde
gorilen ve polimerin dallanmasindan kaynaklanan
yuksek heterojenite tek tip bir Griinin elde edilmesini
zorlastirmaktadir (Camelini ve ark., 2005; Kao ve ark.,
2012; Zhang ve ark., 2018).

Bu calismada ulasiimak istenen hedeflerden biri
elde edilen glukanlarin hicre Uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi ve rejeneratif tipta bir biyomalzeme olarak
kullanilabilirliginin ortaya konmasidir. Bu c¢alismada
beta-glukan Uzerine olan hicre tutunmasinin disuik
(%61,26) oldugu gorilmustir. Arpadan %95 saflikta elde
edilen beta-glukanin fibroblast hiicrelerinin gogalmasini
ve hidcre migrasyonunu destekledigi ve bodylece yara
ivilestirmede kullanilabilecedi ortaya konmustur (Fuste
ve ark., 2019). Ancak ilgili calismada arpa beta-glukan
hicre tutunmasini engelleyerek kontrole gére yaklasik
%60 oranda kalmasina sebep olmus ve bu calismada
ortaya konan %61.26 tutunma degerine yakin oldugu
gorulmektedir. Kolajen tip-1 kapl yuzeylerin hicre
tutunmasini iyi destekleyen polistiren malzemesine gére
daha iyi bir tutunma sagladigi goérilmustir. Yuksek
safliktaki (%97.87) alfa-glukanin hiicre tutunmasini ve
hicre c¢ogalmasini kolajen tip-1 kapl ylzeye yakin
bulunmus ve bu bulgu alfa-glukanin bir biyomalzeme
olarak kullanilabilecedi gosterilmistir. a-1,4- ve a-1,6-
glikosidik bag ile bagli glukoz monomerlerinden olusmus
ve bir alfa-glukan olan Aureobasidium pullulan kaynakli
pullulan  kullanilarak yapilan ¢aligmalarda toksik
olmamasi, immun cevap olusturmamasi ve karsinojenik
etki tasimamalari nedeniyle iyi bir ilag tasiyici ve
kaplama malzemesi olarak kullanilabilecedi bildirilmistir
(Jo ve ark., 2006; Singh ve ark., 2017). Pozitif yiklenmis
(katyonize) pullulanlarin  kalp-damar cerrahisinde
kullanilan stentlerin kaplanmasinda kullanilabilecegi
ongorulmastur  (Singh  ve ark., 2017). Belirtilen
calismalarda ilag olarak kullanilacak kapsdllerin
kaplanmasi amaciyla kullanildigindan kaplanan alfa-
glukanin miktari bildirilmemistir. Alfa-glukanin kontrol
grubuna goére hicre c¢ogalmasini yaklasik 1.6 kat
artirdigi bu galismada olgulmustir. Literatirde yalniz
alfa-glukanlarin hiicre kiltirid veya doku implantinin
kullanimini igeren yayina rastlanmamistir. Kolajen tip-1
kaynaginin hayvansal olmasindan dolayi olusturacagi
kontaminasyon riski yiziinden medikal alanda kullanimi
olduk¢a sinirlandinimigtir. Bu yuzden alfa-glukan gibi
hayvan ya da insan kaynakli olmayan bir kaplama
malzemesinin medikal ya da doku muhendisligi
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alanlarindaki kullanimi
sahiptir.

Beta-glukan ile yapilan galismada bu polimerin
hicre tutunmasi Uzerinde olumlu ya da olumsuz bir
etkisinin oldugu veya hucre canlihigini azaltacak bir
toksisite gosterdigi belirlenememistir. Beta-glukanin
hlcre gogalmasini da desteklemeyerek kultlr ortaminda
kullanilmasinin bir avantaj saglamadidi goésterilmistir.
Beta-glukanlar hidrojel ya da diger biyo-malzemelerle
birlestirilerek saglik alaninda kullanilabilecek biyo-film ya
da 3-boyutlu yapilarin olugturulmasinda kullanila bilecegi
bircok c¢alismada gosterilmistir (Zhu ve ark., 2016;
Borkowski ve ark., 2017; Klimek ve ark., 2017). Ancak
beta-glukanlarin hiicrelerde laktozil seramidler ile
baglanti kurdugu ve bunun sonucunda MAPK sinyal
yolaginda fosforilasyonu sagladigi tespit edilmistir
(Brown ve ark., 2002; Lin ve ark., 2007). Bu yiizden bu
malzemenin tek basina kullaniminin  organizma
Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi devam etmektedir.
Kitosan nano-parcaciklarin  1,3-B-glukan  (%1) ile
kaplanmasi sonrasinda partikillerin negatif yUklendigi
(=33 £ 2 mV) dlcumlerle ortaya konmustur (Singh et al.,
2018). Ancak beta-glukan kapli bu nano-pargaciklarin
tasidigi ilaglarin C6 ve LN18 glioblastoma hiicre
hatlarina daha etki bir sekilde endositoz ile aktarildigi ve
bunu gergeklestirirken hlicre ylzey reseptoru araciligiyla
gerceklestirebilecegi belirtiimistir (Singh et al.,, 2018).
Fungal alfa- ve beta-glikozidik baglarin immun sistemi
Uzerine etkisini inceleyen bir calismada belirtildigi gibi bu
zincirlerin  uzunlugu, dalli yapisi veya polisakkariti
olusturan zincir dizisinin heterojenitesi bu immun tepkiyi
belirlemektedir (Kataoka ve ark., 2002). Saccharomyces
cerevisiae kaynakl beta-glukanin karaciger kanseri
hicreleri Uzerine dolayll toksik etkisinin oldugu
gosterilmistir (Javmen ve ark., 2015). ilgili ¢alismalar
dallanma diginda ayni molekiler omurgaya sahip S.

oldukga yuksek potansiyele

cerevisiae kaynakli glukanlar kullanilarak
gerceklestirildiginden P. ostreatus kaynakli beta-
glukanlarin  etkisi bu ¢alismayla gdésteriimeye

calisiimistir. Pleurotus tuber-regium ‘'tan elde edilen
beta-glukanin biyo-uyumlu olma &zelligi kullanilarak
kanser tedavisinde kullanilacak toksik nanomalzemenin
beta-glukan ile kaplanmasi sonrasinda sitotoksik
etkisinin azaltildig bildirilmistir (Li ve ark., 2018). ilgili
calismada beta-glukanla kaplama yo6ntemiyle biyo-
uyumlu fonksiyonel nanomalzemelerin tasarlanabilecegi
ve klinik uygulamalar icin daha genis firsatlar
sunabilecegi belirtiimistir.

Yapilan ¢alismada alfa- ve beta-glukanlarin biyo-
uyumlu olduklari  ylzey kaplamasi sonrasinda
incelenmistir.  Sivi besiyerine eklenmesi yerine
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mezenkimal kdk hicrelerin tutundugu ylzeyin Uzerine
kaplanmasiyla bu malzemenin biyomedikal
uygulamalara uygun bir  biyomateryal oldugu
gOsterilmeye calisiimistir. Yiksek oranda dallanmig bir
polimer yapisinin immun tepkinin kuvvetinin azalmasina
hatta immdn modulatér etkinin yaratilabilecegi ortaya
konmustur (Paulik ve ark., 1996; Sun ve Liu, 2009;
Carbonero ve ark., 2012).

Sonug olarak bu ¢alismada P. ostreatus 'tan alfa-
ve Dbeta-glukan izolasyonlari  gergeklestirildi  ve
biyomedikal uygulamalar i¢in uygun biyo-uyumiu
malzemeler olduklari gosterildi. Ayrica alfa-glukanin
hiicre tutunmasi ve gogalmasi gibi hiicre canliligina 6zgu
belirtegleri destekledigi ortaya kondu. P. ostreatus

kaynakh  alfa-glukanin  Ozelliklerinin ~ daha iyi
incelenmesiyle bir biyo-malzeme olarak
kullanilabilirliginin onundeki belirsizlik ortadan
kalkacaktir.

Kaynaklar

Ahmad, A., Anjum, F.M., Zahoor T., Nawaz H., and Din,
A. (2009). Physicochemical and functional
properties of barley B-glucan as affected by
different extraction procedures. Int. J. Food Sci.
Technol. 44 181-187.

Borkowski, L., Sroka-Bartnicka, A., Polkowska, I.,
Pawlowska, M., Palka, K., Zieba, E., Slosarczyk,
A., Jozwiak, K., ve Ginalska, G., (2017). New
approach in evaluation of ceramic-polymer
composite bioactivity and biocompatibility., Anal.
Bioanal. Chem., 409, 5747-5755.

Brown, G.D., Taylor, P.R., Reid, D.M., Willment, J.A.,
Williams, D.L., Martinez-Pomares, L., Wong, S.Y.,
ve Gordon, S., (2002). Dectin-1 is a major beta-
glucan receptor on macrophages., J. Exp. Med.
,196, :407-412.

Camelini, C.M., Maraschin, M., de Mendonca, M.M.,
Zucco, C., Ferreira, A.G. ve, Tavares, L.A. (2005).,
Structural characterization of beta-glucans of
Agaricus brasiliensis in different stages of fruiting
body maturity and their use in nutraceutical
products., Biotechnol. Lett., 27, 1295-1299.

Carbonero, E.R., Ruthes, A.C., Freitas, C.S., Utrilla, P.,
Galvez, J., da Silva, E.V., Sassaki, G.L., Gorin,
P.A. ve, lacomini, M., (2012). Chemical and
biological properties of a highly branched B-glucan
from edible mushroom Pleurotus sajor-caju.,
Carbohydr. Polym.,90, 814-819.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Castro-Alves, V.C., ve Nascimento, J.R.O.D., (2018). o-

and B-d-Glucans from the edible mushroom
Pleurotus albidus differentially regulate lipid-
induced inflammation and foam cell formation in
human macrophage-like THP-1 cells,. Int J Biol
Macromol., 111, 1222-1228.

Chen, J., ve Seviour, R., (2007). Medicinal importance of
fungal beta-(1->3), (1->6)-glucans,. Mycol. Res.,
111, 635-652.

Choromanska, A., Kulbacka, J., Harasym, J., Dubinska-
Magiera, M. ve, Saczko, J., (2017). Anticancer
activity of oat B-glucan in combination with
electroporation on human cancer cells,. Acta Pol.
Pharm., 74, 616-623.

Correa, R.C.G., Brugnari, T., Bracht, A., Peralta, R.M., .
ve Ferreira, I.C.F.R.,(2016). Biotechnological,
nutritional and therapeutic uses of Pleurotus spp.
(Oyster mushroom) related with its chemical
composition: A review on the past decade
findings,. Trends Food Sci. Technol., 50, 103-
117.

Dawkins N.L. ve Nnanna L.A. (1993). Oat gum and B-
glucan extraction from oat bran and rolled oats:
Temperature and pH effects. Food Sci. 58 562—
566.

Deepalakshmi, K. ve, Mirunalini, S., (2014). Pleurotus
ostreatus: an oyster mushroom with nutritional
and medicinal properties,. J. Biochem. Tech., 5,
718-726.

Dogan, N., Dogan, C.ve, Hayoglu, i., (2014). Farkli
sicakllk ve slre uygulamalarinin pleurotus
ostreatus (istiridye mantari)'un baz 6zelliklerine
etkisi., Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 18,
10-16.

Du, B., Lin, C.Y., Bian, Z.X. ve, Xu, B.J., (2015). An
insight into anti-inflammatory effects of fungal
beta-glucan,. Trends Food Sci. Technol., 41, 49—
59.

DuBois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K., Rebers, P.A. ve,
Smith, F., (1956). Colorimetric method for
determination of sugar and related substances,.
Anal Chem., 28, 350-356.

Duruksu, G., ve Aciksari, A., (2018). Guiding the
Differentiation Direction of Pancreatic Islet-
Derived Stem Cells by Glycated Collagen,. Stem
Cells Int., 2018, 6143081.

67

Nisan(2019)10(1)56-69

El Enshasy, H.A., ve Hatti-Kaul, R. (2013)., Mushroom
immunomodulators: unique molecules with
unlimited applications,. Trends Biotechnol., 31,
668-677.

Erdem, A., Duruksu, G., Congur, G., and Karaoz, E.,
(2013). Genomagnetic assay for electrochemical
detection of osteogenic differentiation in
mesenchymal stem cells,. Analyst, 138, 5424-
5430.

Fontana, G., Gershlak, J., Adamski, M., Lee, J.S.,
Matsumoto, S., Le, H.D., Binder, B., Wirth, J.,
Gaudette, G. ve, Murphy, W.L., (2017).
Biofunctionalized Plants as Diverse Biomaterials
for Human Cell Culture, Adv Healthc Mater., 6, 1-
9.

Fuste, N.P., Guasch, M., Guillen, P., Anerillas, C.,
Cemeli, T., Pedraza, N., Ferrezuelo, F., Encinas,
M., Moralejo, M. ve Gari, E. (2019). Barley B-
glucan accelerates wound healing by favoring
migration versus proliferation of human dermal
fibroblasts. Carbohydr. Polym. 210 389-398.

Gutierrez, A., Prieto, A., ve Martinez, A.T., (1996).
Structural  characterization of  extracellular
polysaccharides produced by fungi from the genus
Pleurotus, Carbohydr Res., 281, 143-154.

Higashi, D., Seki, K., Ishibashi, Y., Egawa, Y., Koga, M.,
Sasaki, T., Hirano, K., Mikami, K., Futami, K.,
Maekawa, T. ve, Sudo, M., (2012). The effect of
lentinan combination therapy for unresectable
advanced gastric cancer,. Anticancer Res., 32,
2365-2368.

Hunter, K. W., Jr., Gault, R. A. ve Berner, M. D. (2002).
Preparation of microparticularte B-glucan from
Saccharomyces cerevisiae for use in immune
potentiation. Lett. Appl. Microbiol. 35, 267-271.

Hyde, K.D., Bahkali, A.H. ve, Moslem, M.A., (2010).
Fungi-an unusual source for cosmetics,. Fungal
Divers., 43, 1-9.

issever, H., Ezirmik, E., ve Seker, N., (2018). Beta
glukanlarin saglik Gzerine etkileri,. Turk. Klin. J.
Public Health-Special Topics, 4,13-17.

Jantova, S., Bakos, D., Birosova, L. ve, Matejov, P.,
(2015). Biological properties of a novel coladerm-
beta glucan membrane.In vitro assessment using
human fibroblasts,. Biomed Pap Med Fac Univ
Palacky Olomouc Czech Repub., 159, 67-76.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2019)10(1)56-69

Javmen, A., Nemeikaite-Ceniene, A., Grigiskis, S.,
Jonauskiene, I., Rudenkov, M., Kacianauskas, D.,
ve Mauricas, M., (2015). S. cerevisiae -glucan
reduced viability of mouse hepatoma cells in vitro.,
Turk J Biol, 39, 562-566.

Jesenak, M., Majtan, J., Rennerova, Z., Kyselovic, J.,
Banovcin, P., ve Hrubisko, M., (2013).
Immunomodulatory effect of pleuran (B-glucan
from Pleurotus ostreatus) in children with
recurrent respiratory tract infections,. Int
Immunopharmacol., 15, 395-399.

Jo, J., Yamamoto, M., Matsumoto, K., Nakamura, T., ve
Tabata, Y.,(2006). Liver targeting of plasmid DNA
with a cationized pullulan for tumor suppression,.
J Nanosci Nanotechnol., 6, 2853-2859, (2006).

Kao, P.F., Wang, S.H., Hung, W.T., Liao, Y.H., Lin, C.M.
ve, Yang, W.B., (2012). Structural characterization
and antioxidative activity of low-molecular-weights
beta-1,3-glucan from the residue of extracted
Ganoderma lucidum fruiting bodies,. J. Biomed.
Biotechnol., 2012, 673764.

Karacsonyia, S. ve, Kuniakb, L., (1994). Polysaccharides
of Pleurotus ostreatus: Isolation and structure of
pleuran, an alkali-insoluble  B-D-glucan,.
Carbohydr. Polym., 24, 107-111.

Kataoka, K., Muta, T., Yamazaki, S. ve, Takeshige, K.,
(2002). Activation of macrophages by linear
(1—3)-B-D-glucans: implications  for  the
recognition of fungi by innate immunity,. J. Biol.
Chem., 277, 36825-36831.

Khan, A.A., Gani, A., Masoodi, F.A., Mushtaq, U., ve
Naik, A.S., (2017). Structural, rheological,
antioxidant, and functional properties of f—glucan
extracted from edible mushrooms Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus and Coprinus
attrimentarius. Bioactive Carbohydrates and
Dietary Fibre, 11, 67-74.

Kimura, T., (2013) Natural products and biological
activity of the pharmacologically active cauliflower
mushroom Sparassis crispa,. BioMed Res Int.,
2013, 982317.

Klimek, K., Przekora, A., Benko, A., Niemiec, W.,
Blazewicz, M., ve Ginalska, G., (2017). The use of
calcium ions instead of heat treatment for 3-1,3-
glucan gelation improves biocompatibility of the -
1,3-glucan/HA  bone scaffold,. Carbohydr.
Polym.,164, 170-178.

68

Li, X., Zhou, J., Dong, X., Cheng, W.Y., Duan, H. ve,
Cheung, P.C.K., (2018). In Vitro and In Vivo
Photothermal Cancer Therapeutic Effects of Gold
Nanorods Modified with Mushroom (-Glucan,. J
Agric Food Chem., 66, 4091-4098.

Lin, H., Cheung, S.W., Nesin, M. ve, Cassileth, B.R.,
(2007). Cunningham-Rundles S., Enhancement of
umbilical cord blood cell hematopoiesis by
maitake beta-glucan is mediated by granulocyte
colony-stimulating  factor  production,.  Clin.
Vaccine Immunol., 14, 21-27.

Liu, X., Wang, Q., Cui, S. ve Liu, H. (2008). A new
isolation method of B-D-glucans from spent yeast
Saccharomyces cerevisiae. Food Hydrocolloid 22,
239-247.

Mukhopadhyay, S.K., Naskar, D., Bhattacharjee, P.,
Mishra, A., Kundu, S.C. ve, Dey, S. (2017)., Silk
fibroin-Thelebolan matrix: A promising
chemopreventive scaffold for soft tissue cancer,.
Colloids Surf. B Biointerfaces, 155, 379-389.

Nwe, N., Furuike, T., ve Tamura, H., (2011). Production,
Properties and Applications of Fungal Cell Wall
Polysaccharides: Chitosan and Glucan.
Jayakumar R., Prabaharan M. ve Muzzarelli
R.A.A. (Ed.) Chitosan for Biomaterials II.
Advances in Polymer Science (Jayakumar R.,
Prabaharan M., Muzzarelli R.A.A.), (ss. 187-207).
Berlin: Springer-Verlag Berlin, 2011;244:187-207.

Nwe, N., Stevens, W.F., Tokura, S. ve, Tamura, H.
(2008). Characterization of chitosan and chitosan-
glucan complex extracted from the cell wall of
fungus Gongronella butleri USDB 0201 by
enzymatic method. , Enzyme Microb. Technol.,
42, 242-251.

Ohno, N., Miura, T., Miura, N. N., Adachi, Y. ve
Yadomae, T. (2001) Structure and biological
activities of hypochlorite oxidized zymosan.
Carbohyd. Polym. 70, 339-349.

Otakar, R., Micek, J. ve, Jurikova, T., (2009). Beta-
glucans in higher fungi and their health effects,
Nutr. Rev., 67, 624—631.

Palacios, |., Garcia-Lafuente, A., Guillamoén, E. ve,
Villares, A., (2012). Novel isolation of water-
soluble polysaccharides from the fruiting bodies of
Pleurotus ostreatus mushrooms, Carbohydr.
Res.,, 358, 72-77.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Papaspyridi, L., Zerva, A. ve, Topakas, E., (2018).

Biocatalytic Synthesis of Fungal b-Glucans.

Catalysts, 8, 274.

Paulik, S., Mojzisova, S.J., Durove, A., Benisek, Z. ve,
Huska, M., (1996). The immunomodulatory effect
of the soluble fungal glucan (Pleurotus ostreatus)
on delayed hypersensitivity and phagocytic ability
of blood leucocytes in mice,. Zentralbl.
Veterinarmed. B., 43, 129-135.

Piska, K., Sutkowska-Ziaja, K. ve, Muszynska, B.,
(2017). Edible Mushroom Pleurotus ostreatus
(oyster mushroom) — Its dietary significance and
biological activity., Acta Sci. Pol. Hortorum Cultus,
16, 151-161.

Rop, O., Mlcek, J. ve Jurikova T. (2009). Beta-glucans in
higher fungi and their health effects. Nutr. Rev.
2009; 67(11): 624-631.

Ruthes, A.C., Smiderle, F.R., ve Lacomini, M., (2015). D-
glucans from edible mushrooms: a review on the

extraction, purification and chemical
characterization approaches,. Carbohydr. Polym.,
117, 753-761.

Sandula, J., Kogan, G., Kacurakova, M., Machova, E.
(1999). Microbial (1—3)-B-D-glucans, their
preparation, physio-chemical characterization and
immunomodulatory activity. Carbohyd. Polym.,
38, 247-253.

Sari, M., Prange, A., Lelley, J.I., ve Hambitzer R., (2017).
Screening  of  beta-glucan  contents in
commercially cultivated and wild growing
mushrooms., Food Chem., 216, 45-51.

Satitmanwiwat, S., Ratanakhanokchai, K., Laohakunijit,
N., Chao, L.K., Chen, S.T., Pason, P,
Tachaapaikoon, C. ve, Kyu K.L., (2012). Improved
purity and immunostimulatory activity of -
(1—3)(1—6)-glucan from Pleurotus sajor-caju
using cell wall-degrading enzymes,. J. Agric. Food
Chem.,, 60, 5423-5430.

Singh, P.K., Srivastava, A.K., Dev, A.D., Kaundal, B.,
Choudhury, S.R. ve Karmakar, S. (2018). 1, 3-B-
Glucan anchored, paclitaxel loaded chitosan
nanocarrier endows enhanced hemocompatibility
with efficient anti-glioblastoma stem cells therapy.
Carbohydr. Polym. 180 365-375.

69

Nisan(2019)10(1)56-69

Singh, R.S., Kaur, N., Rana, V. ve, Kennedy, J.F.,

(2017). Pullulan: A novel molecule for biomedical
applications,. Carbohydr. Polym., 171, 102-121.

Sun, Y. ,ve Liu, J., (2009). Purification, structure and
immunobiological activity of a water-soluble
polysaccharide from the fruiting body of Pleurotus
ostreatus,. Bioresour. Technol.,100, 983-986.

Thammakiti, S., Suphantharika, M., Phaesuwan, T. ve
Verduyn, C. (2004). Preparation of spent brewer’s
yeast B-glucans for potential applications in the
food industry. Int. J. Food Microbiol. 39, 21-29.

Vetvicka, V., Gover, O., Karpovsky, M., Hayby, H.,
Danay, O., Ezov, N., Hadar, Y. ve Schwartz, B.
(2019). Immune-modulating activities of glucans
extracted from Pleurotus ostreatus and Pleurotus
eryngii. J. Funct. Food. 54 81-91.

Wasser S.P. (2010)., Medicinal mushroom science:

History, current status, future trends, and
unsolved problems,. Int. J. Med. Mushrooms, 12,
1-16.

Xing, Y., Chen, C., Sun, W., Zhang, B., Sang, Y., Xiu, Z.
ve Dong, Y. (2018). An environment-friendly
approach to isolate and purify glucan from spent
cells of recombinant Pichia pastoris and the
bioactivity characterization of the purified glucan.
Eng. Life Sci. 18, 227-235.

Zhang, A., Deng, J., Liu, X., He, P., He, L., Zhang, F.,
Linhardt, R.J. ve Sun P. (2018). Structure and
conformation of a-glucan extracted from Agaricus

blazei Murill by  high-speed  shearing
homogenization. Int. J. Biol. Macromol. 113 558-
564.

Zhu F., Du B. ve, Xu B. (2016)., A critical review on
production and industrial applications of beta-
glucans,. Food Hydrocolloid., 52, 275-288.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2019)10(1)70-83

:27/06/2018
:02/11/2018

Gelig(Recevied)
Kabul(Accepted)

Derleme Makale/Review Article
Do0i:10.30708mantar.437622

Fungal Biyokontrol Ajanlari ve Metabolitleri

Senay SENTURK?, Ozlem ABACI GUNYAR*2
*Sorumlu yazar:ozlemabaci@yahoo.com

Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolumii,
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji ABD, Bornova-izmir/TURKIYE
10rcid ID: 0000-0002-4849-2900/ sntrk.89@gmail.com
20rcid ID: 0000-0002-4033-1862/ ozlemabaci@yahoo.com

Oz: Funguslar poliketidler, ribozomal olmayan peptitler ve terpenler olarak adlandirilan
distk molekuller agirlikh cok fazla sayida sekonder metabolitler Uretirler. Blyume ve enerji
Uretimi gibi temel metabolik sireclere dogrudan dahil olmasalar da, sekonder metabolitler isgal
edilen bir ekolojik nis icinde Uretici organizmanin hayatta kalmasina katkida bulunan bir dizi
biyolojik aktivite sergilerler. Sergilenen biyoaktivite nedeniyle zararli boceklerin, yabanci otlarin
ve hastaliklarin biyokontroliine yonelik olarak funguslarin Urettikleri sekonder metabolitlerin
kullanimi ile ilgili galismalar son 10 yilda 6nemli élglide yogunlasmistir.

Anahtar kelimeler: Fungus, Biyokontrol, Sekonder metabolit, Biyoaktivite

Fungal Biocontrol Agents and Their Secondary Metabolites

Abstract: The fungus produces a large number of secondary metabolites of low molecular
weight called polyketides, non-ribosomal peptides and terpenes. Although not directly involved in
basic metabolic processes such as growth and energy production, secondary metabolites exhibit
a range of biological activities that contribute to the survival of the producer organism in an
occupied ecological niche. Studies on the use of secondary metabolites produced by fungi for
biocontrol of pests, weeds and diseases due to exhibited bioactivity have been intensively

concentrated in the last 10 years.

Key words: Fungus, Biocontrol, Secondary metabolite, Bioactivity

Giris

1-Fungal Sekonder Metabolitler

Canlilarin metabolik faaliyetleri sonucu olusan
Urinlere metabolit denir. Blyime, gelisme ve ¢ogalma
icin gerekli olan maddeler primer metabolit adini alirken,
eksponansiyel fazin sonunda Uretilen, disik molekdl
agirhkli  dogal bilesiklere ise sekonder metabolitler
denilmektedir (Cantirk, 2015). Sekonder metabolitler,
primer  metabolizmada kullanilan metabolitlerin
manipulasyonu ve doénusimu ile olusan kompleks
dranleri icerir (Calvo ve ark., 2002; Pelaez, 2005; Fox ve
Howlett, 2008; Brakhage ve Schroeckh, 2011; Brakhage,
2013; Boruta, 2018).
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Funguslar genis bir yelpazede sekonder
metabolitler Uretebilen olaganisti organizmalardir.
Funguslar predatorlerine ve rakiplerine karsi kimyasal
iletisim icin veya patojenik funguslarda oldugu gibi hayvan
ve bitki konakgilarini manipile etmek igin sekonder
metabolitleri kullanirlar.Bunlarin birgodu, vyararli olan
antibiyotik, antiviral, antitimaor, antihipersolesterolemik ve
immunosipresan aktivitelerinin yani sira arzu edilmeyen
fito ve mikotoksik aktiviteler sergilemektedir (Calvo ve
ark., 2002; Pelaez, 2005; Fox ve Howlett, 2008; Brakhage
ve Schroeckh, 2011; Brakhage, 2013; Boruta, 2018).
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2-Biyokontrol ve Biyokontrolde Funguslarin

Onemi

Biyokontrol; canli dodal dismanlar, antagonistler,
rekabetgiler ve diger kendi gogdalabilen biyolojik varliklarin
kullaniimasiyla yapilan zararlilarla biyolojik mucadele
stratejisidir (Uygun ve ark., 2010).

Bitkinin icinde veya (zerinde kendiliginden
Ureyebilirler ve bitki blyldukce surekli koruma
saglayabilirler. Genellikle insanlari veya diger memelileri
etkilemezler, bu da onlari son derece givenli kilar.
Bocekler icin parazit olan ¢ok sayida Hyphomycetes
sinifinda yer alan fungusun sporunu Uretmek nispeten
daha kolaydir; bu nedenle diger biyolojik kontrol ajanlari
ile karsilastinldiginda kullanimda 6n plana c¢ikarlar.
Funguslarin genis konukgu yelpazesi, ¢ogu kez ayni
drtnle birgok zararlinin kontrolini saglamak anlamina
gelmektedir. Bu nedenler ile funguslar biyolojik kontrol
ajanlarnidirlar (Butt ve ark., 2001; Ghorbanpour ve ark.,
2017).

Mikro  funguslar, laboratuvarda kultirasyon
islemlerinin  kolayligindan dolayr sekonder metabolit
uretiminde 6énemli bir potansiyele sahiptirler. Funguslarin
urettigi sekonder metabolitler hem ¢ok ¢esitlidir hem de
bircok biyolojik aktiviteye sahiptir. Oldukga farkli
kosullarda yasayabilmek igin adaptasyon mekanizmalari
gelismis olan funguslarin biyoteknolojik 6nemi de giin
gectikgce artmaktadir (Cantirk, 2015).

Bulgular ve Tartigsma

1-Fungal Biyokontrol Etki

Mekanizmalari

Faydali funguslarin koruyucu etkileriyle baglantili
mekanizmalari anlamak, olumlu sonuglarin elde edilmesi
ve yeni stratejilerin geligtiriimesi icin gereklidir. Faydali
funguslarin biyokontrol mekanizmalari; Alan ve besin
maddeleri icin patojenlerle rekabet etme, Mikoparazitizm,
Antibiyosis, Mikovirus aracili ¢apraz koruma (mycovirus-
mediated cross protection - MMCP) ve Uyarilan sistemik
diren¢ (ISR) olmak Uzere bes sinifa ayrilabilir. Bu farkh
biyokontrol mekanizmalari, tek basina veya kombinasyon
halinde faydali funguslar tarafindan kullanilabilir
(Ghorbanpour ve ark., 2017).

Ajanlarin

a-Alan ve besin maddeleri i¢in

patojenlerle rekabet

Faydali funguslar, paylasilan habitati yani bitki
dokularini, rizosferleri veya filosferleri kolonize ederek,
yer ve besinden patojenleri yoksun birakarak onlari inhibe
edebilirler. istilaci patojenlerden kurtulmak icin, faydali
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funguslar etkili bitki kolonizasyon stratejilerine sahip
olmali ve habitat icinde ylksek populasyon yogunlugunda
olmalidirlar (Ghorbanpour ve ark., 2017).

Trichoderma turleri bitki kdk sistemini yogun bir
sekilde kolonize etmek igin kok kolonizasyonu sirasinda
adezyonda gorev alan hidrofobin genlerinin (TasHyd1 ve
tvhydiil gibi) ekspresyonu ile, hifal filamentlerin hidrofobik
kok yilzeylerine baglanmasini kolaylastirir (Viterbo ve
Chet, 2006;Guzman-Guzman ve ark., 2017). Bitki hiicre
duvarini pargalayan enzimlerin (Endopoligalakturonaz
ThPG1 gibi) ve selllozu taniyabilen (swollenin TasSwo
gibi) expansin benzeri proteinlerin de bitki kok
kolonizasyonuna dahil oldugu gdsterilmistir (Brotman ve
ark., 2008; Moran-Diez ve ark., 2009). Ayrica,
Trichoderma suslari, bitkiler tarafindan Uretilen
antimikrobiyal bilesiklere (fitoaleksin, fenolik bilesikler ve
flavonoidler gibi) karsi direnclidir ve bu da onlari kolonize
koklerde ve rizosferde Ustlin kilmaktadir (Shoresh ve ark.,
2005; Viterbo ve Chet, 2006; Btaszczyk ve ark., 2014).

Bazi Trichoderma suslari demir selatlayici
bilesikler olan siderofor da Uretebilir. Trichoderma,
paylasilan niglerden ferrik iyonlarini yakalayarak, Botrytis
cinereagibi toprak kaynakli patojenlerin blylimesini ve
aktivitesini engelleyebilir (Chet ve Inbar, 1994; Harman ve
ark., 2004). Bu, tek bir besinin tikenmesinin,
biyokontrollin fonksiyonel bir mekanizmasi olabilecegi bir
ornektir. T. Harzianumve bazi koék patojenler (Fusarium
acuminatum, Alternaria  alternata ve Alternaria
infectoriaizolatlari) arasindaki etkilesimler Gzerine yapilan
in vitro calismalar, aghgin test edilen patojen funguslarda
en sik gordlen 6lum nedenlerinden biri oldugunu
gOstermistir (Mokhtar ve Aid, 2013).

Bitki hastaliklarina kars!i Arbuskular Mikorizal
Funguslar énemli bir biyokontrol ajani olarak
kullaniimaktadir (Tahat ve ark., 2010). AM funguslari bitki
kok sistemi, rizosfer kolonizasyonu icin etkili stratejiler
benimsemislerdir ve bu da onlari bitki patojenlerine karsi
Ustin rakipler haline getirmistir (Vos ve ark., 2014).
Arbuskular mikoriza funguslar ayrica, konukguda
fizyolojik ve anatomik degisiklikler yaparak, koklerde
hicre i¢i patojenlerin gelisimini kok lignifikasyonunun
arttirilmasi, konukgu hiicre duvarinin  pektin ile
kalinlastirlmasi gibi mekanizmalar ile dolayli olarak
kisitlayabilir (Malik ve ark., 2016).

b-Mikoparazitizm

Bir fungusun (konukgunun) baska bir fungus
(mikoparazit) tarafindan parazit olarak yasamasi
"mikoparazitizm" olarak adlandirilir. Mikoparazitizm,
mikoparazit bir fungusun haustorium gibi kendine 6zgu
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organlari ile konukgu hifine fiziksel olarak penetre olmasi
ve boylece fungal yapilarin bozulmasina neden olan

cesiti  enzimlerin veya sekonder metabolitlerin
salgilanmasinin ardindan konukgu fungustan
besin/metabolit aliminin  sadlamasi ile gergeklesir

(Daguerre ve ark., 2014).

Trichoderma tipik bir mikoparazitik fungustur. T.
atroviride, T. virensve, T. reesei genomlarinin
karsilastirmali analizi, mikoparazitizmin Trichoderma'nin
atalarindan kalma yasam tarzi oldugunu gdstermistir
(Kubicek ve ark., 2011). Hicre duvarini pargalayan
enzimler, Trichoderma'daki mikoparazitizm olayinin
anahtar bilesenleridir. Endokinitazlar, ($-1,3-glukanazlar
ve proteazlar gibi ekstraseliller enzimler, Trichoderma
tarafindan fungal hlcre duvarini pargalamak igin
salgilanan baslica enzimlerdir (Lopes ve ark., 2012;
Geraldine ve ark., 2013; Vos ve ark., 2015).

Kitinazlar, gergek funguslarin hicre duvarlarinin
degredasyonunda rol oynayan Trichoderma tarafindan
salgilanan en &énemli litik enzimlerdir. Trichoderma
harzianum' daki kitinolitik etki, icerdikleri kitinaz
ekspresyonundan sorumlu genler (ech42, chi33, nagl,
chil8-13 gibi) ile iligkilidir (Seidl ve ark., 2005). T.
harzianum'daki ech42 geninin (endokitinaz) bozulmasi,
Botrytis cinereave Rhizoctonia solani’ye karsi biyokontrol
etkisini azaltirken, hlcre duvarinda kitin bulunmayan
Pythium ultimumsu kifine karsi degismeden kalmistir
(Woo ve ark., 1999).Trichoderma’ nin selilaz enzimleri,
Pythium, Phytophthora tirleri de dahil olmak Uzere
Oomycetes sinifindaki  patojenlerinin  lignoselliiloz
biyokdtlesini ve hiicre duvarlarini hidrolize eder (Gajera
ve ark., 2013).

c-Antibiyozis

Antibiyozis, fitopatojenlerin blyumesini ve/veya
¢ogalmasini baskilayan veya azaltan biyokontrol ajanlari
tarafindan gesitli antimikrobiyal bilesiklerin Uretimi ile
gerceklesir. Bu fenomen; selllaz, ksilanaz, pektinaz,
glukanaz, lipaz, amilaz, arabinaz ve proteaz gibi hiicre
duvarini pargalayan enzimler; 6-n-pentil-2H-piran-2-on

(6-PAP) gibi ugucu metabolitler ve trikodermin,
trikodermol, gliovirin, gliotoksin, viridin, herzianolit,
pironlar, peptaiboller, etilen ve formik aldehit gibi

antibiyotikler, antagonistik 6zelliklere sahip ¢ok sayida
bilesik tretebilen Trichoderma da dahil olmak lizere c¢esitli
funguslarda goézlemlenmistir (Jelen ve ark., 2013;
Hermosa ve ark., 2014; Strakowska ve ark., 2014).
Trichoderma atroviridae miselinden elde edilen etil
asetatin 0.66mg/ml'lik  bir  minimum inhibitor
konsantrasyon (MIC) ile Fusarium solani' nin spor
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cimlenmesini inhibe ettigi gOsterilmigtir. Bir
diketopiperazin  halkasi ile  karakterize  edilen
epipolitiodioksopiperazinler ~ (ETP'ler),  Trichoderma

tarafindan Uretilen ylksek derecede toksik sekonder
metabolitlerden bazilaridir (Btaszczyk ve ark., 2014).
Cesitli ETP siniflari sadece belirli izolatlar tarafindan
uretilebilir. Ornegin, gliotoksin Trichoderma virens' in Q
suslari tarafindan sentezlenirken; gliovirin, guclu
antimikrobiyal aktiviteye sahip olan P suslar tarafindan
dretilir (Butt ve ark., 2001; Mukherjee ve ark., 2012;
Scharf ve ark., 2016).

Biyokontrol ajani  Purpureocillium lilacinum,
fitopatojenler  den Phytophthora infestans ve
Phytophthora capsici’'nin biyokontroliinde genis ¢apli
biyolojik etki (antimalarial, antiviral, antibakteiyal,
antifungal, antitimor, ve fitotoksik aktivite) godsteren
antibiyotik leucinostatinleritiretebilir (Wang ve ark., 2016).
Ayrica, Purpureocillium lilacinum' un kok-digim
nematodu Meloidogyne incognita' nin  yumurta
kulugkasini inhibe ettigi ve yavru (juvenile) 6limlerine
neden oldugunu gosterilmistir (Singh ve ark., 2013).

Ektomikorizal (ECM) funguslarda antibiyozis;
antibiyotiklerin, ugucu ve ugucu olmayan bilesiklerin ve
hicre duvarini pargalayan enzimlerin sentezini gerektirir.
Alnicola sp.,Laccaria fraterna, Lycoperdon perlatum,
Pisolithus albus, Russula parazurea, Scleroderma
citrinum, Suillus brevipes ve Suillus subluteusolmak
Uzere sekiz ektomikorizal fungusun antagonistik
potansiyeli test edilmis ve Alternaria solani, Botrytis sp.,
Fusarium  oxysporum, Lasiodiplodia theobromae,
Phytophthora sp., Pythium sp., Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii ve Subramaniospora vesiculosa da dahil
olmak Uizere bircok fungal patojene karsi antagonistik etki
gOsterdigi goOsterilmistir.  Suillus brevipes ve Suillus
subluteus patojenlere karsi en etkili izolatlar olarak
bulunmustur ve yine her ikisinin de ylksek miktarda
kitinaz Urettigi saptanmistir (Mohan ve ark., 2015).

d-Mikoviris aracili gapraz koruma (MMCP)

Bu biyokontrol mekanizmasi, anastomoz ile bir
avirulent/hipovirtlent izolattan, virtlent izolata
hipovirilans bir mikovirisin (¢odunlukla dsRNA)
aktariimasiyla patojenik izolatin virilansinin azaltmasi ile
gerceklesir (Ghabrial ve Suzuki, 2009).Ornegin;
Cryphonectria parasitica' nin hipovirtlent suslari, Avrupa
Castanea sativa bitkisinde kestane yanikligina (chestnut
blight) neden olan virulant suglarin patojenitesini azalttigi
gOsterilmigtir (Ghorbanpour ve ark., 2017).
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e-Uyarilan sistemik direng (ISR)

Faydali funguslar, patojenler tarafindan
enfeksiyona ugramadan énce savunma sinyal yollarini
tetikleyip aktive edebilir ve esas olarak bitki hormonlari
tarafindan duzenlenen konukgu bitkilere uyarilan sistemik
direnci kazandirir (Ghorbanpour ve ark., 2017).

Cesitli metabolit gruplari, Trichoderma' nin bitkiler
ile etkilesimlerinde diren¢ indukleyicileri olarak islev
gorebilir. Bu metabolitler; enzimatik aktivite gosteren
(Ksilanazlar, kitinazlar, fenil alanin amonyum liyaz ve
glukanaz) proteinleri, avirulent genler tarafindan
kodlanan proteinleri, fungal hidrolitik enzimler yoluyla
funguslarin veya bitkilerin hiicre duvarlarindan salgilanan
molekuler bilesikler ve konukcu bitkilerde fitoaleksin
birikimini icerir (Btaszczyk ve ark., 2014; Tudo Gava ve
Pinto, 2016). Bu cesitli yollar aracihidiyla, Trichoderma
konukgu bitkilerde, istilaci patojenlere kargi daha hizl ve
etkili tepki vermek icgin baslatilan sistemik savunmayi
indukler (Hermosa ve ark., 2013; Kumar, 2013; Rubio ve
ark., 2014; You ve ark., 2016). Trichoderma tarafindan
saglanan ISR, hem Phytophthora (Hoitink ve ark., 2006)
hem de Botrytis cinerea patojenleri icin fonksiyonel etki
sekli olarak énerilmistir (Rubio ve ark., 2014).

Arbuskular mikorizal funguslar bitki savunma
sistemini  etkileyerek  bitki-patojen  etkilesimlerini
degistirebilirler. AM  fungus Glomus fasciculatum

tarafindan lipoksigenazlar (LOX) ve fenilalanin amonyum
liyazini (PAL) kodlayan jasmonik asit (JA) yolu savunma
genlerinin ekspresyonunda Ug kat artis ile, fungal patojen
Alternaria alternata’ ya kargi domateste sistemik direnci
indiklemistir (Nair ve ark., 2014). Endofit fungus
Piriformospora indica' nin hidrojen peroksit birikimi ve
slperoksit dismutaz ve guaiacol peroksidaz gibi
antioksidatif yolaklarin uyariimasi yoluyla piringte kilif
yanikhdina (sheath blight) karsi ISR'yi indukledigi
gosterilmigstir (Nassimi ve Taheri, 2017).

Verticillium nigrescens (zayif patojen) ile pamuk
bitkilerinin asilanmasi, agresif patojen olan Verticillium
dahliae’ nin neden oldugu pamugun Verticillium
solgunlugunu basarili bir sekilde kontrol edebilmektedir
(Vagelas ve Leontopulos, 2015). Bugday bitkilerinin,
Gaeumanomyces graminis var. graminis ve Phialophora
sp.ile es zamanh olarak inokulasyonu, saha kosullari
altinda G. graminis var. tritici' nin neden oldugu tim
hastaliklari 6nemli dlgtide azaltabilmistir (Ghorbanpour ve
ark., 2017).
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2-Fungal  Biokontrol Onemli

Sekonder Metabolitleri

Ajanlarinin

a-Entomopatojen Funguslarin Toksinleri

Destruksin

Destruksinlerin, hicrelerdeki kalsiyum dengesinin
bozulmasi ve vakuoler adenosin trifosfatazlarin (ATPaz)
inhibisyonu gibi birgok biyolojik faaliyete sahip olduklari
gorulmektedir. Ornegin, Dtx E’nin; kromatin
agregasyonu,nukleus deformasyonu, mitokondrium ve
grandlli  endoplazmik  retikulumun  degredasyonu,
ribozom fonksiyonunda degredasyonlar gibi bircok etkisi
vardir. In vitro ve enfekte olmus larvalarda fagositozu
inhibe ettigi saptanmigtir. Disuk dozlarda bile DNA, RNA
ve proteinlerin sentezini inhibe eder. H+ -ATPaz
aktivitesini bloke eder.Yine yapilan ¢alismalarda antiviral
etkisi de rapor edilmistir (Butt ve ark., 2001).

Entomopatojen fungus Metarhizium anisopliae’
den izole edilen destruksin A, destruksin B ve destruksin
E; insan hepatoma hicrelerinde hepatit B virlsinin
(HBV) replikasyonu Uzerinde guicli bir baskilayici etki
gOstermistir. M. anisopliae var. dcjhyium’ den ekstrakte
edilen ham destruksinlerin anti-HBV etkileri, hem in vitro
hem de in vivo olarak tespit edilmigtir (Dong ve ark.,
2013). Entomopatojenik Aschersonia sp. fungusundan
A4, Al ve A5 destruksinler ve homodestruksin B izole
edilmistir (Saxena, 2015).

Bdceklerin destruksinlere
degismektedir. Bazi Lepidoptera turleri oldukca
duyarlidir.  Destruksinin ~ Spodoptera litura larva
evrelerinde insektisidal etkinligi yas arttikga LDso
degerlerinde artma goriimistir (Sree ve ark,,
2008).ipekbdcegi (Bombyx mori) larvalarina enjekte
edilen destruksin A ve B'nin ortalama 6lumcul dozu
(LDso), enjeksiyondan 24 saat sonra 0.015-0.030 mg g™
dir (Fan ve ark., 2013).Yusufcuk (Anisoptera) kurtguklari,
destruksin E'ye, A veya B’den daha duyarli oldugu
saptanmistir (Butt ve ark., 2001).

Toksinler bdceklerin blyimesini de etkiler. Hardal
bécedi (Phaedon cochleariae) ve patates bdcegdi
(Epilachna sparsa) larvalari, destruksinlerle muamele
edilen yapraklara maruz kaldiklarinda, igslenmemis
yapraklarla beslenenlere kiyasla daha yavas buydrler.
Destruksin E, Musca domestica'ya gore Galleria larvalari
icin daha toksiktir ve bu toksin, sogdan kurdu sinegi olarak
bilinenDelia antiqua‘ ya kars1 daha hassastir (Butt ve ark.,
2001).

duyarhliklar
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Efrapeptinler

Efrapeptinler, hiicre i¢i protein tasinmasi ve
mitokondriyal ATPazlarin inhibitérleridir. Efrapeptinler
orimcek akarlari, patates bocegi, tatin tomurcuk
solucani (tobacco bud-worm) ve elmas guvesi gibi
eklembacaklilara karsi insektisidal etki gdstermektedir.
Tolypocladium turleri, enfeksiyon sireci boyunca bocek
hemokoelinde dusuk miktarda efrapeptin salgilamaktadir.
Oli, enfekte olmus Galleria mellonella ve Calliophora sp.
'‘de az miktarda fungus hifinin tespit edilmesi 6liumun
toksikozise bagli oldugunu distndirmektedir (Butt ve
ark., 2001).

Oosporein

Cok sayida toprak fungusu ve Beauveria cinsine ait
fungus tarafindan  (retilmektedir.  Proteinler ve
aminoasitlerle reaksiyona girerek enzim aktivitesini
bozmaktadir. Oosporein, 200 ug ml™ konsantrasyonda
eritrositlerin membran ATPaz aktivitesini %50 oraninda
inhibe etmektedir (Butt ve ark., 2001). Oosporein ayni
zamanda herpes simpleks virus tipl’ in DNA-polimerazini
inhibe eden bir antiviral bilesiktir. Oosporein, Gram pozitif
bakterilere karsi etkili bir antibiyotiktir, ancak Gram negatif
bakteriler Gzerinde ¢ok az etkiye sahiptir (Gilbert ve Gill,
2010).Nerium oleander L bitkisinin bir endofitik fungusu
olan Cochliobolus kusanoi' deki Oosporein, in vitro
antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik aktivite
gostermektedir (Ramesha ve ark., 2015).

Beauvericin, bassianolide ve beauveriolide

Beauverisin, entomopatojen fungus Beauveria
spp. vePaecilomyces spp'den izole edilmektedir.
Beauverisin, Na+ ve K+ komplekslerini olusturarak dogal
ve yapay zarlarin gegirgenliginin artmasina yol
acmaktadir. Beauverisin; Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Mycobacterium phlei, Sarcinea lutea,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus faecalis gibi
cesitli bakterilere kargi antibiyotik aktivite gostermektedir
(Butt ve ark. 2001).

Beauveria bassiana tarafindan salgilanan bir
baska toksin ise bassianoliddir. Bu bilesigi az miktarda
iceren yapay bir diyet ile beslenen ipekbdcedi larvalarinda
atonik semptomlari indUkler, ancak daha yUksek dozlarda
ise dldurucudur (13 ppm) (Sree ve Varma,
2015).Beauveria tirleri ayrica beauverisin ve bassianolid
ile yapisal olarak iligkili peptitler olan beauveriolidler ve
beauverolidler Uretmektedir. Bassianin ve tenellin de
Beauveria turlerinden izole edilmektedir. Bu sari renkli
sekonder metabolitler eritrosit membran ATPazlarini
inhibe etmektedir (Butt ve ark. 2001).
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Hirsutellin

Hyphomycete Hirsutella thompsonii, insectisidal
protein olan hirsutellin A Uretmektedir. Hirsutellin A
uretimi, miselial gelisim ile dogrudan iligkilidir. Narenciye
pas akari Phyllocoptruta oleivora’ yi Hirsutella thompsonii
urettigi hif agi ile enfekte etmektedir. 40 pmol
konsantrasyonda saf hirsutellin A, Galleria
mellonellalarvalari igin oldukga toksiktir (Maimala ve ark.,
2002).

Hirsutellin A ayni zamanda yenidodan sivrisinegi
(Aedes aegypti) larvasi igin toksiktir. ABD Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezleri'ne gore(Centers for
Disease Control and Prevention, CDC), Aedes aegypti
sivrisinegi dinyanin belirli kisimlarinda zika virtisti, dang
hummasi, chikungunya virisl ve sarthumma virusunu
bulastirmaktan  sorumludur. 05 ve 50 uM
konsantrasyonlarinda  hirsutellin A, Spodoptera
frugiperda (Sf-9) hiicrelerinde 2-4 saat icinde saptanabilir
sitopatik etkilere neden olmaktadir ve tedaviden 4 gin
sonra Sf-9 hiicre blyumesini tamamen inhibe etmektedir
(Butt ve ark., 2001).

Organik Asitler

Organik  asitler arasinda  oksalik, kojik,
cyclopiazonic, fusarik ve 4'-hidroksimetilazoksibenzen-4-
karboksilik asitler, omurgasizlara karsi patojenik
funguslardan izole edilmiglerdir. Lepidopteranlara veya
dipteranlara toksiktirler. Zigomycetes dyesi
Entomophthora virulenta; azoksibenzen-4,4'-dikarboksilik
asit ve 4'-hidroksimetil-zoksibenzen-4-karboksilik asit
uretmektedir. Hidroksiasit, Calliphora erythrocephala icin
enjeksiyonla  uygulandiginda  toksiktir ve  kultdr
filtratlarindaki insektisidal aktiviteden sorumludur (Butt ve
ark., 2001).

b-Mikoparazit Funguslarin Toksinleri

Peptaibol
Peptaiboller genellikle antimikrobiyal aktivite
gosterirler. Bugine kadar bilinen peptaibollerin ana

kaynaklari Trichoderma ve Emericellopsis funguslaridir
(Szekeres ve ark., 2005).

Trichoderma harzianum tarafindan trikorzianinler,
trikokindinler, trikorzinler ve harzianinler
salgilanmaktadir. Trichoderma viride; alametisinleri ve
trikotoksini Uretmektedir. Baslangigta Trichoderma reesei’
nin bir metaboliti olarak tanimlanan paracelsin, aslinda
bircok Trichoderma tiri tarafindan Uretiimektedir.
Paracelsin Artemia salina larvasi igin oldukga toksiktir
(hesaplanan LDso = 2.2 uM) (Gupta ve ark., 2015).
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Gliotoxin

Gliotoksin, 1934 yilinda bir antifungal madde olarak
kesfedilmistir. Daha sonra c¢esitli biyolojik aktivitelerde
antimikrobiyal, antiviral ve bagisiklik diizenleyici etkilere
sahip  oldugu  gosterilmistir.  Ayrica, trombosit
agregasyonunu indikleyen platelet aktive edici faktoriin
(PAF) bir inhibitérd oldugu bilinmektedir. Gliotoksinin

antifungal  6zellikleri, Trichoderma harzianum ve
Gliocladium virens' in hicre duvarini pargalayan
enzimleriyle sinerjik olarak arttinimigtir.  Gliotoksin

oksidasyona duyarhdir ve hizli bozulma nedeniyle
herhangi bir saglik riski tagsimamaktadir. Bu veri si¢anlar
Uzerinde yapilan oral ve pulmoner galismalarin gdsterdigi
toksisite eksikligi ile desteklenmektedir (Butt ve ark.,
2001).

Trichoderma ve Gliocladium mikoparazit

fungus turlerinin diger 6nemli metabolitleri

Trichoderma ve  Gliocladium; poliketidler,
terpenoidler, polipeptidler ve a-amino asitlerden tiretilmis
metabolitler de dahil olmak Uzere antibiyotik 6zelliklerine
sahip c¢esitli sekonder metabolitleri salgilamaktadir.
Harzianik asit, terpenoid siklonerodiol, oktaketide keto-
diol, 6-pentil-a-piron antibiyotikleri ve yeni bir seskiterpen
antibiyotik olan heptelidik asit Trichoderma harzianum ve
Gliocladium virens tarafindan uretiimektedir. Heptelidik
asit, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi
antibiyotik etkiye sahiptir ve bazi anaerobik bakterilerin
blyimesini engellemektedir. Antifungal aktivite gdsteren
bir trikotesen olan harzianum A Trichoderma harzianum
tarafindan salgilanmaktadir. Ayrica, Trichoderma viride’
den trikolin antifungal proteini tanimlanmistir. Bu
ribozomu inaktive eden protein Rhizoctonia solani' ye
karsi aktiftir. Siklonerodiol ve koningininler Trichoderma
koningii’ den karakterize edilmistir. Bu bilesiklerin bazilari,
bugday koklerinden izole edilen bir Trichoderma
harzianum susunun kdltdr filtratlarindan saflagtirilmigtir
ve Gaeumannomyces graminis var. ftritici' ye karsi
aktiftirler. Gliocladium spp., fungistatik bilesik viridin ve
gliovirin gibi antibiyotikleri Gretmektedir. Yine Gliocladium
kaltdr filtratinda verticillin, glisoprenin ve poliketid
antibiyotikleri  gibi cesitli bagka metabolitler de
kesfedilmistir.  Glisopreninler fitopatojenik  fungus
Magnaporthe grisea’ nin appressorium olusumunu inhibe
etmektedir (Butt ve ark., 2001).

c-Mikoherbisit Funguslarin Toksinleri

Bazi mikroorganizmalar  (fitopatojenik  ve
fitopatojenik olmayan bakteri ve funguslar) ve sekonder
mikrobiyal Urtnler (fitotoksinler) biyolojik yabanci ot
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kontrol maddeleri olarak potansiyel géstermektedir. Bu
organizmalara ve dogal urlUnlere biyoherbisit; potansiyel
biyoherbisit aktiviteye sahip funguslara da mikoherbisit
denmektedir (Butt ve ark., 2001).

insanlarin yetismesini istemedigi, yarardan gok
zararlari olan bitkiler olarak tanimlanan yabanci otlar,
kultdr bitkilerinde dogrudan veya dolayli yoldan zarara
neden olan bitki koruma problemlerinin baginda yer
almaktadir. Tarim alanlarinda yabanci otlar kultur bitkileri
ile besin maddeleri, su ve 1sik gibi nedenlerle rekabete
girmektedir. Ayrica kultur bitkilerinde zarara yol agan pek
¢ok hastalik etmeni ve zararlilari barindirmaktadir. Bu
nedenlerle yabanci otlarin kontroline énem verilmektedir
(Ozaslan, 2017). Bazi 6nemli mikoherbisit fungal tiirler ve
fitotoksinleri Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Ulkemizde istilaci yabanci otlarin mikrobiyal
etmenlerle biyolojik micadelesi ile ilgili herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Diger taraftan genel olarak
yabanci otlarin biyolojik kontrollne iligkin arastirmalar
(daha ziyade fungal etmenlerle biyolojik miicadele) ise
sadece tespit niteligindeki calismalardir(Atay ve Onen,
2015).

Yabanci otlar Uzerinde saptanan bu fungal
patojenlerin etkinlik ¢alismalari dahi son derece sinirl
kalmistir. Bu sebeple Ulkemizde her gegen gin artan
oranda sorun olusturan istilaci bitkiler basta olmak tzere
yabanci otlarin mikrobiyal etmenlerle biyolojik kontroliine
iliskin detayli galigmalara agirlik veriimelidir (Atay ve
Onen, 2015).

3-Biyolojik Miicadelenin Avantajlari

Biyolojik micadele diger micadele yontemleri ile
karsilastinldiginda; dogdal dengenin korunmasi, sadece
hedef alinan zararli ile miicadele edilmesi, hedef alinan
zararhlarda dayaniklihk sorunu olusturmamasi ve en
onemlisi insan ve cevre Uzerinde olumsuz etkilerinin
gOrilmemesi  gibi avantajlara  sahiptir.  Ayrica
surdurdlebilir tarimsal Uretimi, kaliteli ve ilag kalintisi
olmayan Urin elde edilmesini, biyolojik cesitliligin
korunmasini da saglamaktadir (Akbags ve ark., 2015).

Biyolojik Muicadele Urinleri ile Kimyasal Miicadele
Uriina Gretmenin maliyetler ve getirdigi fayda arasinda
énemli farklar vardir. Uluslararasi Bitki Kontrol Uriin
Ureticisi firmalarin bu konuya ilgi duymasi Biyolojik
Mucadele calismalar igin énemli avantajlardan biridir
(Birisik ve ark., 2012).
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Ophiosphaerella
herpotricha

Fitotoksin Mikoherbisit Hedef Yabanci Referans
Fungus Ot

AAL-Toksin Alternaria alternata Su suimbdali ve Salar ve ark.,
Alternaria diger bazi sucul 2013.
eichorniae yabani otlari

Destruxin B, homodestruxin Alternaria Brassica turleri Hoagland ve

B ve desmetil destruxin B brassicae, ark., 2008.
Trichothecium
roseum ve

tirosol, (R)-(-)-
moronolakton ve
sikloglisilprolin

Anhidromonalonolaton,

Alternariasp.

Euphorbia
heterophylla

Varejdo ve ark.,
2013.

Maculosin

Alternaria alternata

Knapweed (mor
top cicekli bitki)

Bobylev ve ark.,
1996.

Colletotrichin Colletotrichum sp. Abutilon Jayawardena
Colletotrichum theophrasti ve ark., 2016.
coccoides
(VELGO)

Trikotesen Myrothecium Amaranthus Anderson ve
verrucaria palmeri Hallett, 2003.

Enniatin Fusarium sp. Witchweed Boari ve ark.,

(Striga 2003.
hermonthica —

Canavar

Otugiller)

Fumonisin B, Fusarium Jimsonweed Abbas ve ark.,
moniliforme (Datura 1999.
susuMRC 826 stramonium —

Boru Cicgegi)
Fusarik asit Fusarium sp. Jimsonweed An, 2004.
(Datura
stramonium —
Boru Cigegi) ve
duckweed
(Lemna minor —
Su Mercimegi)
Moniliformin Fusarium sp. Duckweed An, 2004.
(Lemna minor —
Su Mercimegi)

Vulculic asit Nimbya Alternanthera Xiang ve ark.,

alternantherae philoxeroides 2013.
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Geligmis Ulkelerde kimyasal ilaglarin kullanimi
konusunda daha buylk kisitlamalar ve dinya c¢apinda
yasaklar getirilmistir. Hem ABD hem de ingiltere’de, her
formdaki kimyasal maddelerin kullanimini ciddi sekilde
kisitlayan organik tarim sertifikasyon standartlari
bulunmaktadir (Butt ve ark., 2001).

4-Sorunlar ve Dezavantajlar

Biyolojik Muicadele’nin ¢ok sayida faydasi ve
avantajl siralanabilecedi gibi olasi bazi sorunlar ve
dezavantajlardan da bahsetmek gereklidir.

Biyolojik Miicadele konusundaki bazi1 sorunlar

ve riskler soyle siralanabilir;

Biyolojik Miicadele Uriinleri canli materyallerdir ve
muhafazasi, nakli ve uygulamasi zordur. Biyolojik
Miicadele Uriinlerinde FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) tarafindan
yayinlanmis olan ISPM 3 (Guidelines for the export,
shipment, import and release of biological control agents
and other beneficial organisms) ve EPPO tarafindan
yayinlanan PM 6 (Safe use of biological control)
uluslararasi standartlarina uyulmasi son derece
onemlidir. Faydali Organizmalarin hedef disi canlilara
(bitki ve diger canlilar) zarar vermesi 6nemli bir risktir
(Birisik ve ark., 2012).

Fungal BCA’larin ticarilestirimesindeki buyik
ekonomik engelden biri de risk degerlendirmesidir. Risk
degerlendirmesi c¢alismalari, kayit amaglari icin sarttir.
Fungal BCA’larin hem insanlara hem de hedef olmayan
diger organizmalara karsi guvenli oldugu goésterilmelidir.
Batin bunlar ¢ok zaman alir ve pahalidir. Bu Urinin
pazara alinmasindaki gecikme ¢ogu zaman tahmin
edilenden daha fazladir. Bazi sirketler satislarin
baslamasini bekleyerek iflas etmis durumdadir (Butt ve
ark., 2001).

ithal edilecek dogal diismanlarda olmasi gereken
Ozellikler ve yapilmasi gereken 6n galismalar su sekilde
siralanabilir:

-Konukgu spektrumu dar olmalidir. Bu nedenle
konukgusuna 6zellesmis parazitoitler polifag predatdrlere
tercih edilmelidir.

-Yerli dogal diugsmanlardan daha basarili olmaldir.
Girdikleri boélgeye uyum saglamalidir. Girdikleri bélgenin
ekolojikkosullarinda yeteri kadar cogalamiyorlarsa etkili
olmalari mimkun degildir.

-ithal edilecek dogal diisman kolay iiretilebilmelidir.
Cunkl ithal edilen dogaldismanlarin girdigi bdlgeye
yerlestirme sansini arttirmak icin birkag yil belli surelerle
milyonlarcasinin uretilip salinmasi gerekebilir.

7

-ithal edilecek dogal diisman, girdigi bolgede belli
bir stre sonra zararli durumuna gegcmemelidir. Bunun i¢in
ithal edilmeden Once, vyerlestirilecegi bodlgede
olusturabilecedi olumsuzluklari yasamamak i¢in her tirlG
risk faktorleri arastinimahdir (Uygun ve ark., 2010).

5-Fungal Biyokontrol Ajanlarin Etkinliginde

Cevresel Faktorlerin Etkisi

Biyokontrol ajanlarinin etkinligi, cesitli cevresel
faktorlerden etkilenerek, antagonistik  etkilerinin
azaltilmasina veya gelistiriimesine yol agabilir. Sicaklik,
su varligi, pH, pestisitlerin/fungisitlerin varligi, metal/agir
metal iyonlari ve antagonistik mikroorganizmalar;
biyokontrol ajanlarinin yasamini ve islevselligini etkileyen
temel faktorler arasindadir (Kredics ve ark., 2003;
Compant ve ark., 2010).

a-Sicakhk

Cogunlukla mezofilik olan Trichoderma izolatlari
icin 6nemli bir faktdr gibi gorlinmektedir ve bunlarin
biyokontrol etkinligi dislk sicaklikta azalmaktadir
(Kredics ve ark., 2003). Bir Trichoderma harzianum izolati
ile Sclerotinia sclerotiorum' un 25°C'deki mikoparasitizmi,
15°C' ye goére daha yiksektir. Trichoderma virens, 25-
30°C' ye kiyasla 15°C'de daha dusuk miktarlarda
antibiyotik  etki  gdsteren  gliotoksin  Uretmistir
(Ghorbanpour ve ark., 2017).Trichoderma asperellum
izolatlarinin 12 ile 37°C arasinda degisen sicakliklarda
blylyebildigini ve maksimum blylimenin 27°C'de
gézlemlendigini gdstermistir. izole edilen IBLF 914 susu,
22-32°C' lik sicaklik araliginda, marul fidelerinde
Sclerotinia minor ve Sclerotinia sclerotiorum' un neden
oldugu hastahgin siddetini azaltmistir (Domingues ve
ark., 2016). Bununla birlikte, bazi Trichoderma tirleri
daha diisiik sicakliklarda daha iyi calisabilir. Ornegin,
Trichoderma viride tarafindan beyaz c¢urlkgil patojen
Sclerotium cepivorum'un mikoparazitligi, 10°C'de en
yuksektir ve sicaklik yikseldikge azalan bir egilim
gostermektedir (Clarkson ve ark., 2004).

b-pH

Trichoderma hlicre disi enzimlerinin in vitro
aktiviteleri ¢esitli pH seviyelerine farkli tepki vermektedir.
Cripps-Guazzone ve ark. (2016) R-glukozidaz,
sellobiohidrolaz ve NAGaz i¢in 5.0, R-ksilosidaz i¢in 3.0,
tripsin benzeri proteaz icin 6.0 ve kimotripsin benzeri
proteaz icin 6.0-7.0optimal pH degerini rapor etmistir
(Cripps-Guazzone ve ark., 2016).
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c-Su varhgi

3-glukosidaz, R-ksilosidaz ve kimotripsin benzeri
proteazin en ylksek aktiviteleri, disik su potansiyeli
degerlerinde, miselyumun optimal buytimesi icin gerekli
olandan daha fazladir. Ayrica, ¢ogu enzim igin miselial
bdyimenin durdugu c¢ok dusik bir su potansiyelinde
(14.8MPa) dénemli in vitro aktiviteler tespit edilmistir. Bu
nedenle, daha dusik su potansiyeline sahip olan
topraklarda kserotolerant mutantlarin  kullaniimasi
Onerilmistir. Dustk su varhgr genellikle Arbuskular
Mikoriza kolonizasyonunu azaltir, ancak bazi AM suglari
kuraklik stresinde arbuskul olusumuna ve hif gelisimine
sahip bir Glomus sp. susunda gozlemlendigi gibi kuraklik
kosullarina iyi adapte olabilirler (Ghorbanpour ve ark.,
2017).

d-Metaller ve agir metaller

Toprakta yilksek konsantrasyonlarda fungusun
buyumesini ve iglevini olumsuz ydnde etkileyebilir. Farkl
Trichoderma tirlerinde on metalin (aliminyum, bakir,
nikel, kobalt, kadmiyum, g¢inko, manganez, kursun, civa
ve demir dahil) misel gelisimi Uzerindeki etkilerini ve
tripsin benzeri proteaz, kimotriptik proteaz, NAGaz, 3-1,3-
glukanaz, RB-glukosidaz, selobiohidrolaz, - ksilozidaz ve
endoksilanaz gibi gesitli enzimlerin in vitro aktivitelerini

arastirmiglar.  Miselial buylme, metallere maruz
kalmaktan o6nemli derecede etkilenmistir. En dusik
inhibitdr konsantrasyon (IC50) degerleri bakir igin

g6zlemlenirken, en yiksek deger aliminyuma aittir.
Metal-direncli Trichoderma suslari (UV mutagenezi ile
Uretilen mutantlar), fungal patojen Fusarium culmorum, F.
oxysporum f.sp. dianthi, Pythium debaryanum ve
Rhizoctonia solani suslarinin etkili antagonistleri oldugu
gosterilmistir. Metal-direngli Trichoderma mutantlari, ayni
anda patojenlere kargi kesin etki gosterebilen ve direng
gelisimini azaltan metal iceren fungisitler ile kombine
edilebilir (Ghorbanpour ve ark., 2017).

e-Antagonistik mikroorganizmalar

Fungal ajanlarin  yayilimini  ve biyokontrol
aktivitesini  olumsuz yonde etkileyebilir.  Toprak
bakterilerinin, topraktaki fungal patojen
Gaeumannomyces graminis var tritici ye karsi
Trichoderma koningii' nin antagonistik aktivitelerini
baskiladigi gosterilmistir. Buna gobre, antibakteriyel
aktiviteye sahip olan biocontrol ajani funguslarin kullanimi
topraklarda 6rnegdin Trichoderma suslari i¢in yararh bir
Ozellik olabilir. 18 Trichoderma susunu bakteriyel
hicreleri degrede etme yetenekleri acisindan
incelemigler ve bakteriyel hicrelerin degredasyonu ile
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iliskili anahtar enzimler olan en az 3 tripsin benzeri
proteaz, 6 kimotripsin benzeri proteaz ve 4 NAGaz
salgilayarak Bacillus subtilishiicrelerini parcalayabilen bir
izolat (T. harzianum T19) bulmuglardir (Ghorbanpour ve
ark., 2017).

f-Yiuksek UV radyasyon ve CO, seviyeleri

Yiksek UV radyasyon ve CO, seviyeleri gibi iklim
degisikligine bagl faktorler de fungal biyokontrol
ajanlarinin etkinligini etkileyebilir. UV-B radyasyonunun,
biyokontrol ajanlari Trichoderma spp. veClonostachys
rosea'nin konidia Uzerinde inhibe edici etkileri oldugu
gosterilmistir. Yiuksek CO, seviyeleri, topraktan izole
edilen  Trichoderma sp. aktivitesini  arttirmigtir.
Arastirmalar, Trichoderma turlerinin, pH'i 4.4olan bir hava
atmosferine kiyasla, % 2 CO,atmosferinde daha iyi bir
aktivitesi oldugunu ve fungal bidyidmenin % 10 CO,'de
durduruldugunu géstermistir. Bununla birlikte, alkali
pH'da (7.7), tim Trichoderma turlerinin % 10 CO,'de
blyime oranlari % 2 CO;'den daha
yuksektir(Ghorbanpour ve ark., 2017).

6-Biyokontrol Ajan Olan

Klullaniminda Yeni Yaklagimlar

Dogal olarak olusan biyokontrol olaylari,
biyokontrol kapasitesine sahip olan bitkileri Gretmek icin
taklit edilebilir. En umut verici biyokontrol ajanlarindan biri
olan Trichoderma' nin igerdigi farkli genler, patojenlere
karsi daha yuksek direng gdsteren transgenik bitkiler
Uretmek icin kullanilabilir. Rhizoctonia solani' nin neden
oldugu kilif yanikhdina (Sheath blight) karsi direng
Trichoderma atroviride' den hicre duvari pargalayici
enzimleri kodlayan genlerin aktariimasi ile olusturulan
piring transgeniklerinde basariimistir (Ghorbanpour ve
ark., 2017; Liu ve ark., 2004). Agrobacterium delivery
system kullanarak patates mikrotuberlerini, kitinaz
(chit42, from T. atroviride) ve B-1,3-glukanaz (bgnl3.1,
from T. virens) genleri iceren pBIKE3 plasmidi ile
transforme edilmistir. Transformantlar, Rhizoctonia
solani' ye (AG-3) kars! belirgin bir antifungal aktivite
gOstermistir (Ghorbanpour ve ark., 2017; Efsani ve ark.,
2010). Kanola bitkilerinin kotiledonlu petiolleri, bir
endokitinaz geni (chit33, Trichoderma atroviride' den)
kullanilarak transforme edilmistir (Ghorbanpour ve ark.,
2017; Solgi ve ark., 2015). Transgenik bitkiler kok
curdkligu patojeni Sclerotinia sclerotiorum' a maruz
birakilmis ve lezyon boyutlarinin, transgenik olmayan
kontrol bitkilerine kiyasla 6nemli 6lgide daha dusuk
oldugu gorulmustir (Ghorbanpour ve ark., 2017).

Funguslarin
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Benzer sekilde, fungal biyokontrol ajanlarinin
etkinligi; genomik, metabolomik, proteomik, metagenomik
ve transkriptomikler gibi biyoteknolojik araclar ve "omik"
yontemler kullanilarak gelistirilebilir (Mukherjee ve ark.,
2013; Massart ve ark., 2015). Ornegin, Serratia
marcescens bakterisinden Trichoderma harzianum' a
guclu bir kitinaz geninin aktarilmasi, patojenik fungus
Sclerotium rolfsii' ye karsi daha etkili litik aktivite ile
sonuglanmigtir. Yine, kitinaz genlerini agiri expresse eden
Trichoderma harzianum transformantlari, toprak kaynakl
patojenler Rhizoctonia solani ve Sclerotinia sclerotiorum'’

un blylime inhibisyonunda daha etkili olmustur
(Ghorbanpour ve ark., 2017).
Mikovirls araci gapraz korumada, bitki

hastaliklarinin kontrolU i¢in yapilan bir galismada, bir DNA
mikovirisiinin  (Sclerotinia sclerotiorum hipovirulans
DNA virist 1), ekstraselller olarak uygulandiginda
Sclerotinia sclerotiorum hiflerini basarili  bir sekilde
enfekte edebildigini gdstermistir. Bu yeni bulgu, baz
fungal patojenler igin mikoviris partikillerinin dogal
fungisitler olarak kullanilabilecegini distndirmektedir.
Avrupa Castanea sativa bitkilerinde kestane yanikligini
kontrol etmek igin MMCP yaklasimi uygulanmistir (Yu ve
ark., 2013).

Biyolojik kontrol ajanlarinin birlikte uygulanmasi,
mumkin oldugunca genis spektrumlu bir antagonistik
etkinin kullanimi, daha c¢esitli patojen gruplarini
hedefleme ve bitki savunma enzimlerinin ve sekonder
metabolizmanin daha ylksek oranda indiklenmesini

saglama avantajina sahip olmasindan  dolayi
uygulanmaldir. AMF ve Trichoderma harzianum
tarafindan yapillan domates ve patlicanlarin cift

asilanmasinin, bu tedavilerin tek uygulamalarina kiyasla,
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis’ in neden oldugu
solgunluk hastaliginin daha iyi bir sekilde inhibe edilmesi
ile sonuglandigini belirtmigstir (Sghir ve ark., 2016).

Fungisitlerle kombinasyon halinde biyokontrol
ajaninin kullaniimasi igin, daha disik dozlarda kimyasal
fungisitlerin kullaniimasiyla cevresel yuklerin
azaltilmasinin yani sira daha iyi sonuglarin elde edilmesi
icin fungisite direngli biyo-kontrol funguslarinin Uretimi
gerceklestirilmistir. Fungisite direncli faydali funguslar ve
kimyasal fungisitlerin ¢ift uygulamasi, 6zellikle, ciddi bitki
hastaligi salginlarini 6nlemek veya durdurmak ve
patojenlerde direng gelisimini azaltmak igin kesin
onlemler gerektiginde yararli olabilir (Ghorbanpour ve
ark., 2017).
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