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Puccinia (Pucciniales) Species Determined
on Artemisia members in Turkey

Sanli KABAKTEPE', Murat KURSAT?, ligaz AKATA*, Semsettin CIVELEK®

'Inénii University, Battalgazi Vocat Sch., Battalgazi, Malatya, Turkey.
’Ankara University, Faculty of Science, Department of Biology, Tandogan, Ankara, Turkey.
*Bitlis Eren University, Department of Biology, Faculty of Science and Arts, Bitlis, Turkey.
‘Firat University, Faculty of Sciences, Department of Biology, Elazig, Turkey

Abstract:In the current study, two species belonging to genus Puccinia (Puccinia
abrotani Fahrend. and P. artemisiicola P. Syd. & Syd.) are determinate on Artemisia and
these species are new records for Turkish mycobiota. Containing the previously reported
three Puccinia members recorded on Artemisia (P. chrysanthemi Roze, P. dracunculina
Fahrend. and P. tanaceti DC.), an identification key was given for Turkish Puccinia
determinate on Artemisia. Short descriptions of the newly reported species are provided
together with macro and microphotographs and discussed briefly.

Key words: Puccinia, Artemisia, New records, Turkey.

) Tiirkiye'de Artemisia Uyeleri
Uzerinde Belirlenen Puccinia (Pucciniales) Turleri

Oz:Mevcut calismada, Puccinia cinsine mensup iki tiir (Puccinia abrotani Fahrend. ve
P. artemisiicola P. Syd. & Syd.) Artemisia Gzerinden belirlenmistir ve bu turler Turkiye
mikobiyotasi igin yeni kayittir. Daha 6nceden rapor edilen ve Artemisia cinsi Uzerinden
kaydedilen Ug¢ Puccinia Uyesi (P. chrysanthemiRoze, P. dracunculina Fahrend. ve P. tanaceti
DC.,) de dahil edilerek, Artemisia Gzerinden belirlenmis Turkiye Puccinia'lari i¢in bir teshis
anahtari verilmigtir. Yeni kayit olarak verilen turlere ait kisa tanimlamalar ile makro ve
mikrograflari verilerek kisaca tartisiimistir.

Anahtar kelimeler: Puccinia, Artemisia, Yeni kayitlar, Turkiye.

Introduction

Artemisia L., belonging to the family
Asteraceae, is a large a genus of small herbs
and shrubs distributed in temperate climates,
generally in dry or semiarid habitats. The genus
includes more than 500 species that have
ecological and economic importance (Tabur et
al., 2012). Many species are used as food,
medicine, forage, or soil stabilizers in disturb
habitats, while some species are lethal or
allergenic (Hayat et al., 2009). Tracing to
literature (Kursat and Civelek, 2011; Firat,

*Corresponding author e—-mail: akata@science.ankara.edu.tr

2015), genus Artemisia is represented by 27
taxa (21 species, 3 subspecies and 3 varieties)
in Turkey (Kursat, 2012).

The rust fungi are obligate plant parasitic
group of the order Pucciniales (Basidiomycota).
The group contains approximately 7000 species
within 168 genera and they cause diseases in
economically important plant species including
ferns, conifers and angiosperms (Cummins and
Hiratsuka, 2003).
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Puccinia Pers. is the largest genus of this
group that comprise more than 5000 widely
distributed species and there are 27 species
report on several Artemisia species (Farr and
Rossman, 2016)

According to literature (Bahgecioglu and
Kabaktepe, 2012; Kabaktepe et al., 2015a;
2015b; 2015c; 2015d), Puccinia chrysanthemi
Roze, P. dracunculina Fahrend. and P. tanaceti
DC. are known as Artemisia host species, but
there is not any record of Puccinia abrotani
Fahrend. and P. artemisiicola P. Syd. & Syd. in
Turkey.

The current study aims to make
contribution to the mycobiota of Turkey.

Materials and Methods

Fungi samples were collected in 2007
from Turkey. The host specimens were prepared
according to established herbarium techniques.
Host plants identified use the Flora of Turkey
and the East Aegean lIslands (Cullen, 1975).
Spores were scraped from dried host
specimens and mounted in lactophenol.
Macrophotographs were taken under a stereo
microscope (Novex trinocular zoom stereo
microscope RZT-SF). Microphotographs were
taken under a light microscope (Noveks B series
1000). Analysis LS Starterwas software was
used to measure. The current names of fungi
are given according to www.indexfungorum.org.
Names of host plants and families are given
according to http://www.theplanlist.org. Voucher
specimen are deposited in the Indni University
Herbarium (INU).

Results

Systematic enumeration of the reported
species belonging to the genus Puccinia is
provided below.

Key to species of Puccinia determinate
on Artemisiain Turkey.

1.Mesosporesnotseen .........cccooeuveeeeeiiineennn. 2
1." MeSOSPOresS SEEN .......coccveeeeeeieeeniene 3
2.Teleutospores smooth. ...........P. dracunculina
2.* Teleutospores finely verruculose at upper
Cell e P. tanaceti

3.Teleutospores smooth ............ P. artemisiicola
3.*Teleutospores verruculose ...........cccceveeenen... 4
4.Teleutospores chestnut brown and up to 46
[V L3 P P. chrysanthemi
4 *Teleutospores dark brown and up to 62 uym
......................................................... P. abrotani

1. Puccinia abrotani Fahrend., Annls
mycol. 39(2/3): 181 (1941). Figure 1.

3 y 3
m .. 1

Figure 1. P. abrotani on Artemisia abrotanum
A-dried herbarium specimen;

B- infected plant leaves

C-stereo microscope view of P. abrotani

on stem surface;

D- LM view of Teleutospores.

Uredinia generally hypophyllous, on
irregular, pallid-yellow or brownish, scattered or
in clusters, 1-1,5 mm, pulverulent, snuff brown.
Urediniospores globoid-ellipsoid, 22-39 x 23-32
pm, wall echinulate, brown with 3 equatorial
pores.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Teleutosori mixed with uredinia.
Teleutospores ellipsoid or oblong, rounded at the
both ends or slightly thickened above or slightly
attenuate downwards, scarcely constricted on
septa, 29-62 x 19-34 pm, wall delicately
verruculose, dark brown, 1,5-2,5 ym, at apex up
to 9 um, pore in upper cell apical, pedicels up to
80 um, hyaline, persistent. Mesospores
subgloboid or pyriform, 32-37 20-21 ym, dark
brown.

Specimen examined: Mus, on Artemisia
abrotanum L., 1266 m., N 38° 47.423, E 41°
29.795,23.11. 2007, M. Kursat 1044,

2. Puccinia artemisiicola P. Syd. &Syd.,
Monogr. Uredin. (Lipsiae) 1(1): 14 (1902). Figure

{'\~ Y J

N1 /‘ 0,5 cm | 50 o

Figure 2. P. artemisiicola on Artemisia taurica
A-dried herbarium specimen;

B- infected plant leaves

C-stereo microscope view of P. artemisiicola
on stem surface;

D- LM view of Teleutospores.

Nisan(2017)8(1)1-5

Teleutosori amphigenous, on petioles, on
stems, scattered or in groups, elongated on
stems, covered by the epidermis, dark brown.
Teleutospores ellipsoid, oblong, rounded above
and slightly attenuate downwards, constricted
on septa, 33-63 x 12-25 uym, wall smooth,
brownish, 1,5-2,5 um, at apex up to 14 um, pore
in upper cell apical, pedicels up to 70 um, hyaline
or yellowish, deciduous. Mesospores ellipsoid-
globoid, 22-40 12-23 pm, wall brownish,
smooth, 1,5-2,5 um, atapexup to 6 um.

Specimen examined: Van, Kuzgun
Koran pass, on Artemisia fragrans Willd., 2142
m, N 38°23.367, E 42° 47.319, 19.09.2007, S.
Civelek-M. Kursat 1049; Ankara,Gubuk Dam
Lake, Karaman village, on Artemisia taurica
Willd., 1130 m., N 40° 17.583, E 33° 01.018,
10.09.2007, M. Kursat 1027; Kayseri, Amanos
pass, 1121 m, N 38° 43. 377, E 35°
04.811,22.10.2007, M. Kursat 1089.

3. Puccinia chrysanthemi Roze, Bull.
Soc. mycol. Fr. 16: 92 (1900).

Specimen examined: AJri, on Artemisia
absinthium L. Dogubeyazit, Sulugem,northern
slopes of Zor mountain, 2054 m, N 39°42.476, E
43° 51.399, 22.09.2007, S. Civelek, M. Kursat
1063; Bitlis, on Artemisia incana (L.) Druce,
Adilcevaz-Ahlat pass, 1720 m, N 38° 47.855, E
42° 43.000, 23.09.2007, S. Civelek, M. Kursat
1075; Malatya, Sivas, on Artemisia austriaca
Jacq. and Artemisia taurica Willd. (Bahgecioglu
andYildiz,2001; 2005).

4. Puccinia dracunculina Fahrend.
Annls mycol. 39(2/3): 181 (1941).: Sanliurfa, on
Artemisia dracunculus L. (cultivated species)
(Kavak and Bilgili, 2015).

5. Puccinia tanaceti DC., in Lamarck &
de Candolle, Fl. frang., Edn 3 (Paris) 2: 222
(1805).

Specimen examined: Hakkari, on
Artemisia haussknechtii Boiss., Hakkari- Van
pass,1624 m, N 37° 34.873, E 43° 54.148,
21.09.2007, . Civelek, M. Kursat 1059;
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Van,on Artemisia splendens Willd.,
Girpinar, Sopa konak village ,2692 m, N 38°
12.533, E 43° 37.055, 21.09.2007, . Civelek,
M. Kursat 1060; Kahramanmaras, on Artemisia
campestris L. (Bahgecioglu et al., 2006); Kars,
Ardahan; on Artemisia campestris L. var.
marschalliana (Spreg.) Poljak. (given as
Artemisia marschalliana Spreng.) (Bahgecioglu
and Kabaktepe, 2012); Ardahan, Kahraman-
maras, Kars, on Artemisia vulgaris L.
(Bahgecioglu et al., 2006; Bahgecioglu and
Kabaktepe 2012).

Discussion

P. abrotani and P. artemisiicola resemble
other rust species growing on Artemisia due to
their general appearance. P. abrotani can easily
be separated from other Puccinia species
growing on Artemisia by its larger and darker
teliospores while P. artemisiicola by its smooth
teliospores and mesospores.

P. abrotani has been reported from
Belarus, Germany, Lithuania, Poland and
Romania on Artemisia abrotanum L. (Braun,
1982; Girilovich et al., 2003; Ignataviciute and
Minkevicius, 1993; Savulescu, 1953). The
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Infundibulicybe alkaliviolascens (Tricholomataceae):
Turkiye Mikotasi igin Yeni Bir Kayit

Ertugrul SESLI", Aysegil TOPCU SESLI?

'Karadeniz Teknik Universitesi, Fatih Egitim Fakdiltesi, Biyoloji Egitimi Ana Bilim Dall,
Trabzon, Turkiye
’IMKB Mesleki ve Teknik Anadolu Lisesi, Yenicuma Mah., Adres Sokak, Ortahisar,
Trabzon, Turkiye

Oz: Infundibulicybe alkaliviolascens (Bellu) Bellu (Sin.: Clitocybe alkaliviolascens
Bellu —Tricholomataceae) Turkiye'den ilk kez rapor edilmis; arazi ve laboratuvar resimleri ile
desteklenip, kisa bir tartismaile birlikte sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Infundibulicybe alkaliviolascens, Trabzon, Turkiye, Yeni kayit.

Infundibulicybe alkaliviolascens (Tricholomataceae):
A New Record for the Turkish Mycota

Abstract: Infundibulicybe alkaliviolascens (Bellu) Bellu (Sin.: Clitocybe
alkaliviolascens Bellu — Tricholomataceae) was reported for the first time from Turkey;
supported with field and laboratory images and was presented with a short discussion.

Key words: Infundibulicybe alkaliviolascens, Trabzon, Turkey, New record.

Girig

2003 yilinda gergeklestirilen molekdler
calismalar 1siginda Clitocybe (Fr.) Staude
cinsinden ayrilmis olan Infundibulicybe
Harmaja, ginimiizde diinya ¢apinda 18 tirle ve
Tirkiye'de ise bu ¢calismadan énce sadece bir
turle (Infundibulicybe geotropa (Bull.) Harmaja)
temsil edilen kuguk bir cinstir (Staude, 1857;
Harmaja, 2003; Sesli ve Denchev, 2008; Solak
ve ark., 2015). Cinsin tipik ozellikleri olarak,
fruktifikasyon organinin Clitocybe tipinde
olmasi; bazidiyokarpin, nem oranina gére renk
degistirmemesi; sapkanin tabak veya huni
seklinde, ylizeyinin az ¢ok kadifemsi veya pullu,
renginin beyaz, ten renginde, pembemsi soluk
kahve, sarimsi kahverengi, kirmizimsi
kahverengi veya grimsi kahverengi olmasi;
lamellerin sap Uzerine dogru yayilmis; sporizinin
beyazimsi ve sporlarinin diiz ve seffaf olmasi;
silosistitlerin bulunmamasi; hem toprak ve hem

*Sorumlu yazar e-mail: ertugrulsesli@yahoo.com

de cimenler lzerinde yayilis gdstermesi
sayllabilir (Knudsen ve Vesterholt, 2008).

Son yillarda Tarkiye mikotasi ile ilgili
olarak gerceklestirilen calismalarda cesitli yeni
kayitlar saptanmistir (Kasik ve ark., 2013; Akata
ve ark., 2014; Acar ve ark., 2015; Kaya ve Uzun,
2015; Akata ve ark., 2016; Dogan ve Kurt, 2016;
Sesli ve Topcu Sesli, 2016; Topcu Sesli ve Sesli,
2016). Ayrica, Trabzon ilinden bilim diinyasi igin
bazi yeni cins ve turler tanimlanmistir (Vizzini ve
ark., 2015; Sesli ve ark., 2016; Vizzini ve ark.,
2016).

Bu calismanin amaci, bazidiyokarplari
Trabzon ilinden toplanan Infundibulicybe
alkaliviolascens turunu, orijinal resimleri ve kisa
bir betimi ile birlikte Turkiye'den ilk kez
tanitmaktir.
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Materyal ve Metot

Bazidiyokarp 6rnekleri 2015 yili Ekim ve
Kasim aylarinda Karadeniz Teknik Universitesi
Kanuni ve Fatih yerleskeleri icerisinde
gerceklestirilen arazi calismalari sirasinda
toplanmistir. Arazide saptanan bazidiyo-
karplarin dncelikle Canon 600D marka kamera
ile fotograflari c¢ekilmistir. Bazidiyokarplarin
toplandigi alandaki bitki tirleri not edildikten
sonra Ornekler paketlenip mikoloji laboratu-
varina getirilmistir. Spor izleri alindiktan sonra
kurutularak fungaryum kutularina yerlegtirilen
bazidiyokarplardan daha sonra kesitler alinarak
mikroskopik yapilari gérintilenmistir. inceleme-
lerde Melzer reaktifi, Kongo kirmizisi, potasyum
hidroksit, amonyak ve saf su kullaniimistir.
Sapkanin etli kismina KOH uygulanmis ve
renginin mor menekseye déndigu gézlenmisgtir.
Bazidiyospor, sistityum, bazidiyum, sapka derisi
ve hiflerin gérintilenmesinde Zeiss Axio Imager
arastirma mikroskopu; élgiimlerin yapilmasinda
ise Zeiss Axiocam marka kamera ile birlikte Zen
2 yazilim programi kullaniimistir.

Molekuler galismalar icin ayni ture ait iki
farkli koleksiyondan érnekler alinarak hiicrelerin
ribozomlarindaki DNA gen dizisine bakilmistir
(ITS). Saptanan gen dizileri Dinya Gen
Bankasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih. gov
/genbank) bu tire ait gen dizisi ile (KR264911)
karsilastiriimig; teshis hem morfolojik ve hem de
molekuler bulgulara gére yapilmistir.

Bulgular

Infundibulicybe alkaliviolascens
(Bellu) Bellu, Bresadoliana 1(2): 6 (2012)
(Tricholomataceae Lotsy)

[Clitocybe alkaliviolascens Bellu, Beih.
Sydowia 10: 29 (1995)] [Turkge ismi: Pileli]
[Sekil 1- 3]

Sapka 30-100 mm, soluk sari, kavun igi,
sarimsi kahverengi veya yumurta sarisi;
olgunlasinca 6zellikle sapka ortasinda daha
koyu kahverengi, kenarlarda daha agik renklidir.
Geng iken meyve tabagi biciminde, zamanla
orta kismi gukurlasir ve olgunlukta huni seklini
alir. Kenarlari bitin veya pargali, orta kalinlkta,
olgunlasinca incelir ve tipik olarak pileli bir
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gorinim kazanir. Sapkanin etli kismina KOH
uygulandigi zaman mor menekse rengine
dénduga goralur. Lameller sik, sarimsi beyaz
olup sap tzerine yayllmistir. Mide bulandirici bir
kokusu olup tadi hafif yakicidir. Sap 40-70 x
5-20 mm, silindirik, genellikle egri, tabana dogru
daha genis, sarimsi soluk kahverengi,
kirmizimsi kahverengi, yer yer tabanda daha
yogun olan beyaz pamuksu yapilarla kapli,
cizgili goériniste, bazen taban kismi oldukca
siskindir. Bazidiyosporlar 6-9 x 3.5-5 uym, ince
ceperli, elips biciminde, seffaf, diz veya hafif
suslidir. Bazidiyumlar 25-35 x 6.5-8.5 ym,
comak seklinde, seffaf, tanecikli ve 4 sporludur.
Lamel hifleri diizenli ve kancal olup sistityum
izlenmemisgtir.

Tiirkge isim Etimolojisi: “Pileli” ismi,
olgunlasan bazidiyokarplarin pileyi animsatan
gb6rinisinden esinlenilerek verilmistir.

incelenen Materyal: Trabzon, Karadeniz
Teknik Universitesi Fatih Yerleskesi,
41°00'40"K, 39°36'28"D, 20 m, 27 Ekim 2015,
gruplar halinde sahil sekoyasi altinda (Sequoia
sempervirens), Fatih Egitim Fakdltesi Kisisel
Fungaryumu 3607; Kanuni Yerleskesi,
40°59'39"K, 39°46'15"D, 112 m, 2 Kasim 2015;
tek tek veya gruplar halinde bégurtlen ¢ahliklari
(Rubus fruticosus) altinda, Fatih Egitim
Fakultesi Kisisel Fungaryumu 3645.

Tartisma

Harmaja (2003) tarafindan yapilan
molekiler ve morfolojik g¢aligsmalar bazi
Clitocybe uyelerinin ayrilarak farkl bir cins
olarak siniflandiriimasinin daha uygun olacagi
sonucunu ortaya koymustur. “Infundibulicybe
alkaliviolascens” ilk olarak “Clitocybe
alkaliviolascens” ismi ile taninmis; Harmaja
(2003) tarafindan “Infundibulicybe” adli bir cins
olusturulduktan sonra, Bellu (2012) tarafindan
yeni bir kombinasyon olarak bilim dinyasina
kazandiriimigtir.
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Sekil 1. Infundibulicybe alkaliviolascens: a—c= Bazidiyokarplar (6l¢cek gubuklari: a—c= 30 mm).
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Sekil 2. Infundibulicybe alkaliviolascens: a—c. Bazidiyumlar ve bazidiyoller (6lgek ¢ubuklari: a—c= 10 ym).
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Sekil 3. Infundibulicybe alkaliviolascens: Bazidiyosporlar (6lcek cubugu: 10 ym).
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Mevcut calismadan &nce, Turkiye'nin
cesitli yorelerinde yapilan ¢alismalarda bu cinse
ait sadece bir tlr (Infundibulicybe geotropa)
saptanmistir (Kaya, 2009; Turkoglu ve Yagiz,
2012).

2015 yil Sonbaharinda Karadeniz Teknik
Universitesi Kanuni ve Fatih yerlegkeleri
icerisinde yaptigimiz ¢alismalarda s6z konusu
tire aitiki farkh lokalite tespit edilmistir.

Tarafimizdan gergeklestirilen morfolojik
calismalar; geng¢ bazidiyokarplarin soluk sari
veya sarimsi beyaz; sapkanin daha dizgin ve
fazlaca bdlinmemis; olgunlasmis olanlarin ise
koyu saridan agik kahverengiye kadar

Nisan(2017)8(1)6-12

degistigini, 6zellikle sapka kenarlarinin pileli bir
sekil kazandigini gdstermistir. Mikroskopik
calismalar, Trabzon drneginin spor boyutlarinin
mevcut literatirle tam olarak uyumlu,
bazidiyumlarinin bir miktar daha uzun oldugunu
g6stermistir. Bu durumun ekolojik kosullardan
kaynaklanma olasiligin yiksek oldugu
sonucuna varilmistir (Bellt, 2012). Materyalin
sekans analiz sonuglari GenBank'taki sonug ile
(KR264911) %100 oraninda benzerlik
g6stermistir. Trabzon d&rneklerine ait sekans
analiz sonuclari asagidaki gibi saptanmistir
(115917_C7_C7+6525_1F+ITS4):

AACGGGGAAC
TGGACGGTTA
CCCAATGATG
AAGCCCGCAA
TTTAATGACA
AGATTCGATG
TCATCGATGC
CTTTTGACGG
CATAGACTAG
GCTAATGAAA
AAAATGAGAG
TTCAATAATG
CAAATTGGAC

CAACCTGATT
GAAAGCTGAA
GTCAACAATC
CTCCCATATC
CTCAAACAGG
ATTCACTGAA
GAGAGCCAAG
CGCATTTAAA
GGGGAATAAT
GCTTGAAAGT
CAAGCGTGCA
ATCCTTCCGC
CAAAGAAAGA

(114011_D2_D2+6475_1F+ITS4):

GGGGGGGAAC
TGGACGGTTA
CCCAATGATG
AAGCCCGCAA
TTTAATGACA
AGATTCGATG
TCATCGATGC
CTTTTGACGG
CATAGACTAG
GCTAATGAAA
AAAATGAGAG
TTCAATAATG
CAAATTTGAA

CTACCTGATT
GAAAGCTGAA
GTCAACAATC
CTCCCATATC
CTCAAACAGG
ATTCACTGAA
GAGAGCCAAG
CGCATTTAAA
GGGGAATAAT
GCTTGAAAGT
CAAGCGTGCA
ATCCTTCCGC
CAAAGAAAGG

TGAGGTCAAT
CATTGGCTTC
AAGTTCCACT
CAAGCCAATT
CATGCTCCTC
TTCTGCAATT
AGATCCGTTG
GTTGACATTC
ACAAGGAAAG
GTTCCCAAAA
CATGCCCCAA
AGGTTCACCT
AAAAAAAAA

TGAGGTCAAT
CATTGGCTTC
AAGTTCCACT
CAAGCCAATT
CATGCTCCTC
TTCTGCAATT
AGATCCGTTG
GTTGACATTC
ACAAGGAAAG
GTTCCCAAAA
CATGCCCCAA
AGGTTCACCT
AAATA

AGTCAATTAA
ACATCAGAAA
AATGCATTTA
CAATTCAATT
GGAATACCAA
CACATTACTT
TTGAAAGTTG
AAAGACATGC
CGCGCACTAA
GTCTACAATA
AGGGCCAGCG
ACGGAAACCT

AGTCAATTAA
ACATCAGAAA
AATGCATTTA
CAATTCAATT
GGAATACCAA
CACATTACTT
TTGAAAGTTG
AAAGACATGC
CGCGCACTAA
GTCTACAATA
AGGGCCAGCG
ACGGAAACCT

ATTATGATTG
TGGCGTAGAT
AGGAGAGCCG
CAAATTGAAG
GGAGCGCAAG
ATCGCATTTC
TATTCATTTA
ATTAGGGGTA
TGCCACATTC
AGTGCACAGG
ACAACTCACT
TGTTACGACT

ATTATGATTG
TGGCGTAGAT
AGGAGAGCCG
CAAATTGAAG
GGAGCGCAAG
ATCGCATTTC
TATTCATTTA
ATTAGGGGTA
TGCCACATTC
AGTGCACAGG
ACAACTCACT
TGTTACGACT

TCCAAGTCAA
AATTATCACA
ACTTGCTGAG
AGGTTGAGAA
GTGCGTTCAA
GCTGCGTTCT
TTTTAAAAGG
TATATGAAAA
CTCAAACCAA
TGGTTTGATT
TCAATTCAAA
TTTACTTCCT

TCCAAGTCAA
AATTATCACA
ACTTGCTGAG
AGGTTGAGAA
GTGCGTTCAA
GCTGCGTTCT
TTTTAAAAGG

TATATGAAAA
CTCAAACCAA
TGGTTTGATT
TCAATTCAAA

TTTACTTCCT




MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus _ Nisan(2017)8(1)6-12
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Bu arastirmanin finansmani Karadeniz Uzman Ahmet Aydin'a (Karadeniz Teknik
Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Universitesi, Fatih Egitim Fakiiltesi, ilkégretim
Birimince (BAP No: 11300) saglanmistir. Bolumu) ictenlikle tesekkir ederiz.
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New additions to Turkish Hyaloscyphaceae
Yasin UZUN', Abdullah KAYA', ibrahim Halil KARACAN?, Semiha YAKAR'

! Karamanoglu Mehmetbey University, Science Faculty, Department of Biology, 70100
Karaman, Turkey
? Omer Ozmimar Religious Anatolian High School, 27220, Gaziantep, Turkey

Abstract: Five hyaloscyphaceous macrofungi taxa, Calycina conorum (Rehm) Baral,
Discocistella grevillei (Berk.) Svréek, Hyalopeziza millepunctata (Lib.) Raitv., Lasiobelonium
variegatum (Fuckel) Raitv. and Rodwayella citrinula (P. Karst.) Spooner, were given as new
records for the mycobiota of Turkey. Four of them are the first members of the genera
Calycina Nees ex Gray, Discocistella Svréek, Hyalopeziza Fuckel and Rodwayella Spooner
in Turkey. The taxa are described briefly and the photographs related to their macro and
micromorphologies are provided.

Key words: Macrofungi, New records, Gaziantep, Turkey.
Tiirkiye icin Hyaloscyphaceae'ye Yeni ilaveler

Oz: Bes hyaloscyphaceous makromantar taksonu, Calycina conorum (Rehm) Barall,
Discocistella grevillei (Berk.) Svréek, Hyalopeziza millepunctata (Lib.) Raitv., Lasiobelonium
variegatum (Fuckel) Raitv. and Rodwayella citrinula (P. Karst.) Spooner, Tirkiye
mikobiyotasi icin yeni kayit olarak verilmistir. Bunlardan doért tanesi Calycina Nees ex Gray,
Discocistella Svréek, Hyalopeziza Fuckel and Rodwayella Spooner cinslerinin Turkiye'deki
ilk Gyeleridir. Taksonlarin kisa betimlemesi yapiimis ve tirlerin makro ve mikromorfolojilerine
ait fotograflari verilmistir.

Anahtar kelimeler: Makromantarlar, Yeni kayitlar, Gaziantep, Turkiye.

Introduction

Hyaloscyphaceae Nannf. is a fungal
family within the order Helotiales (Cannon and
Kirk, 2007). The members of the family are
mainly characterized by small apothecia
covered with well differentiated marginal and
lateral hairs. Species in this family are saprobic
and generally have a cosmopolitan distribution
(Hanetal.,2014).

So far 10 taxa of Hyaloscyphaceae
belonging to the genera Cistella Quél.,
Dasyscyphella Tranzschel, Lachnellula P.
Karst., Lasiobelonium Ellis & Everh.,
Neodasyscypha Sukova & Spooner and Perrotia
Boud. have been recorded from Turkey (Simer,
1982; Kagik et al., 2002; Dogan and Oztiirk,

Corresponding author: kayaabd@hotmail.com

2006; Akata et al., 2009a; Akata et al., 2009b;
Alkan et al., 2010; Ozturk et al., 2010; Sesli and
Denchev, 2014; Kaya et al., 2015; Uzun et al.,
2015).

The present paper deals with the
hyaloscyphaceous species collected from
Gaziantep province and aims to make a
contribution to the mycobiota of Turkey.

Materials and methods

Specimens were collected from various
localities within the boundaries of Gaziantep
province between 2014 and 2015. They were
photographed in their natural habitats and
ecological and morphological characteristics of
them were recorded.
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Micromorphological studies were carried
out under Nikon Eclipse Ci trinocular light
microscope. With the help of the relevant
literature (Raitviir, 1980; Breitenbach and
Kranzlin, 1984; Raitviir and Galan, 1993;
Cheype, 2004; Hairaud, 2010; Han et al., 2014;
Friebes and Wendelin, 2015) they were
idendified. The collected materials are deposited
in Karamanoglu Mehmetbey University, Kamil
Ozdag Science Faculty, Department of Biology.

Results

The systematics of the taxa are given in
accordance with Cannon and Kirk (2007), Kirk et
al. (2008), and the Index Fungorum
(www.indexfungorum.org; accessed 9
December 2016). The taxa are presented in
alphabetical order with a brief description,
habitat, locality, collection date, and accession
numbers.
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Leotiomycetes O.E. Erikss. & Winka

Helotiales Nannf.

Hyaloscyphaceae Nannf.

Calycina conorum (Rehm) Baral

Syn: [Cystopezizella conorum (Rehm)
Svréek, Pezizella conorum Rehm, Pezizella
conorum Rehm var. conorum]

Macroscopic and microscopic
features: Apothecia 0.2-0.6 mm in diameter,
disc shaped, sessile, concrescent, ivory white to
creamy yellow. Hymenial surface smooth,
concolorous with the outside (Figure 1a). Asci
45-50 x 5-9 pym, cylindrical. Paraphyses
irregularly cylindrical, often tapering towards the
apex (Figure 1b). Ascospores 7-8 x 2,5-3 um,
smooth, hyaline, without guttules (Figure 1c).

Specimen examined: Gaziantep
—islahiye, Kozdere village, pine forest, on Pinus
brutia Ten. cones, 37°06'N-36°39E, 560 m,
15.03.2014,K.8617.

Figure 1. Calycina conorum: a. ascocarps, b. asci and paraphyses, c. ascospores in an ascus



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Discocistella grevillei (Berk.) Svréek

Syn: [Calloria coniicola Cooke & W.
Phillips, Cistella grevillei (Berk.) Raitv.,
Clavidisculum grevillei (Berk.) Raitv.,
Dasyscyphus berkeleyi (A. Bloxam) Massee,
Dasyscyphus grevillei (Berk.) Massee, Lachnella
berkeleyi (A. Bloxam) W. Phillips, Lachnum
grevillei (Berk.) Nannf., Mollisia grevillei (Berk.)
W. Phillips, Peziza berkeleyi A. Bloxam, Peziza
grevillei Berk., Trichopeziza berkeleyi (A.
Bloxam) Sacc., Trichopeziza grevillei (Berk.)
Sacc., Urceolella berkeleyi (A. Bloxam) Boud.]

Macroscopic and microscopic
features: Apothecia 0.3-0.6 mm in diameter, cup
to soucer shaped, sessile, margin hairy, white,
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creamy white to light pinkish. Hymenial surface
smooth, concolorous with the outside (Figure
2a). Asci 40-55 x 4,5-7 um, cylindrical.
Paraphyses lanceolate (Figure 2b). Ascospores
7-9 x 1-2 ym, cylindrical, smooth (Figure 2c).

Specimen examined:

Gaziantep—Yavuzeli, Halilbasgh village,
stream side, on dead Conium maculatum L.
stem, 37°16'N-37°31'E, 560 m, 09.03.2014,
K.8588; Saribugdayh village, stream side, on
herbaceous stem, 37°17'N-37°31'E, 560 m,
16.03.2014, K.8675.

Figure 2. Discocistella grevillei: a. ascocarps, b. asci and paraphyses, c. ascospores

Hyalopeziza millepunctata (Lib.) Raitv.

Syn: [Dasyscyphus carmichaelii Massee,
Dasyscyphus elaphines (Berk. & Broome)
Massee, Dasyscyphus scrupulosus (P. Karst.)
Velen., Dasyscyphus scrupulosus var.
melampyriVelen., Dasyscyphus scrupulosus (P.
Karst.) Velen., var. scrupulosus, Dumontinia
ulmariae (Velen.) Holst-Jensen, Helotium
carmichaelii (Berk.) Massee, Helotium

15

scrupulosum P. Karst., Hyalopeziza scrupulosa
(P. Karst.) Raitv., Hyaloscypha millepunctata
(Lib.) Boud., Hymenoscyphus carmichaelii
Berk., Lachnella grisella Cooke & W. Phillips,
Lachnella scrupulosa (P. Karst.) W. Phillips,
Mollisia elaphines (Berk. & Broome) Gillet,
Mollisia millepunctata (Lib.) Sacc.,
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Olla millepunctata (Lib.) Svréek, Olla scrupulosa
(P. Karst.) Svrcek, Olla scrupulosa var. obscura
Svrek, Olla scrupulosa (P. Karst.) Svréek, var.
scrupulosa, Peziza carmichaelii W. Phillips,
Peziza cirrhata P. Crouan & H. Crouan, Peziza
elaphines Berk. & Broome, Peziza millepunctata
Lib., in Roumeguére, Peziza scrupulosa (P.
Karst.) P. Karst., Pezizella dematiicola Feltgen,
Pezizella millepunctata (Lib.) Rehm, Pezizella
scrupulosa (P. Karst.) Rehm, Phialea
carmichaelii (Berk.) Sacc., Pseudohelotium
elaphines (Berk. & Broome) Sacc.,
Pseudohelotium millepunctatum (Lib.) Sacc.,
Pseudohelotium scrupulosum (P. Karst.) Sacc.,
Pseudohelotium scrupulosum var. carpini Sacc.,
seudohelotium scrupulosum var. caulium Sacc.,
Pseudohelotium scrupulosum (P. Karst.) Sacc.,
var. scrupulosum, Pyrenopeziza grisella (Cooke
& W. Phillips) Boud., Pyrenopeziza grisella
(Cooke & W. Phillips) Boud., var. grisella,
Pyrenopeziza grisella var. ilicis (Feltgen) Boud.,
Sclerotinia ulmariae Velen., Tapesia dematiicola
(Feltgen) Boud., Trichopeziza cirrhata (P.
Crouan & H. Crouan) Sacc., Trichopeziza
grisella (Cooke & W. Phillips) Sacc.,
Trichopeziza grisella (Cooke & W. Phillips)
Sacc., f. grisella, Trichopeziza grisella f. ilicis
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(Feltgen) Sacc. & D. Sacc., Unguicularia cirrhata
(P. Crouan & H. Crouan) Le Gal, Unguicularia
millepunctata (Lib.) Dennis, Unguicularia
scrupulosa (P. Karst.) Hohn., Unguicularia
ulmariae (Velen.) Dennis, Urceola elaphines
(Berk. & Broome) Quél., Urceolella cirrhata (P.
Crouan & H. Crouan) Boud., Urceolella
elaphines (Berk. & Broome) Boud., Urceolella
scrupulosa (P. Karst.) Boud., Urceolella
scrupulosa var. carpini (Sacc.) Boud., Urceolella
scrupulosa var. caulia (Sacc.) Boud., Urceolella
scrupulosa (P. Karst.) Boud., var. scrupulosa]

Macroscopic and microscopic
features: Apothecia 0.1-0.3 mm in diameter,
urceolate, sessile, whitish to pale greyish when
fresh, whitish gray to pale olivaceous gray when
dry. Hymenial surface smooth, gray-whitish to
ocher (Figure 3a). Asci 30-40 x 4-7 ym, clavate,
eight spored. Paraphyses filiform, sometimes
branched in basal part (Figure 3b). Ascospores
5-7,5 x 1-1,8 ym, ellipsoid, sometimes clavate-
ellipsoid, smooth, hyaline (Figure 3c).

Specimen examined: Gaziantep-
Nurdagi, Gokgedere village, roadside, on dead
Rubus L. sp. stem, 37°09'N-36°42'E, 485 m,
07.03.2014, K.8500.

Figure 3. Hyalopeziza millepunctata: a. ascocarps, b. asci and paraphyses, c. ascospores in an ascus
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Lasiobelonium variegatum (Fuckel)
Raitv.

Syn: [Atractobolus variegatus (Fuckel)
Kuntze, Dasyscyphus variegatus Fuckel,
Lachnum variegatum (Fuckel) Rehm, Lachnum
variegatum (Fuckel) Rehm . variegatum)]

Macroscopic and microscopic
features: Apothecia 0.5-1.5 mm in diameter,
sessile, cupulate, external surface clearly hairy,
hairs are dense towards the margin and loose
towards the base. Hymenial surface smooth,
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cream to gray (Figure 4a). Asci 60-70 x 6-7 um,
cylindrical, eight spored. Paraphyses 60-90 x 2-
4 ym, somehow longer than asci, cylindrical with
attenuated top (Figure 4b). Ascospores 10-16 x
2-2,5 um, oblong, slightly curved, some with
small guttules towards the ends (Figure 4c).

Specimen examined: Gaziantep
—Yavuzeli, Halilbagh village, on Populus L. sp.
stump, 37°16'N- 37°31'E, 560 m, 02.10.2014,
K.10489; Saribugdaylh village, 37°17'N-
37°31'E, 560 m, 16.03.2014, K. 8676.

Figure 4. Lasiobelonium variegatum: a. ascocarps, b. asci and paraphyses, c. ascospores

Rodwayella citrinula (P. Karst.) Spooner

Syn: [Calycina flexuosa (Massee)
Kuntze, Helotium citrinulum P. Karst., Helotium
citrinulum P. Karst. var. citrinulum, Helotium
citrinulum var. seaveri Rehm, Helotium
flexuosum Massee, Hymenoscyphus citrinulus
(P. Karst.) J. Schrét., Mollisiella citrinula (P.
Karst.) Boud., Pezizella citrinula (P. Karst.)
Sacc.]

Macroscopic and microscopic
features: Apothecia 0.5-3 mm in diameter,
slightly convex to flat or disc shaped, sessile,
smooth or somehow pruinose, pale ocher
yellow, lighter at receptacle, hymenium smooth
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or finely puberulent, lemon to yellowish white
(Figure 5a). Asci 40-60 x 4.5-6 ym, cylindric to
cylindric-clavate, eight spored. Paraphyses
cylindric with slightly swollen apex (Figure 5b).
Ascospores 7.5-12 x 1.5-2.5 uym elliptic-fusoid,
elliptic-clavate, straight or slightly bent, hyaline,
smooth, sometimes constricted at the centre
(Figure 5¢).

Specimen examined: Gaziantep
—Nurdagi, Olucak village, mixed forest,
roadside, on dead herbs, 37°10'N-36°40'E, 950
m, 10.04.2015, K.11682.
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Figure 5. Rodwayella citrinula: a. ascocarps, b. asci and paraphyses, c. ascospores

Discussion Lasiobelonium variegatum (Fuckel) Raitv. is the
New contributions were made to the second member of the genus Lasiobelonium
mycobiota of Turkey with the addition of five Ellis & Everh. in Turkey (Kaya et al., 2015). As a
members of Hyaloscyphaceae. Among them result, the genera and the total taxa number of
Calycina conorum (Rehm) Baral, Discocistella Hyaloscyphaceae in Turkey increased to 10 and
grevillei (Berk.) Svr&ek, Hyalopeziza 15 respectively.
millepunctata (Lib.) Raitv. and Rodwayella
citrinula (P. Karst.) Spooner are the first Acknowledgements
members of the genera Calycina Nees ex Gray, The authors would like to thank TUBITAK
Discocistella Svréek, Hyalopeziza Fuckel and for supporting the Project (212T112) financially.

Rodwayella Spooner respectively, while
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Tarimda Mikorizal Funguslarin Etkinligi
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Oz: Mikoriza, olusturdugu misel yapilari ile birgok bitkinin kékleri arasindaki etkilesim
sonucunda her iki organizmanin da karsilikli yararlanmasina dayanan bir iligki
olusturmaktadir. Bu iliskide mikorizal fungus, gelisimi icin bitkiden karbon ve esansiyel
organik maddeleri temin ederken, bitkinin de su ile besin elementleri, tuz ve metabolitleri
alinmasina yardimci olmaktadir. Boylece, bu etkilesimde her iki taraf da yarar saglamaktadir.
Tarimda degisik alanlarda kullanilan mikorizal gruplardan en 6nemlileri endomikoriza ve
ektomikorizalardir. Mikorizal funguslar ve bitki kokleri arasindaki bu simbiyotik iliski,
dogadaki ekolojik dengenin anlasiimasina buyuk katkilar saglayan ototrof konukgu ile
heterotrof organizma arasindaki besin aligverisini ortaya koyan en guzel 6rneklerden
birisidir. Ginumuze ¢ok sayida bitkinin funguslarla simbiyotik bir ortaklik olusturdugu cesitli
calismalarla tespit edilmistir. Bu derlemede, mikoriza kullaniminin tarimin bir¢ok alaninda
Ozellikle toprak islahi ve verimliligi, bitki gelisimi, bitki hastaliklari Gzerine olan etkileri ve
6nemi hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Mikoriza, Mikorizal Fungus, Endomikoriza, Ekzomikoriza.

Effectiveness of Mycorrhizal Fungi in Agriculture

Abstract: Mycorrhizal fungus forms a mutual benefit as a result of interactions
between many plant roots and mycelium structures. While mycorrhizal fungus in this
relationship provides essential carbon and organic matter from plants, it also helps to plant
uptaking water, nutrients, salt and metabolites. Thus, the both sides in this interaction
provide benefit from each other. The important mycorrhizal groups used in various areas of
agriculture are endomycorrhizae and ectomycorrhizae. Mycorrhizal fungi and their symbiotic
relationships with plant roots is one of the most important example of demonstrating the
nutrient exchange between host and heterotrophic organisms feeding patterns that
contributes significally to our understanding of the ecological balance in the nature.
Nowadays, a large number of effective detection of mycorrhizal fungi that form a symbiotic
partnership with the plant has been identified by many studies. This reviewed will be focused
on the importance of mycorrhizal fungi use in many areas of agriculture, especially the
effects on plant development, plant diseases, the soil fertility and improvement.

Key words: Mycorrhizae, Mycorrhizal Fungi, Endomycorrhizae, Ectomycorrhizae.
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20



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

1. Girig

Mikorizal funguslarin yeryizinde
olusumunun ¢ok eski dénemlere dayandigi
tahmin edilmekte ve mikorizal funguslarin,
bitkiler ile simbiyotik iliski kurarak bitkilerin
yerylziine yayilisinda énemli rol oynadiklari
distunulmektedir (Smith ve Read, 2008).
Mikoriza terimi Yunanca'da myces (Fungus),
rhiza (k6k) anlamina gelen sézcuklerin bir araya
gelmesiyle olusmustur. ilk kez 1885 yilinda
Frank tarafindan bazi bitkilerin kéklerinde yogdun
bir sekilde kolonize olan, fakat hastalik
olusturmayan funguslar saptanmis ve bitki
kokleriyle bazi funguslarin ortak yasamlarini
tanimlamada kullaniimistir(Moser ve
Haselwandter, 1975; Hayman, 1981). Bitkiler ile
mikroorganizmalar arasinda goérilen mikorizal
ortak yasam bicimi, bilinen diger simbiyotik
yasam bicimleri arasinda en yaygin ve en 6nemli
olanidir (Allen, 1991). Son yillarda, mikorizal
ortak yasam 6nem kazanmaya baslamis ve bu
alanda yapilan calisma sayisi da giderek
artmistir (Gai vd., 2006; Martin ve Slater, 2007).

Mikorizal funguslar ve bitki kokleri
arasindaki ortak yasam iliskisinde, heterotrof
organizma ile ototrof konukgu arasindaki besin
alisverisindeki 6nemli kisim, farkh cinslere ait
mikorizal fungus turlerinin birgok farkli familya-
daki bitki turlerine 6zellesebildikleridir (Smith ve
Read, 2008).

Mikorizal funguslarin miselleri ile bitki
kokleri arasinda olusan baglanti sonucunda bir
dizi etkilesim gerceklesmektedir. Bu etkilesim
dogrultusunda bitki koklerinden kdék salgilari
toprakta bulunan mikorizal funguslara ait
sporlarin ¢imlenmesi ile hif tiplnin olugsmasi
sonucu hifler bitki k&klerine y&nelmektedir.
Boylece kok ile hifler arasinda baglanti
gerceklesmis olmaktadir. Bu temastan sonra kék
ile hif arasinda gergeklesen gugli bir adhezyon
vasitasiyla kdk yuzeyine baglanan mikorizal
funguslar, aprosoryum olusturarak bitki kékint
penetre etmekte ve kék dokusunda intersellller
olarak yayihs gostermektedirler (Peterson ve
Farquhar, 1994). K6k ylizeyinde olusan yogun
fungal 6rti ve misel yapisi bitki kékunin
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ulasamadigi yerlere ulasarak bitkiye yarar
saglamaktadir. Bu yarar sonucunda, fungus
bitkiden karbon alirken, bitkinin sagladigi kazang
mikorizal funguslarin topraktan aldigi besin
maddeleri ve suyun bulnyesine ulastiriimasidir
(Erzurumlu ve Kara, 2014).

Mikorizal funguslar; spor yapisina,
bitkilerde olusturdugu etki sekillerine ve kdk
icinde morfolojik ve fizyolojik yapilarina goére
biyuk farkliliklar gosterdikleri icin farkli sekilde
gruplandiriilmaktadirlar. Mikorizal funguslarin
olusturdugu miselin kdk yapisi ile iligkisine gore
endomikorizalar ve ektomikorizalar olmak tzere
iki blylk grup olusturmaktadirlar. Genel olarak
orman agaclari ile bazi meyve agaclarinda
ektomikoriza tipi bir ortak yasam goérulurken,
¢ogu kultur bitkilerinde ve bazi meyve
agdaclarinda ise endomikoriza tipi ortak yasam
gorulmektedir (Marschner, 1995). Ayrica, bu iki
buytuk grup disinda ericaceous ve orkide
mikoriza gruplari da bulunmaktadir.

Ancak, tarim agisindan kullanilan endo-
mikorizalar ve ektomikorizalar daha genis
alanda kullaniimaktadirlar (Anonim, 2014).

Dogal ekosistemdeki bu yararli ortak
yasam, bitki kéklerinin bir par¢asi olan mikorizal
funguslarin topraktaki yararli mikroorganiz-
malarla etkilesime girmesi sonucu bitkide kdk
eksudasyonu ¢ogalmakta ve kuru madde Uretimi
%25 oraninda artmaktadir. Bu etkilesim
sonucunda mikorizal funguslar, bitki blytimesini
arttirarak bitki canliiginin korumasinda rol alan
etkili faktorlerden birisi olarak goérilmektedir
(Sharma vd., 1992). Mikorizal funguslarin, bitki
gelisimi Gzerine etkileri sunlardir:

e Bitki besin elementlerini ve su alimini
arttirarak bitki gelisimini arttirirlar,

e Kimyasal glbre kullanimini azaltarak
cevreye yarar saglamaktadirlar,

e Fumigasyon veya solarizasyon
sonras! yapilan ekim sonrasi olusan bitkilerin
bodur kalmasini énleyerek bitki ekim kalitesini
arttirirlar ve erken bitki cikisini saglarlar,
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o Sasirtma sirasindaki fide sokunu ve
fide kayiplarini azaltirlar,

e Patojenlerin etkilerine karsi bitkiyi
korurlar,

e Zayifgelisenfide sorunlarini azaltirlar,

o Kuraklk ve cevre kosullarina kargi
olusan streslere karsi bitkiyi korurlar ve gelisim
direncini arttirirlar,

¢ Kirletilmis ve hatal tarim uygulamalari
sonucu zarar gérmus topraklardaki olumsuz
etkileri de azaltmaktadirlar (Ortas, 1998).

Kok ile birlikte simbiyotik olarak yasayan
mikoriza turlerinin bir¢gok yarari oldugu gibi
tarimsal Uretimdeki kullanim alani da her gegen
glin hizla artmaktadir.

1.1. Ektomikorizalar

Genel olarak orman agaclari ve bazi
meyve agaglari ile ortak yasam olusturan
ektomikorizalar, olusturduklari farkh yapilari ile
karakterize edilmektedirler. Bu yapilardan birisi
fungal ortadur (mantle). Fungal 6rti bitkilerde
koékun dis yuzeyindeki kdkgik yapisinda ¢ok
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sayida dallanmig olan hif ortlisi ile karakterize
edilen bir yapidir. Bu 6rtiinin kalinhgi ve yapisi
ortak yasam goésteren tire ve yetistigi cevresel
kosullari bagl olarak yuksek oranda farkhlik
gOstermektedir. Ortak yasam olusturan fungus
icin bu fungal 6rti olusumu, besin maddesi ve
karbon deposu olarak gérev yapmaktadir. Bir
diger karakteristik yapi ise harting net' tir. Bu
yapl, kokiin daha dis kisimlarindaki kortekste
kortikal ve epidermal hiicreler arasinda hicre igi
intraselluler hiflerin yogun yiginlar halinde bir
araya gelmesinden olugsmaktadir. Konukgu bitki
ve fungus arasindaki karbonhidratlarla
minerallerin degis tokus edildigi yapi harting net
ile gergeklesmektedir. Bir diger karakteristik yapi
ise external miselyum olan dis fungal 6rtiden
toprak icine yayilis gosteren hiflerden olusan
misel yapisidir. Bu misel besin alimi, besin
maddelerinin hareketini, su alimini ve topraktaki
diger yararli mikroorganizmalar ile etkilesim
olusturabilmeleri igin genis bir ylzey alani
olusturmasindan dolayi oldukg¢a 6nemlidir (Sekil
1) (Kibar ve Peksen, 2007).

External miselyum

—
Fungal _o/ |

Hartig net

Sekil 1. Ektomikorizalarin bitki kékleri ve dokularinda olusturdugu yapilar

(A: Peterson vd., 2004; B: Plantscience 4u, 2016)
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Ektomikorizal funguslar, tarimda énemli
yer tutan fungus gruplarindan birisini
olustururlar. Ektomikorizal fungus gruplarinin
codunlugunu Basidiomycota bélumi
olustururken toplamda 65 cins mevcuttur. Bu
grupta 45'i Basidiomycota, 18'i Ascomycota ve
geri kalani da Zygomycota bélimine aittir.
Ornegin; Basidiomycota'dan Agaricales
takimindan Boletus, Amanita, Tricholoma ve
Suillus cinsleri, Russulales takimindan
Lactarius, Cortinarius ve Russula cinsleri,
Aphyllophorales takimindan Thelephora cinsi,
Hymenogastrales takimindan Rhizopogon cinsi
ve Sclerodermatales takimindan Scleroderma
cinsi, Ascomycota bdliuminden Tuberales
takimindan Tuber cinsleri ve Zygomycota'dan
Endogonales takimina giren cinsler ekto-
mikorizal ortak yasam gOsteren funguslardir
(Isaac, 1992; Anonymous, 2007).

Ektomikorizal funguslar tropik alanlardan
¢ok mevsimsel iklim degisikliklerinin oldugu
ihman alanlarda ¢ok daha yaygin simbiyoz
olusturmaktadirlar (Carlile ve Watkinson, 1995).
Dunya florasinin yaklasik %10'nunda ekto-
mikorizal funguslar baslica Fagaceae (mese,
kestane, kayin), Pinaceae (¢am, gdknar,
karagam, ladin baldiran), Juglandaceae
(Amerikan cevizi, pekan), Betulaceae
(kizilagag, hus) Salicaceae (kavak, sdgut),
Myrotaceae (okaliptiis) ve diger bazi agaclarda
ortak yasam olusturmaktadirlar (Marx, 2001).
Ektomikorizal funguslarin ortak yasamdaki
etkinligi Uzerine yapilan arastirmalarda en ¢ok
kullanilan agacg turleri cam (Pinus) ve kayin
(Fagus)'dir (Carlile ve Watkinson, 1995).

Ektomikorizal funguslar ile bitki
etkilesime girdiginde olugsan kolonizasyon emici
koklerde sekil ve renk degisikliklerine neden
olur. Koklerin sekilleri catalli, ¢ok dallanmig
olabilirken, rengi kirmizi, sari, siyah, beyaz,
kahverengi veya karisik renklerde olabilir (Marx,
2001). Birgok ektomikorizal fungus, bitki kilcal
koklerinin dallanmasini arttiran bitki blyimesini
gelistirici gibberellin, oksin, etilen ve sitokinin
gibi bitki buyime dizenleyici hormonlari
Uretirler. Bu nedenle, kdk yapisinin absorptif
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kapasitesinin artmasi ile kok ve fungus dokusu
arasindaki temas yuzeyi artmis olur. Bu
dallanma bigimi ile bitki koku etrafinda mantar
dokunun olusturdugu manto yapisi ektomikori-
zalari karakterize ederek topraktaki miselden
saglanan besinler icin bir depo olarak gérev
yapmaktadir. Ayni zamanda bazi patojenlerden
ve olumsuz cevre kosullarindan kilcal bitki
koklerini korumaktadir (Sekil 2) (Molina vd.,
1993; Molinavd., 2001).

Dinyada ektomikorizal funguslar ile
yapilan ¢alismalarda ektomikorizal funguslarin
bitki gelisimini olumlu etkiledigi ve besin
maddesi alimini artirdigi saptanmistir (Akitsu
vd., 2000; Souza vd., 2004; Turjaman vd., 2006;
Repac, 2007). Ulkemizde 6zellikle orman
agdaclarinda bulunan ektomikorizalarla ilgili yok
denecek kadar az galigma olmasina ragmen,
ektomikorizal funguslarin &nemi bazi ¢alismalar
ile vurgulanmistir (Kara, 2000; Kara ve Tilki,
2001; Tilki ve Kara, 2004; Kibar ve Peksen,
2007, 2011; Peksen ve Kibar, 2007; Tufekgi,
2007;Toprak vd., 2014, Toprak vd., 2016)

1.2. Endomikorizalar

Endomikorizal grubu olusturan funguslar,
Fungi aleminin iginde yer alan Glomeromycota
bélimi lyeleridir. ipliksi misel topluluklarina
sahip olmasiyla arbuskdiler (¢ali-benzeri) olarak
adlandirilan genel cinse Glomus adi verilmistir
(Holt, 2009). Glomeromycota bolima funguslar
600 ile 620 milyon yil nceden olusmus olan ¢ok
eski bir gruptur. (Amaranthus, 2004; Redecker,
2008).

Endomikorizal funguslar Uzerinde en ¢ok
arastirma yapilan ve kullanilan mikorizalardir.
Arbuskiler mikorizal funguslar taksonomik
olarak Zygomycetes sinifi, Glomerales takimi,
Glomeraceae familyasina bagli olup,
Entrophospora spp., Acaulospora spp., Glomus
spp., Syclerocystis spp. Scutellospora spp. ve
Gigaspora spp. turlerini kapsarlar. Arbuskuler
mikorizal funguslarin etkisi ilk olarak 1959
yilinda rapor edilmistir (Baylis, 1959).
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Sekil 2. Fakl| ektomikorizal kdkler; A, Hysterangium sp. (Tuberales)
B, Rhizopogon vinicolor (Boletales) C, Poria terrestris (Polyporales);
D, Lactarius sanguifluus (Russulales); E-F, Amanita muscaria (Agaricales)

(Mycorrhizal Associations, 2008).

Endomikorizalarin karakteristik yapisi;
hem kortekste hiicre ici bosluklarda hem de
hlcreler arasi bosluklarda meydana gelmektedir
(Sieverding, 1991; Harley ve Smith, 1983; Smith
ve Read, 1997). Endomikorizal funguslar, hiicre
icinde agaclarin kok tipi gibi dallanmaya
benzeyen arbuskll olarak adlandirilan yapilar
(Sekil 3-A) olusturmaktadir. Endomikorizal
funguslar kortekste gelistigi icin ortamda lipitce
zengin oval sekilli olan vesikil (Sekil 3-B) adi
verilen yapilari olusturmaktadirlar (Marschner,
1995; Mossea, 1981). Arbuskiler mikorizalar,
hiflerini toprak icine salarlar ve olusan misel agi
¢ift ydnlt besin maddesi hareketini tesvik ederek
toprak besinlerinin ve suyun bitkiye yénelmesini
ve bitkide olusan fotosentez Urlinlerinin misele
gecgmesini saglarlar. Arbuskuler mikorizal
funguslar; hifler, ekstraradikal ve intraradikal
sporlar, vesikil intraselluler depo yapilari ve
ekstra radikal hiften dallanan yardimci hiicreler
ile bitki kdklerinin kabuk hiicreleri etrafinda ve
hicreler iginde misel agi olustururlar (Dalpe ve
Monreal, 2004). Bu yapilarla, bitki kokleri ve
mikorizal fungus arasinda etkilesim ile ortak
yasam basglamaktadir.
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Endomikorizalarin bitkiler ile etkilesim-
lerinin sonucu, gogunlukla kék ytizeyinde olugsan
ekstraradikal misellerin penetrasyonundan 3-4
hafta sonra dinlenme sporlari olan klamido-
sporlar olugsmaktadir. Bazi turlerde dinlenme
sporunun olugsumu 6 aya kadar uzayabilmek-
tedir. Klamidosporlarin buyuklikleri mikorizal
turlere gore farklilik gdstermekte boyutlar 15-
800 pm arasinda olmaktadir. Mikorizal fungus-
lar, bu sporlar sayesinde canliligini toprakta
birka¢ yil koruyabilmektedir (Sieverding, 1991)
(Sekil 3-C).

Tarimda en ¢ok kullanilan endomikorizal
grubu olan arbuskiler mikorizalar; bitki
gelisimini, 6zellikle de bitki besin maddelerinin
miktarlarinin kritik seviyelerinde olan
topraklarda ve zor cevre kosullarinda besin
elementi alimini tegvik etmekte ve kék gelisimini,
kéklerin absorbsiyon gucinin artmasi
sonucunda da besin maddesi ve su alinimini,
koklerdeki hicre yenilenmesini olumlu yénde
etkilemektedirler (Sieverding, 1991; Ortas,
2002).
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Sekil 3. Endomikorizalarin bitki dokusunda olusturdugu yapilar. A: Arbuskul yapisi; B: Vesikul yapisi C:

Klamidospor (www.mycorrhizas.info).

1.3. Tarimda Mikorizalarin Etkinligi

Ulkemizde mikorizal funguslarla ilgili
yapilan ¢alismalarda hem mikoriza ¢esitleri hem
de bu mikoriza c¢esitlerinin otsu ve odunsu
bitkilerin disinda meyve ve sebzelerde uygulan-
masina ydnelik calismalarda mikorizalarin
olumlu yénde etki gdsterdigi belirlenmigtir.
Mikorizalarin bitki biyimesinde ve bitkinin Uriin
veriminde etkili bir faktér olmasinin yaninda
bitkilerdeki hastalik ve zararlilara karsi da
bitkinin direncini arttirdigi cesitli ¢alismalarla
ortaya konulmustur. Ulkemizde ise mikorizal
funguslarin etkinligi ile ilgili galismalar yeni olup,
son dénemlerde bu alanda gittikge artan oranda
arastirma calismalari olusturularak, elde edilen
etkili mikorizal fungus turlerinin tarimda
kullanilabilirligi saglanmaktadir.

1.3.1. Mikorizal Funguslarin Bitki
Gelisimine Etkinligi

Mikorizalar, bitkinin yarar saglayamadigi
¢6zUnurllk orani az olan besin elementlerini,
ozellikle de fosforu absorbe ederek bitkiye
gerekli olan diger besin elementini aktarmak-
tadirlar. Yetistiriciligi yapilan bitkilerin, toprak
fungal hastalik etmenlerine ve topraktaki
nematodlara karsi bitkinin dayanikliligini
arttirmaktadirlar. Daha iyi beslenerek gelisen
mikorizali bir bitkinin, herhangi bir uygulama
yapilmadan geligsen mikorizasiz bitkiye oranla
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obligat bitki patojenlerine karsi daha dayanikh
oldugu g6zlenmistir (Demir ve Onogur, 1999).

Mikorizalar, bitki kdklerini ¢cevre faktorle-
rinin neden oldudu agir metal toksisitesi ve
tuzluluga kars! bitkiyi koruyarak bitkinin direncini
artirmaktadirlar (Harley ve Smith, 1983). Ayrica
mikorizal funguslar, verimsiz topraklarin bitki
buyumesi Uzerindeki olumsuz etkilerini de
azaltabilmektedirler (Mossea, 1981). Mikorizal
funguslar, bitki patojenlerine karsi da bitkinin
direncini artirarak bitkiyi beslerler ve direkt
rizosferde zararli organizmalarla micadele
ederek etkinligi arttirirlar (Dehne ve Schanbeck,
1979).

Mikorizal etki, olumsuz ¢evre kosullarinin
basinda gelen kuraklik kosullarina karsi bitki
dayanikliligini da artirabilmektedir. Bu etki,
direkt hifler ile olabildigi gibi mikorizanin bitki
fizyolojisi ve morfolojisi Uizerinde yaptigi farkli-
lasmadan dolayi kilcal kék olugumu ile de etkili
olmaktadir (Davies vd., 1992).

Mikorizal funguslar, toprakta fazla fosfor
oldugu zaman inaktif duruma gegcmekte ve bu
etki sonucunda diger bazi bitki besin
elementlerinin alinamamasina neden olmak-
tadir (Menge vd., 1978; Graham, vd., 1981;
Robson, vd., 1993).
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Mikorizalarin, fosfor igerigi dusik olan
verimsiz topraklarda bugday bitkisinin verimini
ve bitki gelisimini olumlu etkiledigi rapor
edilmistir (Hayman, 1970; Khan, 1975;
Thompson, 1990). Mikorizal funguslarin en
Onemli etkileri, bitkinin su iligkisini diizenleme-
leridir. Mikorizanin bitki su iliskisi Gzerine etkisi
ile uzun sirede siirdirilebilir tarimda avantaj
saglayabilir (Subramanian vd., 1995).

Mikorizal etkinin; bakir, ¢inko, demir,
kalsiyum, fosfor, magnezyum ve mangan gibi
bitki besin elementi alimini arttirdidi1 ve mikorizal
hifler sayesinde toprak igcerisinde bulunan besin
elementlerinin aliminin 60 kat daha fazla oldugu
arastirma sonugclarinda ortaya konulmustur
(Bieleski, 1973). Mikorizal funguslar, tuz stresine
karsi bitki dayaniklih@ini arttirmaktadirlar
(Menge vd., 1978). Mikorizal funguslarin, azot
fiksasyonu yapan Rhizobium bakterilerinin
nodul olusturmasinda da olumlu etkiler yaptigi
saptanmistir (Davis, 1978; Davis, 1979; Menge
vd., 1980).

Mikorizal funguslarin, topraktaki bitkilerce
alimi yavas olan fosforun kontrolli kosullarda
bitki tarafindan alimini hizlandirdigi yapilan
denemelerle gbézlenmistir (Mossea, 1981).
Mikorizal funguslar inokiile olmamis bitkilerin
kék bdlgesinin 1 cm uzagindaki fosfordan
yararlanabilirken, mikorizal funguslarla enfekte
olmus bitki kdklerinin fungus hifleriyle kokten 11
cm uzaktaki fosforu kolaylikla alabildigi ortaya
konulmustur (Livd.,1991).

Mikorizal funguslardan Glomus mosseae
ve Scutellospora tirlerinin domateste bazi
blyime parametrelerine etkileri arastiriimis ve
G. mosseae fungus tirindn bitki blylmesinin 7.
haftasinda bitki boyunu, sitrgin kuru madde
agirhgint ve cgiceklenme miktarini kontrol
bitkisine gbére dnemli derecede arttirdigi
saptanmigtir (Monther, 2009).

Glomus sp. ve Glomus aggregatum, G.
clarum, G. deserticola, G. intarardices, G.
monosporus, G. mosseae, Gigaspora
margaritha, Paraglomus brasilianum igeren
mikorizal prepatin domates, hiyar ve biber
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bitkilerinde fide c¢ikisi ve gelisimi ile bitki
gelisimine olan etkisi Uzerine yapilan ¢calismada;
bitki gelisimi agisindan Glomus sp. uygulamasi,
domates ve hiyar bitkilerinin gelisimlerinde etkili
olmustur. Buna karsilik mikorizal preparatin
biber bitkilerinin gelisimi agisindan herhangi bir
etkisi olmadig: tespit edilmigtir. Ayrica,
bitkilerdeki mikoriza kék kolonizasyon oraninin
Glomus sp.'de uygulamasinda hiyarda %71,
domateste %72 ve biberde ise %61 iken
mikorizal preparatta daha distk oldugu tespit
edilmistir (Yildiz, 2009).

Kiraz bitkisinde doku kdlttra ile elde
edilmis “Edabariz” ve “Gisela 5” anaglarinin
cevre kosullarina uyumlu olma evresinde
beslenme ve gelismeleri Uzerine arbuskuler
mikorizal funguslarin etkisinin arastirildigi
calismada, Glomus clarum, G. etunicatum, G.
intraradices, G. caledonium ve G. mosseae
mikorizal fungus tirlerinin karigsimi ile mikorizal
Uc¢ farkl substrat karisimi kullaniimistir.
Mikorizal etki sonucu, tim anag bitkiciklerinin
sasirtmada canliliklarini strdirerek daha ¢ok
besin alimi yaptid1 saptanmistir. Arbuskuler
mikorizal funguslarin bitkiciklere bulastiriima-
slyla kirazlarda buyime ve gelisme parametre-
lerini arttirarak kiraz anaci tretiminiiyilestirmede
yarar saglayacaklari saptanmistir (Aka-Kagar
vd., 2010).

Findik ile ektomikorizal fungus tiri olan
Lactarius pyrogalus'un farkli izolat ve
inokulasyon uygulamasinin mikoriza olusumu
ve fidan gelisimi Gzerine etkisinin belirlendigi
calismalarda; L. pyrogalus mantar trandn farkh
inokulasyon uygulamalari ve farkh bélgelerden
elde edilen izolatlarin findik fidanlarinda
ektomikoriza olusturdugu ve kontrol uygulama-
sina gore fidan gelisimlerinde olumlu sonuglar
verdigi tespit edilmistir (Kibar ve Peksen, 2011,
2016).

Bitkilerdeki klorofil miktari Gizerine yapilan
calismada; tohum ekiminden sonra bitkilerin
¢cimlenme, biyime durumlari, bitkilerin yaprak
klorofil degerleri ve c¢iceklenme zamanlari
Olgllmustar.
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Calisma sonucunda; mikoriza asilama-
sinin klorofil miktari Gzerine etkili oldugu ve
mikoriza asilamasi ile fosfor uygulamasi
arasinda interaksiyon oldugu belirlenmistir
(Akay ve Karaarslan, 2012).

Farkl fosfor dozlarinda mikoriza c¢esit-
lerinin tarla kosullarinda biberde verim ve bitki
gelisimine etkileri UGzerine yapilan calismada;
fosfor uygulamasinin tohum asamasinda
mikoriza asilanmis biberde verimi arttirdigi
belirlenmistir. Ayrica, sasirtma sirasinda yapilan
yeniden asilamanin da verimi artirdigi saptan-
mistir (Almacavd., 2013).

Yetistirme ortamina ilave edilen mikoriza
fungusunun bitki gelisimini, verimini ve meyve
kalitesini dnemli élcide artirdigi belirlenmis ve
verimde kontrol uygulamasina gére % 42.2 artis
saglanmistir (Oztekin ve Ece, 2014).

Serada buharla sterilize edilerek, blinye-
sinde dogal olarak bulunan Arbuskiler Mikorizal
funguslarinin (AMF) azaldig1 toprakta yetistirilen
bibere AMF tirleri (Glomus caledonium ve G.
clarum) farkh sekillerde uygulanmistir.
Uygulamalarin biberde bitki gelisimi, verim ve
bitkinin beslenme durumu Uzerine etkileri
arastirnimistir. Calisma sonucunda; serada AMF
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ilavesi bitki gelismesi ve verimi olumlu yonde
etkilemistir. Verim Uzerine etkisinde; birer kez
uygulamalarda kontrole goére yaklasik %16
oraninda bir artig, iki kez uygulama da yaklasik
%29 oraninda artis saptanmistir (Altuntas vd.,
2015).

1.3.2. Mikorizal Funguslarin Bitki
Hastaliklarina Karsi Etkinligi

Mikorizal funguslarin bitki patojenlerinin
etkilerine karsi daha direngli oldugu fakat
mikorizanin patojenlerin neden oldugu hastaligi
ortadan kaldirmadigi sadece hastalik simptom-
lari ve siddetini azalttigi saptanmistir (Davis,
1978; Davis, 1979; Menge vd., 1980).

Arbuskiler Mikorizal (AM) funguslarin
rizosfer bdlgesinin dnemli komponentlerinden
birisi olmasi ve bitkiler Uzerinde etkili olmalari
nedeniyle kdék hastaliklarinin ve micadele
acisindan olumlu etkileri sahiptirler. Calisma-
larin biyk bir gogunlugunda fungal patojenlerin
neden oldugu toprak kaynakh hastaliklarin AM
funguslari tarafindan azaltildigi ¢alismalar
sonucunda ortaya konulmustur (Ocak ve Demir,
2012) (Tablo 1).

Tablo 1. Bazi fungal patojenlere karsi kullanilan Arbuskiler Mikorizal Funguslar ve konukgulari

(Demir ve Akképri 2007).

Fungal Patojen

Konukgu Bitki

Arbuskiiler Mikorizal Funguslar

Aphanomyces euteiches

Fusarium oxysporum f.sp. chrysanthemi
F.o. f.sp. cucumerinum

F. o. f.sp. radicis-lycopercici

F. solani

Macrophomina phaseolina
Phytophthora fragariae

P. nicotianae

P. parastica

Pythium ultimum
P. ultimum
Rhizoctonia solani
R. solani

V. dahliae

Verticillium albo-atrum

Bezelye
Havug
Hiyar
Domates
Fasulye
Kavun
Cilek
Domates
Domates

Sogan
Biber
Fasulye
Patates
Patlican

Domates

Glomus intraradices

. intraradices

. mosseae

. intraradices

. mosseae

. intraradices

. fasciculatum & G. etunicatum
. mosseae

. intradices Glomus mosseae,
Gigaspora roseae

G. intraradices

G. intraradices

G. intraradices

G. etunicatum, G. intraradices
G. etunicatium, Gigaspora
margarita G. intraradices

G. mosseae, G. caledonium

DOOOLOLOOL®
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Rizosferin ve biyolojik miicadelenin
Onemli Gyeleri olan mikorizal funguslar iginde en
¢ok kullanilan arbuskuler mikorizal fungus
turlerinden Glomus fasciculatum, G. mosseae
ve Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli’
nin Sclerotinia sclerotiorum ve fasulye bitki
gelisimi Uzerine etkileri arastirilmistir. Fasulyede
morfolojik dederler dikkate alindiginda, patojen
populasyonunun uygulamalarda tim morfolojik
degerlerde azaldigi ve bitkilerde toplam azot ve
fosforiceriginin ise arttigi saptanmistir (Aysan ve
Demir, 2009).

Arbuskiler mikorizal funguslar ve bitki
patojeni bakteriler arasindaki iligki ile ilgili cok az
saylda galisma bulunmaktadir. Arbuskiler
mikorizal funguslardan en c¢ok kullanilan
mikorizal fungus Glomus mosseae' nin
domateste Erwinia caratovora' ya kars! bitkilerin
direncini arttirdigi ve bakterilerin rizosferde
azaldigr saptanmistir (Garcia-Garrido ve
Ocampo, 1988).

Mikorizal funguslardan Glomus mosseae
ile asilanmis domates bitkilerinde fungusun
Pseudomonas syringae bakteriyel etmeninin
zararini azalttigr saptanmistir (Garcia-Garrido
ve Ocampo, 1989).

Phytophthora parasitica'ya kars1 domates
koklerinde sistemik dayanikhhdi aktiflestirmek
icin G. mosseae ve G. intraradices turlerinin
etkinlik oranlari karsilastirilmisgtir. G. mosseae
tird Phytophthora parasitica'nin domates
kodklerinde olusturdugu hastalik belirtilerini
azalttigr saptanmistir. K6k protein
ekstraktlarinin Phytophthora parasitica'nin
hicre duvarinda litik etki géstermesi,
Phytophthora parasitica'ya kargi mikorizal
funguslarin sistemik bir etkisinin oldugu
saptanmistir (Pozovd., 2002).

Domates bitkisiyle G. mosseae fungus
hifleri arasindaki misel aginin gelismesinden
sonra bitkilerde, savunma enzimleri olan
peroksidase, B-1,3-glukanase, kitinase,
polifenol oksidase, lipoksigenase ve fenilalanin
ammonia-liyase aktivitelerinin tetiklenmesiyle
bitkinin Phytophthora nicotianae var. parasitica
ve Alternaria solani'ye kargi olan dayaniklilik-
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larinda artiglar saptanmistir. Bu sekilde, saglam
bitkilerin patojen saldirisina karsi kendi
savunmalarini aktive ettigi, mikorizal ag yoluyla
da komsu bitkilerdeki savunma sinyallerine karsi
etkili olabilecekleri 6nerilmektedir (Song vd.,
2010).

Domateste Fusarium oxysporum f. sp.
radicis lycopersici kok ve kdk bogazi
curuklagune kargi kullanilan organik tarim
prepararatlari Trichoderma harzianum ve
Bacillus subtilis ve bir mikorizal preparat olan G.
intraradices ile farklh denemeler yapilmistir.
Mikorizal preparat uygulamasinin kontrol
denemesine nazaran patojenle enfekteli
domates bitkilerinde stirguin kuru madde agirhgr,
sirgln boyu ve kdék boyunu arttirdigi
saptanmistir. Mikorizal preparat disinda
kullanilan G. etunicatum'un ise domateslerde
bitki gelisimi, verim ve Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici'ye karsi etkili olabildigi
belirlenmistir (Bigici, 2011).

Pamuk bitkisinde G. mosseae mikorizal
fungusunun pamukta solgunluga neden olan
Fusarium vasinfectum etmenine karsi hastalik
siddetini azalttigi goézlenmistir (Hu ve Gui,
1991). G. mosseae, G. versiforme ve
Sclerocystis sinuosa mikorizal fungus turleri
pamukta Verticillium solgunluk hastaligina karsi
kullaniimasi ile G. versiforme bitki patojeninin
topraktaki mikrosklerot yodunlugunu azalttigi
belirlenmistir (Liu, 1995). Tarlada yapilan
¢alismalarda ise patlican bitkisinde Verticillium
solgunluguna karsi G. etunicatum ve G.
margarita mikorizal fungus tirlerinin hastalik
etkisini belirli oranlarda azalttigi g&zlenmistir
(Matsubaravd., 1995).

Mikorizal fungus Glomus etunicatum'un
domatesin gelisimini tesvik ederken, bitkide
hastaliga karsi dayaniklilik uyarici salisilik asit
(SA) ile birlikte kullanildiginda G.etunicatum'un
domateste solgunluk patojeni Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici'nin kdkte
kolonizasyonunun engellendigini saptayarak
hastaliga kargi miicadelede kullanilabilecegini
bildirmislerdir (Ozgénen vd., 2001).
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Hiyar kok ¢uruklugu hastaligr Rhizoctonia
solani ve Fusarium solani'ye karsi mikorizal
funguslarin (G. mosseae, G. etunicatum ve
G.intraradices) etkinliklerinin belirlendigi sera ve
saks! calismalarinda, bu mikorizal funguslarin
patojen funguslara dogrudan etkisinin olmadigi
goérulmustir. Buna karsilik verim denemelerinde
mikorizal fungus uygulamasinin kontrole gére
verimde artigl sagladigi bildirilmistir (Yicel vd.,
2001).

Arbiskiler mikorizal funguslarin,
Rhizoctonia, Phytophthora ve Fusarium bitki
patojenlerinin neden oldugu hastaliklara kargi
alternatif olarak biyolojik micadelede
kullanilabildigi saptanmistir. Bu ¢alismayla
arbUskuler mikorizal funguslar ile biyolojik
mucadelede kullanilan diger organizmalar
arasinda iligki oldugu saptanmigtir. Bu karsilikli
yararl etkilesim, bitkilerde kok salgilarini,
fitoaleksinleri ve fenolik bilegiklerin Uretimini
tetiklemektedir. Bu sayede mikorizal funguslar,
toprak ve bitki mikrobiyal etkilesimini olumlu
sekilde etkilemektedirler. Mikorizal fungal
etkinin, bitki savunma genlerinin aktive
olmasiyla beraber kitinaz, glukanaz, flavonoid
biyosentezi ve fitoaleksinlerin Uretimini az da
olsa arttirdigi saptanmistir (Dalpe ve Monreal,
2004).

Mikorizal funguslarin salisilik asit (SA) ve
DL-B-amino-nbutyric asit (BABA) ile birlikte
kullanildiginda biberlerde kdk bogazi yaniklik
etmeni Phytophthora capsici'nin infeksiyon
potansiyeli Uzerine etkilerini arastirmistir.
Mikorizal funguslarin tohum ekimiyle birlikte
mikorizal inokulum yapilmis olan biber
bitkilerinin sasirtiimasindan sonra koklerde
%61.3-%68.1 arasinda degisen oranlarda
kolonize olduklarini belirlemistir. G. mosseae, P.
capsic'nin hastalik siddetini saksi kosullarinda
%91.7, sera kosullarinda %43 ve tarla
kosullarinda ise %57.2 oraninda azaltmistir
(Ozgénen, 2004).

Dogu Akdeniz Bélgesi'nde patlicanda
solgunluk hastaligina neden olan Fusarium
oxysporum f.sp. melongenae (FOM)'nin
yayginhk orani ile molekuler karakterizasyonu
ve bitkide hastaliga karsi dayanikhlik uyarici
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abiyotik ve biyotik faktérlerin hastaligin
gelisimine olan etkisini arastirmistir. Calisma
sonucunda her iki dayanikhlik uyaricinin da
hastaligin 6énlenmesinde etkin oldugu
belirlenmistir (Altinok, 2006).

Glomus coledonium, G. etunicatum, G.
fasciculatus, G. intraradices, G. mosseae,
Gigaspora margarita mikorizal fungus turlerinin
pamukta bitki gelisim parametreleri ve solgunluk
hastalik etmeni olan Verticillium dahliae'nin
hastalik siddeti Uzerine etkisinin saptandigi
calismada; mikorizal funguslarin V. dahliae
inokulasyonu yapilmadigl ve yapildigi
durumlarda pamuk bitkilerinde kolonizasyon
oranlarinda artiglar oldugu belirlenmistir.
Onceden mikorizal fungus inokulasyonu
yapilmis bitkilerde hastalik siddeti %31.3-65.6
azaldigi, hastalik siddetini azaltmada G.
mosseae ve G. etunicatum' in en etkin tirler
oldugu saptanmistir (Ozgénen, 2011).

Mikorizal funguslar (Glomus etunicatum,
G. fasciculatus, G. mosseae, G. intraradices ve
Gigaspora margarita) ve dayaniklilik tesvik edici
bazi kimyasallarin karpuzda solgunluk etmeni
Fusarium oxysporum f.sp. niveum (FON)
Uzerine etkileri arastiriimistir. Mikorizal
funguslar, FON'un hastalik olusturmasini
%48.4-58.1 oraninda engellemis ve en etkili
mikorizal fungusun G. margarita oldugu
saptanmistir (Cinar, 2011).

Geleneksel tarim uygulamalarinda;
Uretim alanlarinda uygulanan muicadele ve
hatali tarim uygulamalarinin getirdigi birgok
olumsuzluk, yetistiricilikte kullanilacak yéntem
ve materyallerin secgimlerinde farklilasmaya ve
alternatif yollar denenmesine imkan
saglamaktadir. Ekosistemin bir pargasi olan
mikorizal funguslarin etkinligi; bitki hastalik ve
zararli organizmalara kargi micadelede
kullaniimasi, bitki igin gerekli bitki besin
elementlerinin alim kapasitesini arttirmasi, bitki
geligsimini ve verimi arttirici olumlu etkileri
bilimsel ¢aligmalarla ortaya konulmakta ve her
gegcen gin mikorizal funguslarin énemi ve
tarimsal Uretimde kullanim alanlari giderek
artmaktadir (Koide ve Mosse, 2004; Almaca,
2014).
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Bitki kilcal kdkleriyle beraber etkilesimde
bulunan endomikorizalar ve ektomikorizalar
olmak Uzere iki 6nemli mikoriza grubu vardir.
Endomikorizalar daha ¢ok Glomeromycota,
ektomikorizalar ise Basidiomycota Uyesi
funguslarca olusturulur. Mikorizal funguslar,
farkli bitki turleri ile etkilesime girerek bitkilerin
yararina cesitli etkiler gostermektedirler. Bu
etkiler, bitkinin olumsuz c¢evre kosullarina karsi
bitkiye direng saglamak; bitkinin topraktan
alamadigi bitki besin elementlerinin alimini
saglamak; bitkinin ¢esitli bitki hastaliklarina karsi
direncini arttirarak bitkinin dayanikliligini devam
ettirme seklindedir. Dodada var olan bu ortak
yasam ile bitki ve fungus arasinda karsilikh
yararh bir yagsam olusmaktadir.

Mikoriza tirleri olan ektomikorizalarin
daha ¢ok orman agaglari, endomikorizalarin ise
6zellikle arbuskiler mikoriza turd birgok kaltur
bitkisinde gelisimi, toprak verimliligini
arttirdiklari, hastalik ve zararlilara karsi da
etkinlik goésterdikleri bircok calismada ortaya
konulmustur.

Tarimsal Uretimin surdardlebilirliginin
devam etmesi icin tercih edilmesi gereken en
etkili ve gtvenilir yolun, dogal hayat ekosistemin-
de yer alan yararli organizmalarla ilgili yeterli bilgi
birikiminin saglanarak ve bu bilgileri pratige
aktarilmasi ve tarim alanlarinda alternatif
yontemlerin gelistirilmesi disunldlmektedir.
Tarimsal Uretimde, bitki beslenmesinde ve bitki
koruma amacli kullanilan biyolojik miicadele
materyallerinin ekosistemde olusturduklari
dogrudan ya da dolayli etkilegsimlerinin detayh
olarak ortaya cikarilmasi gerekmektedir. Bu
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etkiler dogrultusunda 6zellikle bitki hastaliklarina
karsi mlcadelede alternatif yollar gelistirilerek
bitki hastaliklarinin siddetini azaltmada ve
kontrol altinda tutmaya yénelik kimyasallara
kargi biyolojik micadelenin gelismesi, cevre
korumasi agisindan alternatif yéntem olmakta-
dir. Bu dogrultuda biyolojik micadelede
kullanilan organizmalardan k&k sistemleri ile
yararli ortak yasam olusturan mikorizal
funguslarin alternatif biyolojik miicadele elemani
olarak kullanimi yarar saglayacaktir. Bu
derlemede mikorizal funguslarin tarimda
kullanimiyla ilgili bilgiler verilmesine ragmen,
pratik anlamda mikorizal funguslarin tarimda,
Ozellikle kultdr bitkilerinde etkin kullaniminin
saglanabilmesi igin zamana ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Yogun tarim faaliyetlerinin yapildigi
topraklarda &zellikle pestisitlerin ve inorganik
gubrelerin kullaniminin yodunlugu dikkate
alindiginda, toprak mikrobiyal potansiyeli, toprak
tuzlulugu, agir metal birikimi vb. toprak kirlilikleri,
bu tur bitki k6k ve mikorizal etkilesimlerini son
derece sinirlandirmaktadir. Dolayisiyla,
6ncelikle topraklarimizdaki organik madde
icerigi, kimyasal ve fiziksel yapisinin mikrobiyal
faaliyetleri engelleyecek duzeyde olmamasi
durumunda, mikorizal funguslarin tarimda
kullaniminin 6nl agilabilecektir. Bunun yaninda,
Trichoderma harzianum K-12 Rifai strainin
olusturulmasinda kullanilan protoplast fizyonu
ve benzeri teknolojilerle elde edilecek hibrit
mikorizal funguslarin, farkl 6zellikteki topraklara
adaptasyonlari saglanarak, tarim alanlarinda
Ozellikle 6rtl alti sebze yetistiriciliginde, orman,
sis ve meyve fidani yetistiriciliginde etkin
kullanimlari saglanabilir.
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Cay Uretim Asamalarindan izole Edilen Mayalarin
Tanimlanmasi
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0Oz:Cay Diinya'da sudan sonra tiiketilen en énemli icecektir. Bu calismada, cay
yapraklarinin tarladan fabrikaya gelisi ile baslayan g¢ay isleme asamalarindan ve posetlenen
siyah caydan izole edilen mayalarin tanimlanmasi ve bir dizi biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismada toplam 69 maya izolati elde edilmistir. izolatlarin
klasik yontemler ve Vitek YBC tanimlama kart sistemi kullanilarak tir tanimlamalari
yapilmigtir. Calismada izolatlarin %52.17'si Vitek YBC tanimlama sistemi ve klasik metotlar
ile birlikte %94-99 dogrulukta tir seviyesinde tanimlanirken, diger izolatlar tanimlana-
mamistir. Calismada bes farkli cins (Candida, Geotrichum, Cryptococcus, Saccharomyces
ve Trichosporon) ve 11 farkl tur tespit edilmistir. En siklikta rastlanan turler sirasiyla Candida
famata (Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder & Kreger-van Rij, in Kreger-van Rij 1984)
(%13), Cryptococcus laurentii (Cryptococcus laurentii (Kuff.) C.E. Skinner, Am. Midl. Nat.43:
249, 1950) (%11.5) ve Candida krusei (Issatchenkia orientalis Kudryavtsev, Bot. Mater. Otd.
Sporov. Rast. Bot. Inst. Komarova Akad. Nauk S.S.S.R. 13: 143, 1960)(%7) olarak tespit
edilmigtir.izolatlarin %5'inde slime aktivitesi pozitif, %51'inin ise hif ya da pseudohif
olusturmayip maya formunda oldugu belirlenmistir. izolatlarin %39'unda % 0.001'lik
siklohekzimit direnci belirlenmistir. izolatarin % 43'niin %50 ve 60'lik glikoz ortaminda iyi
Ureyebildigi tespit edilmistir. Ureme sicakliklarina bakildiginda izolatlarin 45 °C'de
Ureyemedikleri ancak 42 °C'de % 35'inin Ureyebildigi belirlenmistir. Fermentasyon testleri
sonucunda izolatlarin % 52'sinin test edilen 9 farkli karbonhidrattan en az birini, RCM
17C'nin ise 7 farkli karbon kaynagini fermente edebildigi belirlenmistir. Yapilan ¢alisma
sonucunda cay isleme asamalarinda ve paket cayda mayalarin varligi tespit edilmis ve bu
mayalarin tanimlanmasi gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Cay, Maya, Klasik Tanimlama, Vitek -YBC kart Sistemi.
Identification of Yeasts Isolated from Tea Processing Stages

Abstract: Tea is the most popular beverage in the world after water. In this study, it
was aimed to identify yeasts isolated from tea processing stages began with the arrival of the
tea leaves from fields to the factory and the bagged black tea and to determine some
biochemical properties of these yeasts. In this study, a total of 69 yeast isolates were
identified. The isolates were identified using conventional techniques and Vitek YBC
Identification Cart System. Although 52.17 % of the isolates were identified at species level
between 94-99% accuracy with using conventional techniques and Vitek YBC Identification
System, otherisolates were notidentified.

Sorumlu Yazar: sengulkaraoglu@erdogan.edu.tr
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In this study, five different genus (Candida, Geotrichum, Cryptococcus, Saccharomyces and
Trichosporan) and 11 different species have been identified. The most frequently
encountered species were determined as Candida famata (Debaryomyces hansenii (Zopf)
Lodder & Kreger-van Rij, in Kreger-van Rij 1984) (%13), Cryptococcus laurentii
(Cryptococcus laurentii (Kuff.) C.E. Skinner, Am. Midl. Nat.43: 249, 1950) (%11.5) and
Candida krusei (Issatchenkia orientalis Kudryavtsev, Bot. Mater. Otd. Sporov. Rast. Bot. Inst.
Komarova Akad. Nauk S.S.S.R. 13: 143, 1960) (%7).

Five percent of the isolates were found to be positive for slime activity and 51% of the isolates
were found to be yeasts which don't form hypha or pseudohypha. Also, 39% of the isolates
have resistant against cycloheximide (0.001%). It was determined that 43% of the isolates
were able to grow in the presence of 50-60% glucose. Considering the growth temperatures,
all isolates could not grow at 45°C but 35% of the isolates could grow at 42°C. Based on the
results of fermentation tests, it was determined that 52% of the isolates could ferment at least
one of the tested nine different carbohydrates and RCM 17C could ferment 7 different carbon
sources. In the result of this study, the presence of yeasts at tea processing stages and black
tea were determined and these yeasts were indentified.

Key words: Tea, Yeast, Conventional identification, Vitek- YBC Card System.
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Girig

Cay tim Dulnya'da sudan sonra tiketilen
en popller icecektir. Caylar fermentasyon
dereceleri baz alindiginda dért kategoride
siniflandirilir; non-fermentatif yesil ve sari ¢ay,
kismi fermente olan Oolong-tip ¢ay, tamamen
fermente siyah cay ve post-fermente koyu yesil
cay (Xuveark., 2011).

Mayalar, bilimde, gidada, saglikda ve
tarimsal alanlarda endustriyel 6nem tasimak-
tadir. Mayalarin geleneksel endistrideki énemi,
birgok gidanin fermenteri olup bunlarin basinda
bira, sarap, alkol, sake, ekmek, peynir, sosis,
salam, tursu, sirke vb. gidalar gelmektedir.
Mayalar geleneksel gidanin yanisira cgevresel
biyoteknolojide (biyoremidasyon), probiyotik,
yiyecek ve icecek kontrolinde, gida katki
maddeleri Uretimlerinde (Enzimler, flavonoidler,
pigmentler, organik asitler), biyokatalizérler
olarak (biyotransformatér, farmasoétikler ve
kimyasal aramaddeler) ve benzer protein
Ureticileri (enzim, hormon, asi ve toksin) olarak
kullanimlarinin yanisira biyolojik (molekdler,
genomik vb.) ve biyomedikal (ila¢ ve metabolit
vb) arastirmalarda énemli bir materyali
olusturmaktadir (Kurtzman veark.,2011).
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Cayin aromasina ve daha iyi fermente
olmasina katkida bulunan mayalarin tanimlan-
masi, endustriyel potansiyeli yliksek yeni yerel
suslarin elde edilmesini, bilimsel ve ekonomik
yeni calismalara temel teskil edecegdi dusunul-
mektedir. Bu bilgiler dogrultusunda bdlgemizin
6nemli gecim kaynagi olan ve de llke ekono-
misinde 6nemli bir yer tutan caydaki maya
tlrlerinin belirlenmesi hem ticari hem de saglik
acisindan énemli olacagd! dusunulmektedir. Bu
amagla, 2004-2005 yillarinda Gay-Kur'a bagli iki
¢ay fabrikasinda isleme asamalarindan alinan
cay érneklerinden ve Rize Ticaret Borsasi, Ozel
Gida Kontrol Laboratuvari'na gelen kuru siyah
¢ay numunelerinden izole edilen maya izolat-
larinin tanimlanmasi ve cgesitli 6zelliklerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Cay &6rneklerinde
bulunabilen maya tirlerinin belirlenmesi ve
cesitli 6zelliklerinin arastirilmasi, ¢ayin isleme
asamalarinda ve siyah cayda patojen veya
fermentasyonda etkili tirlerin bulunup bulunma-
dig1 konusunda bilgi verecegi ve daha kaliteli cay
Uretimine fayda saglayacagi dustintilmektedir.
Bu calisma Rize'de yetistirilen gaylardaki maya
turlerinin belirlenmesi acisindan yapilan ilk
calismadir.
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Materyal ve Metot

Gay Orneklerinin Toplanmasi

Bu galisma, Mayis 2004 — Eylul 2005
tarihleri arasinda, Caykur'a ait Cumhuriyet ve
Zihniderin Cay fabrikalarindan, yas cayin
fabrikaya girisi ile kuru ¢ay olarak c¢ikisi
arasindaki siyah c¢ay Uretim basamaklarinda
belirlenen 10 farkl istasyondan ve Rize Ticaret
Borsasi, Ozel Gida Kontrol Laboratuari'na gelen
ambalaj (siyah) caylarda alinan &rneklerden
yaplimistir. Calismada ¢ay fabrikasindan izole
edilen maya izolatlari RCM, ambalajli caylardan
izole edilen maya izolatlari HTM olarak
isimlendirilmistir. Cay fabrikalarindan siyah cay
Uretim basamaklarinda belirlenen istasyonlar-
dan her slrgin déneminde (yilda 3 slrgiln)
olmak tzere toplamda 60 drnek alinmistir.

Gay Orneklerinden Mayalarin

izolasyonu

Belirlenen c¢ay fabrikalarindan her
istasyondan yaklasik olarak 50 gr cay &6rnegi
steril kaplara alinarak hizli bir sekilde laboratu-
vara getirilmistir. Belirlenen 10 farkli istasyondan
alinan cay o6rneklerinden ve Rize Ticaret
Borsasi, Ozel Gida Kontrol Laboratuvari'na
gelen ambalaj (siyah) caylardan10 gr tartilip, 90
ml steril serum fizyoloji iceren cam erlenlere
aktariimistir. Erlenler ¢calkalamali su banyosun-
da 30 dk. bekletilerek érneklerin serum fizyoloji
icerisinde homojen dagilimi saglandi. Daha
sonra seri dilisyonlar hazirlanarak 10" ve 10°
dilisyonlardan Yeast Pepton Dekstroz (YPD)
agara ekim yapilarak 25°C'de 24-48 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon
sonunda YPD agar besiyerinde farkli morfolojiye
sahip tum kolonilerden YPD agar besiyerlerine
tek koloni ekimleri gercgeklestirilmistir. Elde
edilen saf kiltirlerin gliserol stoklari yapilimis ve
izolatlarin tanimlanabilmesi i¢in bir takim
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler
gerceklestirilmistir (Bilgehan, 2004).

Maya izolatlarinin Tanimlanmasi
Cay orneklerinden izole edilen maya
izolatlarinin tanimlanmasi Kreger van Rij, (1984)
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ve Kurtzman ve Fell, (1998) tarafindan &nerilen
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler
gergeklestirilerek belirlenmistir (Kreger-Van Rij,
1984; Kurtzman ve Fell, 1998). Tanimlanan
maya izolatlari Recep Tayyip Erdogan Universi-
tesi, Fen-Edebiyat Fakdltesi, Biyoloji Blum,
Mikrobiyoloji ve Molekiler Biyoloji Arastirma
Laboratuvarinda muhafaza edildi.

Maya izolatlarinin Morfolojik ve

Mikroskobik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Cay orneklerinden izole edilen izolatlarin
koloni morfolojileri, koloni renkleri, mikroskobik
géranimleri, vejetatif ireme 6zelikleri, hifa ve
pseudohifa olusturma o&zellikleri Patato Dext-
rose Agar (PDA) ve Malt Extract Agar (MEA)
besiyerlerine ekimleri yapilarak belirlendi
(Barnett ve ark., 1983).

izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Cay orneklerinden izole edilen maya
izolatlarinin farkli sicakliklarda tGreme ozelligi
Glikoz Yeast Peptone (GYP) Besiyeri kullani-
larak test edilmisti. Maya izolatlarinin 24-48
saatlik kulttrlerden GYP sivi besiyerine ekimleri
yapildi. Ekimleri yapilan tupler 17°C, 25°C,
37°C, 40°C ve 45°C'de 24-48 saat inkiibasyona
birakilarak farkli sicakliklarda tGreme 6zellikleri
belirlendi (Barnett ve ark., 1983).

izolatlarin %50 ve %60 glikoz iceren
besiyerinde Ureme &zellikleri Glukoz Agar
Besiyerinde (1lticin, 40 gr yeast eksrakt, 50 gr
veya 60 gr glikoz, 15 gr agar) belirlenmistir
(Wickerham, 1951).

izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Cay orneklerinden izole edilen maya
izolatlarinin biyokimyasal &zellikleri Ureaz
Uretimi, nitrat kullanimi, nisasta hidrolizi, indol,
metil red/voges prouskauer testi, sitrat kullanimi,
esculin hidrolizi ve selllaz Uretim testleri ile
belirlendi (Bilgehan, 2004; Yarrow, 1999;
Konemanve ark., 1997; Hols ve ark., 1994).
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izolatlarin fermentasyon 6zellikleri %2'lik glikoz,
galaktoz, laktoz, maltoz, sukroz, trehaloz,
mellebiyoz, selobiyoz ve %4'lik rafinoz
solUsyonlarindan hazirlanan besiyerlerine (1 It
icin, 4.5 gr yeast ekstrakt, 7.5 gr pepton, 4 ml
bromotimol mavisi (0.5 mg/ml)) ekilmesi ile
belirlenmistir (Barnett, 1983).

izolatlarin Slime Aktivitesinin

Belirlenmesi

Cay orneklerinden izole edilen izolatlarin
slime aktiviteleri Kongo Kirmizisi Agar (Congo
Red Agar) metodu ile gergeklestirildi. izolatlar
SDA (Sabouraud Dextrose Agar) besiyerinde
Uretildi ve taze kdltirlerden Kongo Kirmizisi
Agar (Brain Heart infusion Broth 37gl/l, glikoz 80
g/l, agar 10 g/lI, kongo kirmizisi 0.8 g/l)
besiyerine yeniden ekimleri gerceklestirildi. Petri
kaplar 25°C'de 3-5 guin boyunca inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonunda koyu kirmizi renk
olusumu pozitif, pembe ve beyaz renklerin
olusumu ise negatif olarak kabul edildi (Freeman
ve ark., 1989).

Jerm Tiipi Olusumu

Jerm tlpl olusumu testiigin insan serumu
kullanildi. Test solusyonu Vi steril su ile
sulandirilarak taze olarak hazirlandi. Bu amacla
0.5-1.0 ml steril serum icinde test edilecek maya
hicrelerinin taze kulttrlerinden (1 gunlik kaltar)
10° -10° hiicre/ml olacak sekilde siispansiyon
hazirlandi ve 25°C'de 1-3 saat inkube edildikten
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sonra mikroskopta lam lamel preparati
hazirlanarak jerm tipd olusumu incelendi.
Flamentdz yapi olusturan maya hicreleri pozitif
olarak degerlendirildi. Negatif kilttrler 24-48
saat bekletildikten sonra tekrardan kontrol edildi.
Pozitif kontrol olarak Candida albicans ATCC
60193 susu kullanildi (Yarrow, 1999).

Vitek YBC Dogrulama Testi

Cay orneklerinden izole edilen maya
izolatlarinin tanimlanmasi igin Vitek Maya
Biyokimyasal Kart Kiti (YBC) (Biomerieux,
France) Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda
kullanildi. Taze hazirlanan maya kultirlerinden
onceden hazirlanmis steril 0,45 M'lik NaCl
icerisinde aktarilarak Vitek Colorimeter Product
(No: 52- 1210) cihazi ile McFarland 2.0
bulanikligina ayarlandi. SolUsyonlar kartlara
yiklenerek kartlarin 30°C'de 24 ve 48 saat
inkibasyonu saglandi. Test sonuglari, 24. veya
48. saatte degerlendirildi.

Bulgular

Calismamizda, 2004-2005 yillarinda
Cay-Kur'a bagh iki (Zihniderin ve Cumhuriyet)
fabrikadan, ¢ay isleme asamalarini temsilen 10
farkli noktadan alinan 60 6rnekden (RCM) ve
Rize Ticaret Borsasi, Ozel Gida Kontrol
Laboratuari'na gelen 10 adet ambalaj siyah
caylarda (HTM) yapilan analizler sonucunda
izole edilen toplam 69 maya incelenmistir (Tablo

1).

Tablo 1. Cay numunelerinin alindid1 noktalar ve maya izolasyon sayisi

Maya izolasyonu

Cumbhuriyet Zihniderin
Numune Alinan Nokta Cay Fabrikas| Cay Fabrikas| Toplam
Sayi Sayi Sayi Yuzde (%)
1. Fabrika Girigi 2 1 3 4
2. Soldurma Girigi 3 1 4 6
3. Solduma Cikisi 2 2 4 6
4. Rotervan 1 1 2 3 4
5. Rotervan 2 1 1 2 3
6. Fermentasyon Girisi 2 1 3 4
7. Fermentasyon Ortasi 6 4 10 15
8. Fermentasyon Cikisi 5 6 11 16
9. Firin Girisi 4 3 7 10
10. Firin Gikisi 0 0 0 0
11. Ambalaj 22 32
Toplam 69 100
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izole ve karakterize edilen maya
drneklerinin sus numaralari ve PDA besiyerin-
deki koloni morfoloji ve mikroskobik 6zellikleri
Tablo 2'de verilmistir. izolatlarin gogu beyaz ve
krem renkte olup sadece HTM 28 izolati turuncu
renktedir. izolatlarin 46 (%67)'s! gibi bulyik
cogunlugu S (duzgun) tipi, 15 (%22)'i R
(purtukld) tipi ve 8 (%11)'i M (mukoit) tipi koloni
morfolojisine sahip oldugu belirlenmistir.
Calismada izolatlarin gesitli besiyerlerinde
tomurcuklanma sekilleri ve spor olusturma
dzellikleri de incelenmistir. izolatlarin 15'inde
ballitospor, 2'sinde askospor ve birinde artrospor
g6zlemlenmistir. HTM 16 izolatinda ise hem
ballitospor hemde askospor olusumu tespit
edilmistir. Calismada izolatlarin bir kisminin sivi,
bir kisminin kati bazilarinin ise her iki ortamda
hifa olusturduklari gézlenmistir. Herhangi bir
ortamda hifa olusturmayan izolatlarda jerm tupi
testi yapildiginda ise pseudohifa olusturdugu
belirlenmistir. Calismada herhangi bir besiyerin-
de ve sartlarda hifa ya da pseudohifa olusturma-
yan, sadece maya formunda bulunan izolat
sayisi ise 35 (%51) olarak belirlenmistir (Tablo
2).

Calismada maya izolatlarinin tanimlan-
masi i¢in bir dizi biyokimyasal, fizyolojik,
morfolojik testler ve bunun yanisira Vitek 2 YBC
kart sistemi kullaniimigtir. Bu 6zelikler iginde
patojenitede rol oynayan, mikroorganizmayi
konadin savunma mekanizmalarindan (fagosi-
tozdan) koruyan, tibbi mikolojide patojenite
faktdrd olarak bilinen slime aktivite varhgi
incelendiginde HTM 15, HTM 18, HTM 26, HTM
28 ve RCM 21B izolatlarinin (%7)'inin pozitif
oldugu, geri kalan 64 (%93) izolatin ise negatif
oldugu belirlenmistir. izolatlarin ozmolaritesini
belirlemek amaciyla yiksek seker icerikli (%50
ve %60) ortamda Ureme &zellikleri incelendi.
izolatlarin 30'unun her iki ortamda da oldukga iyi
Ureme Ozelligi goésterdigi tespit edildi. Maya
izolatlarinin belirli sicakliklarda treme 6zellikleri
test edildiginde ise tim izolatlarin 17°C, 25°C ve
37°C'de Ureyebildigi, ancak 45 °C'de ise higbir
izolatin Ureyemedigdi belirlendi. Calismada
42°C'de izolatlarin 24 (% 35)'Unin (HTM-4, 5,
10, 12, 13, RCM-4C, 7B, 9B, 9D, 14, 17C, 18A,,
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18B, 19B,, 22, 29C, 37D, 40B, 42H, 55K, 86H,,
104K, 108C,, 119H) Ureyebildigi, digerlerinin ise
bu sicaklikda tGreyemedikleri belirlendi.
izolatlarin 26 (% 39)'sinin (HTM-4, 11,13, 15, 28,
RCM-1H, 4A,, 4A,, 7B, 9D, 11, 17C, 18A,, 18B,
19B,, 29C, 37D, 38B, 40B, 42H, 56K, 86H, 86H,,
104K, 119H, 133K) % 0.001'lik siklohegzimit
direncine sahip olduklari belirlendi. izolatlarin
diger biyokimyasal 6zellikleri Tablo 3'de
verilmigtir.

Fermentasyon testleri sonucunda, izolat-
larin birgogunun sikrozu, glikozu, trehalozu,
maltozu, galaktozu, mellebiyozu, laktozu ve
rafinozu fermente edebilirken, higbir izolatin
cellobiyozu fermente edemedigi tespit edilmistir.
Fermentasyon testleri sonucunda izolatlarin 36
(% 52)'sinin test edilen 9 farkh karbon kayna-
gindan en az birini, RCM 17C izolatinin test
edilen 9 karbon kaynagdindan 7'sini (glukoz,
galaktoz, maltoz, laktoz, trehaloz, rafinoz,
sukroz), RCM 16 izolatinin ise 5'ini (glukoz,
galaktoz, maltoz, sukroz, trehaloz) fermente
edebilme &6zelliginde oldugu gdzlemlendi.
RCM9D izolati ise 3 farkli karbon kaynagini
(galaktoz, laktoz ve sukroz) fermente edebilme
6zelliginde oldugu belirlenmistir. Bunun yanisira
RCMS36 izolati galaktozu, RCM 25 izolati glukoz
ve galaktozu, RCM 23 izolati maltoz ve
trehalozu, RCM9E izolati glukoz ve maltozu,
HTM1 izolati melobiyoz ve rafinozu, RCM55K
izolatl ise trehaloz ve melobiyoz karbon
kaynaklarini fermente edebilme &zelliginde
oldugu belirlenmistir. Fermentasyon testleri
sonucunda 2 izolatin (RCM4C, RCM108C,)
sukroz ve trehalozu, HTM27 ve RCM9B'nin
sukroz ve glikozu, HTM5 ve RCM86H'In sukroz
ve melobiyozu, HTM26 ve RCM11'in rafinozu,
RCM86H, ve RCM119H"In trehalozu fermente
edebildiklerini géstermistir. Calismada, HTM10,
RCM21B ve RCMS53N izolatlarinin maltozu,
HTM13, RCM24 ve RCM38B izolatlarinin
glukozu, HTM4, HTM11, RCM4A,, RCM4A,,
RCM4A, RCM4B, RCM7B, RGCM18A,,
RCM19B,, RCM56K ve RCM104K izolatlarinin
ise sadece sukrozu fermente edebildigi
belirlenmistir.
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Tablo 2. Maya izolatlarinin morfolojik ve mikroskobik 6zellikleri
+° askospor, +™ artrospor, +° ; Ballitospor, MP; Monopolar, ML; Monolateral,
BP; Bipolar veya bilateral, MTP ; Multipolar veya multilateral

= - 5 £ £
' -‘; Z ’E § > E Maya izolatlar
2 S 3 571 9
2 G 5 £ g
4 o o Q
[ (7]
MP - [ HTM2, RCM4B, RCM34D,RCM35D
+* | HTM4, HTM5, RCM53N
+ ML - [HTM13
MTP - [ RCM53K
Krem BP ® | RCM18A,
MP - [ HTM1, RCM53L,, RCM133K
ML - | HTM12, RCM1H, RCM23, RCM37D
- +* | RCM86H
MTP - | HTM15, RCM9E, RCM14, RCM218B
T +>7 | HTM16
= MP - [ RCcM9D
n + MTP - [ RCM7B,RCM11, RCM42H
ML - [ RCM9B,RCM22
MP - | HTM3, HTMB, RCM7C
Beyaz RCM36B, RCM84B
MTP - | HTM26, RCM16, RCM24, RCM119H
- HTM27, RCM102J
ML - | HTM29, RCM25
+* | RCM48E, RCM86H;
BP RCM55K
Turuncu - MP - HTM28
MP - [ HTM11, RCM4A,, RCM19B,, RCM29C, RCM104K
ML - [ RCM19B;,
+ MTP - [ RCM18B, RCM40B, RCM108C;
0 Krem - RCM4A,
= BP +° | RCM4Ax
1 MP - [RcM17C
i MTP - | RCM32B,
- [HT™M10
Beyaz + MP ng RCM38B
ML - [HT™M17
N +" [ HTM18
T MTP +° | HTM19, HTM20
= Krem +* | HTM21
= MP - [HT™m7
- ML - [ RcM4C
MTP - [ RCM36C
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Tablo 3. Maya izolatlarinin fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
*:ind: indol, MR: Metil Red, VP:Voges Prouskauer, Cit: Sitrat hidrolizi, Esc: Eskulin hidrolizi, Nit: Nitrat
hidrolizi, Ure: Ure hidrolizi, NiP: Niasasta tiretimi, SelP: Selliloz tiretimi, +: pozitif, -: negatif, Z: zayif pozitif.

Glukoz | Biyokimyasal Ozellikler
uog % el lalolela % Maya izolatlari
& | |l |= |5 |0 |w|Z |D|Z |n

+ | + |- - - - + |- - + |+ | HTM1, HTM15

. .| i i . ) . ) ) + HTM3, HTM6, HTM27, RCM18A2, RCM42H,

RCM 53L+4, RCM56K

+ + | - - - + - + - + + HTM4, HTM21, RCM119H

+ |+ |- - - + |- + |+ |- + | HTM5, HTM19, RCM17C

+ | o+ |- - - - - - - - + | HTM11, RCM108C,

+ | + |- - - - - + |- - + | RGM37D, RCM40B, RCM55K
+ + | - - - + + + - - + RCM48E, RCM84B, RCM53N
+ | + |- - - + |+ |- + + |+ HTM20, RCM29C

+ |+ |- + |- + | - + |- - + HTM29, RCM24

+ | + |- - - + | - - + + |+ HTM17, HTM26

+ |+ |- - - - - + |+ |- + | HTM28, HTM2,

+ + | - - - + - - - - + RCM 4A,

+ |z |- - - - - + |+ |+ |+ | HTM7, RCM19B;, RCM21B

+ | Z |- - - - - + |- - + | HTM10, HTM16, RCM9B, RCM9E
+ |z |- - R - - - - - + | HTM13, RGM22

+ | Z |- - - + |- + |+ |- + | HTM18, RCM18B, RCM23

+ | Z |- - - + |- - - - + | RCM4A,;, RCM4A,, RCM16, RCM19B,,
+ |z |- + |- - - - + |+ |+ | RGM11, RCM36C

+ |z |- - - + | - + |- - + RCM102J

z | - |- - - - - + |- - - HTM12, RCM34D

Z - | - + - + + - - - + RCM 14

Z | z|- - - + |+ |+ |+ |+ |+ | RCGM1H, RCM35D

zZ\|z|- - - + |+ |+ |- - + | RCM4B, RCM4C, RCM7B

z |z |- - - - - + |- - + | RCM9D, RCM86H, RCM86H;
Z 1! z|- + |- - - - - - + | RCM25, RCM133K

Z 1| z|- + |- - + |+ |- - + | RCM36B, RCM 38B, RCM104K
- - - - - + |- + |- - + | RCM7C

- - |- + |- - + |+ |+ |- + | RCM32B;
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Calismada 69 maya izolatinin %52.17'si
(36 izolat) Vitek 2 YBC kart sistemi ve
biyokimyasal test sonuglarina gére %94-99
dogruluk orant ile tanimlanmistir. Biyokimyasal,
morfolojik ve Vitek sonuglarina gére 33 izolat ise
tanimlanamamistir. Calisma sonucunda
tanimlanan maya izolatlari incelendiginde 5
farkli cins ve 11 farkli tirin varhidi belirlenmistir
(Tablo 4). Yapilan g¢alismanin sonucuna goére
cay 6rneklerinden izole edilen mayalar icinde en
fazla belirlenen cins Candida olarak tespit
edilmistir. Calismada en fazla belirlenen tarler
ise sirasiyla Candida famata (Debaryomyces
hansenii (Zopf) Lodder & Kreger-van Rij, in
Kreger-van Rij 1984)(%13), Cryptococcus
laurentii (Cryptococcus laurentii (Kuff.) C.E.
Skinner, Am. Midl. Nat.43: 249, 1950) (%11.5) ve
Candida krusei (Issatchenkia orientalis
Kudryavtsev, Bot. Mater. Otd. Sporov. Rast. Bot.
Inst. Komarova Akad. Nauk S.S.S.R. 13: 143,
1960) (%7) olarak tespit edilmigtir. Bu turleri
sirasiyla Candida tropicalis (Candida tropicalis
(Castell.) Berkhout, De Schimmelgesl. Monilia,
Oidium, Oospora en Torula, Disset. Ultrecht: 44,
1923), Cryptococcus luteolus (Hannaella luteola
(Saito) F.Y. Bai & Q.M. Wang, in Wang & Bai,
FEMS Yeast Res. 8(5): 805, 2008) (%4),
Candida parapsilosis (Candida parapsilosis
(Ashford) Langeron & Talice, Annls Parasit. hum.
comp. 10: 1, 1932), Candida lusitaniae
(Clavispora lusitaniae Rodr. Mir., Antonie van
Leeuwenhoek 45(3): 480, 1979),
Saccharomyces cerevisia (Saccharomyces
cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, Meddn
Carlsberg Lab. 2: 29, 1883) ve Geotrichum
capitatum (Saprochaete capitata (Diddens &
Lodder) de Hoog & M.T. Sm., Stud. Mycol. 50(2):
508, 2004) (% 3), Candida albicans (Candida
albicans (C.P. Robin) Berkhout, De
Schimmelgesl. Monilia, Oidium, Oospora en
Torula, Disset. Ultrecht: 44, 1923) ve
Trichosporon pulluans (Trichosporon pullulans
(Lindner) Diddens & Lodder, Die
anaskosporogenen Hefen, Il Halfte: 410, 1942)
(% 1,5) izlemektedir.
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Tartisma

Bu calismada, 2004-2005 yillari arasinda
Cay-Kur'a bagh iki gay fabrikasinda isleme
asamalarinda alinan g¢ay 6rneklerden izole
edilen 47 adet (RCM) ve Rize Ticaret Borsasi,
Ozel Gida Kontrol Laboratuari'na gelen kuru
siyah ¢cay numunelerinden izole edilen 22 adet
(HTM) olmak uzere toplam 69 maya izolat
tanimlanmistir. Bu ¢calisma tlkemiz igin Rize ¢ay
bitkisinin islenme asamalarindan ve siyah
caydan maya izolasyonu ve tanimlanmasi
acisindan yapilan ilk calismadir. Bu galisma ile
Rize bdlgesinde Uretilen caya 6zgl maya
mikrobiyatasi hakkinda bilgiler literatire
kazandirilmigtir.

Cay isleme asamalarinin her biri kalite
icin 6nemli olmakla birlikte mikrobiyolojik agidan
fermantasyon asamasi, kivirmanin baslamasin-
dan oksidasyonun tamamlanmasina kadar
gecen zaman olup bu evrede mayalarin
varhidinin ve kaliteye olan etkinliginin 6nemli
oldugu disintlmektedir. Fermantasyon
esnasinda nispi rutubetin %90-95, sicakligin 24-
26 °C olmasi ideal bir oksidasyon igin gereklidir
(Lee, 1983). Literaturdeki bilgiler ile benzer
olarak c¢alismamizda da, c¢ayin islenme
asamalarinda izole edilen mayalarin yarisinin
fermentasyon ve fermentasyon ¢ikis asama-
larinda elde edildigi gérulmektedir.

Calismada tanimlanan maya izolatlarinin
timinin 45°C'de Ureyemedikleri, 24 izolatin
42°C'de Ureyebildigi tespit edilmistir. izolatlarin
timindn 17°C, 25°C ve 37°C Ureyebildigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda 37°C
Ureyebilme 6zelligi gdsteren izolatlarin memeli
vicut sicakhginda rahatlikla treyebileceklerini
gbstermektedir.

Literatirde cay bitkisinin isleme asama-
larindan ve siyah ¢aydan mayalarin izolasyonu
ile ilgili birgok ¢calisma mevcuttur (Kozaki ve ark.,
1972; Herrera ve Calderon-Villagomez, 1989;
Mayser ve ark., 1995; Liu ve ark., 1996; Markov
ve ark., 2001; Ramadani ve Abulreesh, 2010).
Saccharomyces cinsi 6zelliklede S. cerevisiae
ise bu calismalarda oldukga sik rastlanan bir
tirdar (Herrera ve Calderon-Villagomez, 1989;
Liuve ark., 1996; Markov ve ark., 2001).
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Calismamizda da hem cayin islenme
asamasindan (RCM 25) hemde paket siyah
caydan (HTM 16) S. cerevisiae turu izole
edilmistir.

Candida'lar gayda blylk oranda bulunan
diger bir maya cinsidir. Bircok ¢alismada C.
famata, C. guiliermondii, C. krusei, C. kefyr, C.
obutsa ve C. colleculosa gibi tlrler izole
edilmistir (Kozaki ve ark., 1972; Herrera ve
Calderon-Villagomez, 1989; Liu ve ark., 1996;
Ramadani ve Abulreesh, 2010; Teoh ve ark.,
2004). Calismamizda ise izolatlarin % 72 gibi
biyidk ¢ogunlugu Candida cinsine ait oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda C. albicans, C.
lusitaniae ve C. parapsilosis ¢ay bitkisinin
islenme asamalarindan izole edilmistir. Fakat bu
turler cayin islenme asamalarindan siklikla izole
edilen maya turleri degildir ve genellikle patojen
olarak nitelendirilirler (Pichova ve ark., 1999;
Kuhn ve ark., 2002). Candida infeksiyonlarinin
olusmasinda konak¢l savunma sisteminin
yaninda Candida'ya ait virulans faktérlerininde
dnemi vardir. Ozellikle konakg! epitel hiicrelerine
yapisma, jerm tipd olusturma ve proteinaz
enzim olusturma O6zellikleri dnemli virulans
faktorleri olarak bildiriimektedir (Pfaller ve ark.,
1995). Calismamizda Jerm tipi ve slime faktor
pozitif birlikteligi olan hi¢bir Candida izolati
belirlenememigstir. Ancak izolatlarin yine de
firsatci patojen olma riski her zaman g6z éniinde
tutulmali ve bu dogrultuda gerekli énlemler
alinmalidir.

Cryptococcus cinsi genellikle toprakta
yasayan telemorf, besiyeri ortaminda maya
formunda Ureyen bir mantardir (Ross ve Taylor,
1981). Bugiine kadar yaklasik olarak 37 tirl
tanimlanmistir ve bunlarin ¢gogu toprakta
yasayip insan igin patojen degildirler. Fakat
Crytococcus neoformans iyi bilinen firsatgi
patojen olup insanlardan mukokutanoz,
kutanuz, solunum yolu, sentral sistem, sistemik
ve organ sistemleri enfeksiyonuna neden
olmaktadir (Pfaller, 1995). Calismamizda C.
laurentii ve C. luteolus olmak Ulzere
Crytococcus cinsine ait 2 tir izole edilmistir.
Crytococcus cinsine ait olan 12 izolatin 8'i C.
laurentiive 1'i C. luteolus olarak teshis edilmistir.
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Literatirde bu iki tirin insanlarda patojen
oldugunu gésteren galismalar mevcuttur. Neves
ve ark. (2015) yilinda yaptiklari bir galismada
servikal kanser tedavisi gbéren bir kadinda
Cryptococcus laurentiinin bir fungal sepsise
neden oldugu gosterilmiglerdir. Hunter-Ellul ve
ark. (2014) yilinda yaptiklari bir calismada C.
luteolus'un Tipll diyabetli bir hastada tenosi-
novite (tendon kilifi enflamasyonu)'ye neden
oldugu gdsterilmistir. Cogunlugu patojen
olmayan Cryptococus cinsine ait higbir tir daha
o6nce yapilan hicbir calismada siyah cay ve
islenme asamasindaki ¢aydan izole edilmemis-
tir. Calismamizda literatirde ilk olarak, hem
paket siyah caydan hem de islenme asamasin-
daki cay 6rneklerinde C. laurentii ve C. luteolus
Vitek 2 YBC kat sistemine gére %99 dogruluk
orani ile tanimlanmigtir. Bu turlerin gidalarda
bulunmasi 6zellikle immun sistemi baskilanmig
kisilerde cidddi saglik sorunlarina neden
olabilecegi icin arzu edilmez (Pitt ve Hocking,
2009). Bu nedenle cay 6rneklerinde bu maya
tarlerinin varhidr ve sayisinin bilinmesi gida
kodeksi galismalarina katki saghyagi disunul-
mektedir.

Yapilan ¢alismada Geotrichum cinsine ait
2 adet G. capitatum ( RCM 9B ve 32B,) izole
edilmistir. Geofrichium cinsi dinya c¢apinda
hububat ve sit Urlnlerinin yaninda toprak, su,
hava, kanalizyon gibi ortamlarda yaygin bulunan
bir maya cinsi olmasina ragmen, Geotrichium
capitatum ise c¢ogunlukla enfeksiyon etkeni
olarak bilinmektedir (Carmichael, 1957;
Girmenia ve ark., 2005;Garcia-Ruiz ve ark.,
2013). Calismamizda G. capitatum izolatlarinin
slime olusturma 6zelliklerinin olmamasi yaninda
yinede firsatgl patojen olma riskleri g6z 6niinde
bulundurulmalidir.

Trichosporon cinsi fermentatif olmayan
veya zayif fermentatif funguslari icerir. Bu
funguslar maya formunda olup eseyli Ureme
fazlari yoktur. Artrospor ve blastosporlar ile
cogalirlar. Maya benzeri kolonilere sahiptirler.
Ureaz enzimi Gretimi bu cinsin énemli bir
6zelligidir (Sutton ve ark., 1998).
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Trichosporon spp. anamorfik izole edilmeleri ¢cayin igcecek olarak
Basidiomycetes mayalarindan olup, dogada tuketilmesinde bir sikinti olusturmamaktadir.
yaygin olarak toprakta, sedimentlerde, atik Cunku gay demlendigi icin demleme sicakliginda
sularda, gamurda, odunda, kagit hamurunda ve bu mikroorganizmalarin hi¢ biri canl
klinik érneklerde bulunmaktadir. Cogunlugu kalmamaktadir. Ancak poset gaylarda uzun sire
saprofitik tirlerden olugsan bu cinsin insanlarda yUksek sicaklia maruz birakilmadigindan
hastaliga sebep olan tirleride (T. cutaneum syn. dolay! bu etkenler elimine olamayacag! ve
T. beigelii, T. asteroids, T. ovoides, T. inkin, T. tuketiciicin risk olugturacagi unutulmamalidir. Bu
asabhiive T. mucoides) literatirde bulunmaktadir nedenden dolayi imalati esnasinda sterilizasyon
ve son raporlar Trichosporon cinsinin sahip isleminde daha dikkatli olunmasi gerektigi
oldugu virulans faktorlerinin hematolojik kanserli asikardir. Galismanin sonucunda elde edilen ve
hastalarda firsat¢ enfeksiyonlara neden olan tanimlanan mayalarin, test sonuglariyla birlikte
ikinci veya uglUncu en yaygin tir oldugunu hem laboratuarimiz hem de llkemiz sus
gostermistir (Gueho ve ark., 1992-1993; koleksiyonuna bir kaynak tegkil edecektir. Bu
Colombo ve ark., 2011). Calismamizda calisma ulkemiz icin Rize g¢ay bitkisinin islenme
Trichosporon cinsine ait 2 adet sus izole edilmis asamalarindan ve siyah gcaydan maya
ve biri T. pulluans (HTM 28) olarak tanimlanirken izolasyonu ve tanimlanmasi agisindan yapilan ilk
diger izolat (HTM 2) tanimlanamamistir. Her iki calismadir.
izolatta Urlin olan siyah caydan izole edilmistir.

Trichosporon cinsinin patojen olabilme riskinin Tesekkiir
6nemli olmasi durumu géz 6nine alindiginda Bu calisma Recep Tayyip Erdogan
ciddi bir durum olarak distnilimektedir. Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri

Calismada izole edilen maya turlerinin gay Koordinatérlugu tarafindan desteklenmistir
isleme asamalarindan ya da poset siyah ¢caydan (Proje No: RTEU-2010.102.03.1).
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Aragtirma Makalesi

Aydin ilinde Termofilik Cevreden izole Edilen Mayalarin
Molekiiler Tanisi

"H. Halil BIYIK, 'Esin POYRAZOGLU GOBAN,
"Yusuf GEROGLU, 'ligit KIRGIZ

'Adnan Menderes Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Bélimi, AYDIN

Oz: Termofilik mayalarin izolasyonu igin Aydin ili Buharkent ilcesi Bereket Jeotermal
tesislerinin ¢evresindeki toprak ve su 6rnekleri materyal olarak kullaniimistir. Elde edilen
veriler ve analizler sonucunda, izolatlarin %98 ve %99 gibi degisen oranlarda belirli tirlerinin
ITS1 ve ITS2 bdlgeleriyle homoloji gdsterdigdi tespit edilmigtir. Bu turlerin GenBank'ta kayitli
Saccharomyces cerevisiae strain levure 23, Candida albicans, Candida albicans strain
m74a, Cyberlindnera jadinii strain ATCC 22023, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus strain P2, Pichia manshurica strain h79b, Candida glabrata strain 86A adli maya
suslari oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Toprak, Su, Termofilik maya, izolasyon, ITS, Filogenetik analiz.

Molecular Identification of Yeasts Isolated from Thermophilic
Environment in Aydin Province

Abstract: For the isolation of thermophilic yeasts, soil and water samples around of
Bereket geothermal plants in Buharkent district of Aydin province were used as material. As a
result of the obtained data and analyzes, it was determined that certain strains showed
homologies with the regions of ITS1 and ITS2 at the rates of 98% and 99% of the isolates.
These species are registered in GenBank Saccharomyces cerevisiae strain levule 23,
Candida albicans, Candida albicans strain m74a, Pichia jadinii strain ATCC 22023,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus strain P2, Cyberlindnera jadinii
strain h79b and Candida glabrata strain 86A are identified as yeast species.

Key words: Soil, Water, Thermophilic yeast, Isolation, ITS, Phylogenetic analysis.

Giris

Mayalar dodada yaygin olarak bulunan
genellikle tek hicreli, 6karyotik mantarlardir.
Maya tirleri zorunlu aerobik veya fakiltatif
anaerobik 6zellige sahiptirler. Mayalar tomur-
cuklanma yoluyla eseysiz ve eseyli olarak
Urerler. Codu maya, yiksek sekerli cevresel
drneklerden izole edilebilir. Uziim, elma veya
seftali gibi meyvelerde bitki 6zsuyu sizmalarinda
bulunur. Bazi mayalar da toprak ve béceklerde
bulunur (Lee,1996).

Birgcok maya, Ascomycota bélimine ait

*Sorumlu Yazar:hbiyik@adu.edu.tr
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olmakla beraber bazilari Basidiomycota'ya
aittirler. Candida albicans gibi bazi maya tirleri
insanlarda enfeksiyona yol acabildigi gibi
Rhodotorula turleri de dus perdelerinde ve
evdeki nemli ylzeylerde yasar ve ylzeyler
Uzerinde lekeli bir gérinim olusturur (Pfaller ve
Diekema, 2004; Charles ve ark., 2005).

Bazi mayalarin insanlarda ve gevrede
yarattiklari olumsuz etkileri olmasina ragmen
bircok maya tirtnun faydal fizyolojik 6zellikleri
olmasi nedeniyle biyoteknoloji alaninda
kullaniimalari gok yaygindir.
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Mayalar endistriyel proseslerde en fazla
kullanilan mikroorganizmalardandir. Cesitli
gidalarin hem dretilmelerinde hem de
bozulmalarinda énemli role sahiptirler.
Fermantasyon yeteneklerinin ¢ok yiksek olmasi
nedeniyle alkol, sarap, bira ve ekmek
endustrisinde ¢ok genis bir kullanim alani
bulmuslardir (Vaughan-Martini, 2003).
Mayalarin &karyotik hiicre yapisinda olmalari,
laboratuvar sartlarinda kolayca uretilebilmeleri
ve genetik dizeyde manipulasyonlar
yapilabilmesi gibi 6zellikleriyle molekuler biyoloji
calismalarinda da 6nemli bir yeri vardir (Lopes
ve ark., 1998).

Son yillarda yapilan ¢alismalar mikrobiyal
yasamin spesifik ¢evrelerle sinirl olmadigini,
mikrobiyal kominitelerin ylksek sicaklik, yliksek
tuz, dusuk sicaklk, asidik, alkali pH ve yiksek
basing gibi ekstrem olarak bilinen ¢evrelerde de
bulunabilecegini ortaya koymustur. Bu ekstrem
cevrelerde yasayan mikroorganizmalar
ekstremofiller olarak adlandirilirlar (Van den
Burg, 2003). Ekstremofilik mikroorganizmalarin,
yiksek sicaklikta yasayan Gyeleri termofillerdir.
Yiksek sicaklikta Ureme, diger mikroorganiz-
malar ile kontaminasyon riskini de azaltir. Ayrica
termofilik mayalarin enzimleri 6zel avantajlara
sahiptir.

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi
drunlerin kullanim alanlarinin gesitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yuksek olmasi
nedeniyle biyoteknolojinin endustriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan c¢esitli aragtirmalar daha
da énem kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda
stratejik alan seklinde degerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak
enzim Uretimi buyuk boyutlara ulasmis ve
kullanimi giderek yayginlasmistir (Fernandez-
Espinar ve ark., 2006). Etanol uretimi icin de
termofilik mikroorganizmalardan yararlanma
mumkindur ve birgok avantaj saglamaktadir.

Taksonomide kullanilan geleneksel
yéntemler, mikroorganizmalarin ekolojik kaynak,
morfoloji, fizyoloji ve Ureme gibi fenotipik
6zelliklerini belirlemeye dayanmaktadir.
Biyoteknolojik olarak buyuk bir Sneme sahip olan
maya turlerinin klasik ydntemle tanilanmasi hem
zaman alici hem de daha az glvenilirdir. Bu
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nedenle son yillarda mayalarin tanimlanmasi ile
ilgili DNA esasli degisik yoéntemler Uzerinde
durulmustur (Lopes ve ark., 1998; Vaughan-
Martini, 2003). Molekuler taksonomi alaninda
yapilan ilk ¢alismalarin ardindan tanimlamada;
ribozomal RNA (rRNA) veya tamamlayici
molekli olan ribozomal DNA (rDNA)'daki belirli
bolgelerin hedeflendigi cesitli tekniklerin
gelistirildikleri ve gunumuzde de siklikla
kullanildiklari bilinmektedir (Vaughan-Martini,
2003; Hierro ve ark., 2004). Filogenetik
¢alismalarda da kullanilan bu ydntemler; 26S
rDNA, 18S rDNA veya 18rDNA' daki ara
bolgelerin (ITS1, ITS2, ITS3, ITS4)
tanimlanmasina yoéneliktir. Gunimuzde, DNA
baz dizi analizi ¢aligmalari sonucunda oldukga
fazla sayida veri bankasinin olusturulmasi ve
PCR teknolojisinin gelistiriimesiyle, mayalarin
hizli ve dogru bir sekilde tir ve sus dizeyinde
tanimlanmalari midmkin olabilmektedir (Lopes
ve ark., 1998; Van Der Vossen ve ark., 2003).

Bu calisma ile Aydin ilinde termofilik
cevrelerden izole edilen termofilik maya
suslarinin PCR teknigi kullanilarak hizli ve dogru
bir sekilde tanilanmalari ve tanilanan suslarin bir
sonraki calismalarda endustriyel kullanim
potansiyellerinin arastiriimasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Aydin ilinde Buharkent Bereket Jeotermal
Su kaynagi ¢evresinden (Enlem: 37° 56" 62' ;
Boylam: 28° 51"51" ; Yukseklik: 138 m) 7 adet
toprak, 2 adet su 6rnegi aseptik kosullara uygun
olarak alinmistir. Ornekler steril kilitli posetlere
konularak laboratuvara getirilmistir (Zhang ve
ark.,2014).

Mayalarin izolasyonu

Laboratuvara getirilen toprak ve su
drnekleri, 107, 10%, 10° ve 10™e kadar seyrel-
tilerek dilisyonlari hazirlanmistir.

Hazirlanan seyreltmelerden sodyum
propiyonat iceren YGC agar (%4 Yeast Extract
Glucose Chloramphenicol Agar, % 0,1 Sodyum
Propiyonat) petrilerine yayma ekim teknigi
kullanilarak, ekim yapilmistir.
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25-30 °C de 3-7 gun inkUbe edildikten sonra
maya kolonileri segilerek, YEP Agar (10 g/L
Yeast Extract, 20 g/L Bacto-peptone, 20 g/L
Agar, 20 g/L Dextrose) besiortaminda gelis-
tirilmis ve 200 g/L skim milk igerisinde
saklanmistir (Geng ve Cildir, 2012; Zhang ve
ark.,2014).

Molekiler Tanilama

DNA izolasyonu, Hoffman ve Winston
(1987)'nin modifiye edilmis metodu ile
gerceklestiriimistir. Maya izolatlar YEP Agar'da
30 °C de 24 saat gelistirildikten sonra hiicreler 1
mL steril distile suda stispanse edilmistir.14,000
rpm de 2 dk santrifiij edilerek, hiicreler toplanmis
ve fenol-kloroform yéntemi uygulanmistir. Elde
edilen DNA ekstraksiyonu %1'lik agaroz jel
elektroforezinde yiratiimastar.

% 1 konsantrasyonda 0,5 X TBE tamponu
ile hazirlanan 100 mL'lik agaroz jel igine ticari
olarak satilan SafeView jel gorintileme
boyasindan 3.5pL konulmustur. Donan jel
kuyucuklarina DNA &6rneginden 5 pL, 6X
Loading Dye DNA ¢oktirme boyasindan 5pL ile
karistirilarak kuyucuklara doldurulmustur. ilk
kuyucuga DNA'nin blyUkligini anlamak igin
marker olarak 1kb'llk DNA Ladder eklenmistir.
DNA'nin jeldeki gortntisiini elde etmek icin 40
dakika elektrik akimi (80 volt) uygulanmistir.
DNA UV goéruntuleme cihazinda
gorunttlenmistir. Total DNA konsantrasyonu ve
DNA Kkirliligi de NanoDrop'ta 6lgim yapilarak
belirlenmistir.

. oy =

yapilabilmistir (Tablo 1).
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PCR denemesi, Dlauchy ve ark.,
(1999)'na gore yapilmistir. 30 pL reaksiyon
hacmiicin 0,5 pL DNA polimeraz (2 U/ L, 0,3 pL
dNTP, 3 uL 10X tampon, 3 pyL MgCl, (25 mM), 3
ML primer (10Mm) kullaniimistir. PCR denemesi,
White ve ark. (1990)'nin tanimladigi primerler ile
gergeklestirilmistir.

ITS1(5°-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3°)
ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")

PCR kosullari, 94 °C de 5 dk, 57 °C de 30
sn, 72 °C de 1dk, 72 °C de 5 dk olarak
yapilmigtir.

Elde edilen PCR urlnlerinin sekansi
Almanya'daki GATC BIOTECH Firmasi tarafin-
dan gerceklestiriimis ve sekans analizi ABI
Primse sekans sistemiile yapilmigtir.

Filogenetik Agacin Olugturulmasi

Filogenetik agac¢, 300bg¢-700bg¢
arasindaki uzunlugunda diziler baz alinarak
neighborjoining metot kullanilarak olusturul-
mustur (bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak
gergeklestirilmistir).

Bulgular

Mayalarin izolasyonu

Aydinilinde Buharkent Bereket Jeotermal
Su kaynagi gevresinden maya izolasyonu igin
toprak ve su ornekleri alinmistir (Sekil 1). Fakat
sadece toprak Orneginden maya izolasyonu

Sekil 1.Aydinili Buharkent Bereket Jeotermal Su kaynagi. HBM1, HBM2; HBM3, HBM4, HBM5,
HBM6, HBM7, HBM8, HBM9 izolatlari icin alinan su ve toprak érneklerinin dogal gérintisa.
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Tablo 1.Maya izolasyonu igin alinan érnek gesitleri ve izolat numarasi

Ornek Cesitleri izolat Numarasi
Toprak (1) HBM1, HBM2
Toprak (2) HBM3
Toprak (3) HBM4, HBM5
Toprak (4) HBM®6
Toprak (5) HBM7
Toprak (6) HBMS8
Toprak (7) HBM9
Su (1)
Su (2) _
YEP Agar besiortaminda gelisen maya kolonilerin vejetatif hiicre yapilari 100x
kolonileri saflastirimistir (Sekil 2). Saflastirilan immersiyon objektifinde incelenmistir (Sekil 3).

Sekil 2.izolasyonu yapilan bazi maya kolonilerinin YEP Agar besiortaminda gériintiis

HBM3 |, - ¥  ysM7

Y
a

¥ r - : b 3
—_—— - l . Kluyveromyces marxianus
10pm Candida albicans 10pm strain P2

Sekil 3.Saflastirilan izolatlara aﬁveTetatif hticre yapilarinin 100x immersiyon objektifindeki
mikroskobik goérintisi
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Molekiiler Tanilama
HBM1, HBM2; HBM3, HBM4, HBM5, HBM6, HBM7, HBM8, HBM9 olarak numaralandiriimis 9
izolata ait DNA'larin agaroz jel elektroforezindeki géruintisi verilmistir (Sekil 4).

Sekil 4.9 izolatin toplam DNA'larinin agaroz jel elektroforezi gérintilenmesi.
Marker olarak 1kb'lik DNA Ladder kullanilimigtir. 1:HBM1, 2:HBM2; 3:HBM3; 4:HBM4; 5:HBM5; 6:HBMG;
7:HBM7; 8:HBMS; 9:HBM9

Total DNAkonsantrasyonu ve DNAKirliliginin NanoDrop'ta 8lgtim degerleri (Tablo 2)' de verilmistir.

Tablo 2. Total DNA konsantrasyonu ve DNA kirliliginin NanoDrop'taki 6lgiimi

izolat Numarasi Nukleik Asit ng/pL 260/280(Abs) Ornek Tipi
HBM1 136,5 ng/uL 1,92 DNA
HBM2 806,5ng/uL 1,73 DNA
HBM3 577,9 ng/uL 1,86 DNA
HBM4 989,6 ng/uL 2,01 DNA
HBMS 711,2 ng/uL 1,78 DNA
HBM6 1038,4 ng/pL 1,83 DNA
HBM7 639,3 ng/uL 1,97 DNA
HBMS8 281,2 ng/uL 1,88 DNA
HBM9 412,4 ng/uL 1,91 DNA
PCR Urinleri Agaroz Jel Elektroforezinde HBM1, HBM3, HBM4, HBM5, HBMS6,
yirutilmas ve UV 1si1ginda jel goéruntusi HBM7, HBM8 ve HBM9 numarali izolatlarin
alinmistir (Sekil 5). GenBank'ta kayith tirlerle benzerligi
Elde edilen sekanslarin BioEdit 7.1.3 bulunmasina ragmen izolat HBM2'nin
programi kullanilarak, baz dizilimleri ve GenBank'ta karsihd tespit edilememistir. Bu
hizalamalari yapilmistir.Hizalama yapildiktan nedenle toplam 8 izolatin GenBank'taki karsiligi
sonra elde edilen diziler NCBI Blast saptanmustir. izolatlarin numaralari, tar isimleri,
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi) ile accession numaralari, depolanmig tirlere
GenBank'taki kayitli dizilerle karsilastiriimis ve benzerlik yiizdeleri ve identifikasyon skorlari
turler tespit edilmistir. Tablo 3'de verilmigtir.

52



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus _ Nisan(2017)8(1)48-59

Sekil 5. Maya izolatlarina ait PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintilenmesi (1. kuyucuk:
HBM1; 2. kuyucuk: HBMZ2; 3. kuyucuk: HBMS; 4. kuyucuk: HBM4; 5. kuyucuk: HBMS5; 6.
kuyucuk: HBMG; 7. ve 8. kuyucuk: HBM7; 9. ve 10. kuyucuk: HBMS8; 11. ve 12.. kuyucuk:
HBM?9; M:1kb DNA Ladder, 100bg- 2500bg).

Tablo 3. Elde edilen sekanslarin GenBank'taki kayitli dizilerle karsilastiriimalari ve tespit edilen tir isimleri

|zolat Tiir ismi Accession Benzerlik (%) Max. Skor
Numarasi Numarasi
Saccharomyces
HBM1 cerevisiae strain KT726925.1 98 307
levure 23
DNA’sI elde edilmis
HBM2 fakat tur ismi tespit
edilememistir. - - -
HBM3 Candida albicans GU373665.1 99 318
Candida albicans
HBM4 strain H295B KP675008.1 99 316
Pichia jadinii strain
HBM5 ATCC 22023 AF335929.1 99 321
HBM6 Saccharomyces KP998094.1 99 311
cerevisiae
HBM7 Kluyveromyces KF851351.1 99 398
marxianus strain P2
Pichia manshurica
HBM8 strain H79a KP674783.1 98 283
HBM9 Candida glabrata KP764981.1 98 297
strain 86A

Tablo 3'deki mayalar, Adnan Menderes Universitesi, Fen/Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Balimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarinda kodlanan izolat numaralar ile liyofilize halde saklanmaktadir.
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Filogenetik Analiz Sonuglari

Nisan(2017)8(1)48-59

Filogenetik agacin olusturulmasi icin MEGA 6 programi kullaniimistir. GenBank'dan elde edilen
referans organizmalarin ve bu galismada elde edilen izolatlarin baz dizileri programa yiklenmistir. MEGA 6
biinyesinde yer alan ClustalW programi kullanilarak, baz dizi benzerliklerine gére siralanmistir. MEGA 6
programinin 1000 tekrarli “Bootstrap test of phylogeny” 6zelligi secilerek “neighbourjoining” 6zelligine
dayali olarak filogenetik agac olusturulmustur. Bu yéntemde taksonlar arasindaki yakinlik analiz edilmistir.

HBM3

—m: Candida albicans
i Candida albicans strain m74a HBM4

HBEM3

Pichia jadmi strain ATCC 22023

[ Saccharomyces cerevisiae strain levure 23 HEMI1
100 ——————— Saccharomyces cerevisiae HEMS

HEMT

Kluyveramyces marxianus strain P2

fro— Pictwa manshunca strain h79b HBMS

74— Candida glabrata strain 86A HBM9

Sekil 6. Suslarin MEGAG programi kullanilarak olusturulan filogenetik agaci. Dallarin yanindaki
rakamlar istatiksel bootstrap degerlerini gdstermektedir. istatistiksel olarak agactaki verilere
gore turler arasindaki % benzerlik ve yakinlik dereceleri hakkinda bilgi elde edilmistir

Tartisma

Termofilik mayalar bacteria ve archaea
turleri gibi daha yiksek sicakliklarda yasamaya
adapte olamazlar ve 60°C'nin Uzerinde yasayan
dkaryotikler de yoktur. Ustelik 60°C'nin lizerinde
Okaryotik organeller yasayamaz ve sadece
prokaryétik yagsam formlari olabilir (Madigan ve
ark., 2015). Bu yizden 40°C'nin Uzerindeki
sicakliklarda yasayanlar termotolerant/termofilik
mayalarin temsilcileri olabilir (Arthur ve Watson,
1976). Psikrofilik ve termofilik terimleri tanimla-
nirken organizmanin maya mi, ekstrem gevre-
deki prokaryot mu veya 6karyot mu olduguna
bakilmaksizin sadece turler dikkate alinarak
mikroorganizmalara goére yapilmaktadir.
Mayalarin Ust termofilik limiti, termofilik organiz-
malar icin en dusik limit tanimlamasi yaklasik
46°C'dir (Arthur ve Watson 1976; Madigan ve
ark.,2015).

Okaryotlardan bircogu, 40-45°C'den
ylksek isilarda yasamadiklari igin termofilik
mantarlar da uzun sire fark edilmemistir. Bir
asir 6nce Lindt tarafindan ekmekten ilk termofilik
mantar Mucor pusillus izole edilmis, ardindan
Tsiklinskaia tarafindan Thermomyces
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lanuginosus patatesden izole edilmistir. Bu
kiflerin her ikisi de tesadifen kesfedilmiglerdir.
Hugo Miehe, termofilik mantarlar ile ilgili genis
arastirmalar yapan ilk kisi olmustur. Miehe'in
yaptigl calismalardan dolayi termofilik
mantarlarin temel yagsam kosullari belirlenmigtir.
Cooney ve Emerson izole ettikleri 13 termofilik
mantar tirinld yasama ortamlarina goére
siniflandirmis ve bu alanda c¢aligsmalarin
artmasini saglamislardir (Deacon, 2007).

Termofilik mayalarin hepsinde olmasa da,
bazilarinda sitoplazmik zara bagli yag dolu
cisimcikler goérulmustir. Ayrica bu yapilarin
endoplazmik retikulumda da devam ettigi
gOsterilmigtir. Asil lipit depolanmasi, 50 °C 'de
degil, 37 °C 'de Ureyen hiflerde bulunur. Bu yag
cisimcikleri hentiz tam anlasilmamakla birlikte,
termofili mekanizmasi ile iligkili oldugu
dustnulmektedir (Hudson, 1987).

Termofilik mantarlar bulunduklari yerlere
gore, jeotermal bélgelerde Ureyenler ve cirimus
bitki kiimeleri, glbre gibi kendini 1sitan (self-
heating) kaynaklarda Ureyenler olmak Uzere iki
gruba ayriimiglardir.
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Jeotermal topraklar, dunyada bircok
yerde bulunur. Amerika Birlesik Devletleri'nde
Yellowstone Milli Parki'nda bu tur sicak su
kaynaklari bulunmaktadir. Buradaki topragin
6zelligi, 1sisinin 70 °C ve daha fazla olmasi, agir
metaller icermesi, pH'sinin 2-7 arasinda veya
daha az olmasi, az organik madde icermesidir
(Redman ve ark., 1999).

Dinyamiz'da solfatarik alanlar, hidro-
termal kuyular, sicak su kaynaklari gibi gesitli
jeotermal alanlardan aerobik termofillerin
izolasyonlari yapilmaktadir (Baker, 2001).
Yapilan c¢alismalarda, sicakhidin mikroorganiz-
malarin fizyolojik aktiviteleri ve gelisimleri
Uzerindeki en 6nemli faktdrlerden biri oldugunu
gOstermistir. Jeotermal kaynaklar acgisindan
oldukga zengin olan tlkemizde resmi kayitlara
alinmis 140 adet jeotermal saha bulunmaktadir.
iller bankasinin 2001 yilinda yayinlamis oldugu
listeye gore ulkemizdeki jeotermal kaynaklar ve
kuyu basi sicakliklari da verilmistir, bu
kaynaklardan bazilari da Aydin ilinde bulunmak-
tadir (Anonim, 2001).

Aslinda bu tir mantarlar ¢cevremizde ¢ok
yaygindir. Isisi 40-50 °C olan sicak sulardan,
topraktan, sicak havuzlardan, yagmur
ormanlarinin etrafindan, ¢amurdan, agag¢
yapraklarindan, topraktan hem mezofilik hem de
termofilik mantarlar bir arada izole edilmistir
(Deacon, 2007).

Aydin ili Buharkent Bereket Jeotermal Su
kaynag! cevresine birakilan termal sularin
sicakliginin minimum 65°C oldugunu bilindigine
gbre bulgulardan elde edilen veriler termofilik
mayalarin bu tir ¢evrelerde yaygin olgunun bir
gOstergesidir.

GUnUimizde mayalarin tanilanmalarinda
kullanilan kultarel yéntemlerin gecerliligi
olmasina ragmen mayalarin morfolojik, fizyolojik
ve Ureme gibi fenotipik 6zelliklerinde meydana
gelebilecek degisiklikler her zaman genotipik
Ozellik olarak yansimamaktadir (Vaughan-
Martini, 2003). Bu nedenle klasik yéntemlerle
yapilan tanilamada hata payinin fazla olmasi,
tekrarlanabilirlik ylzdesinin distik olmasi ve
zaman kaybina sebebiyet vermesi mimkin
oldugu icin son yillarda arastirmacilar tanila-
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mada molekuler metotlari kullanmaya yénelmis-
lerdir. DNA esasl olarak PCR teknolojisinin
gelistiriimesiyle mayalarin hizli, dogru ve
guvenilir bir sekilde tur ve sus dizeyinde
tanimlanmalari mimkin olabilmektedir.
Ozellikle ribozomal RNA (rRNA) veya ribozomal
DNA (rDNA)'daki belirli bélgelerin hedeflendigi
cesitli teknikler ginimuzde sikhkla kullaniimak-
tadir. PCR ile ¢ogaltiimis DNA bélgesinin
restriksiyon enzimleri ile kesimine dayanan
RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ve RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) kullanilan yéntemler
arasindadir. Tanilamada kullanilan DNA esasli
bu yéntemler; 26S rDNA, 18S rDNA veya
18rDNA' daki ara bélgelerin (ITS1 ve ITS2)
tanimlanmasina yoneliktir (Hierro ve ark., 2004).

Mayalarin tir tespiti ve tirler arasi iligki-
lerinin belirlenmesinde ITS bdlgelerinin kullanil-
masi yaygindir. ITS bdlgeleri ribozomal RNA
icerisinde tekrarlanan bir bélgedir. Bu bélgede 5'
external transcribed sequence (5' ETS), 18S
rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA ve son
olarak da 3' ETS bdlgeleri bulunmaktadir.
Mayalarin tanilanmasinda ITS bélgesinin; ITS1,
ITS2, ITS5, ITS3 ve ITS4 primerleri ile
cogaltildiklari bilinmektedir (Schoch ve ark.,
2012).

Arxiozyma telluris (= Kazachstania
telluris) mayasi 28 ve 45°C arasinda dar bir
buyime sicakligi gdésterdigdi i¢in zorunlu
termofilik olarak siniflandinimistir. A. telluris'in
etanol de 37°C'de buyutildigu zaman
maksimum hicre verimine ulastigi géralmustar.
25°C'de buyime oldukga yavas ve 20°C'de ise
higbir bliylime goézlenmemistir, Ustelik bu
termotolerant Candida parapsilosis mayasindan
ziyade daha ¢ok termofilik bir karaktere sahip tur
oldugunu gosterir. A. telluris'in buyime igin Ust
biyime sicakligi yaklagik 45°C idi (Arthur ve
Watson 1976).

Kore'de topraktan izole edilen Y94T maya
susu daha yuksek sicakliklarda buyume
kapasitesine sahiptir. Sus, coklu tomurcuklanma
ile eseysiz Ureme, nisasta gibi ekstraselller
bilesiklerin yoklugu, negatif bir diazonyum
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mavisi B renk reaksiyonu ve artrosporlar, balistik
konidya ve askosporlarin yoklugu gibi karakte-
ristik 6zelliklere sahip oldugundan Candida
genusu icgine yerlestirilebilir. Diger belirli
fizyolojik karakterleri yaninda maksimum
biyime sicakligi 50-51°C olan ve diger
askomiset mayalardan ayrigsan kismi tek 26S
ribozomal DNA |1 bu susdur. Bu yeni sus
Candida thermophila olarak tanilanmistir (Shin
ve ark.,2001).

Calismada ITS béolgeleri kullanilarak
yapilan molekdiler tanilama sonucu % 98 oranin
da benzerlikle maya izolatlarinin tanilari
yapilmisgtir. Sadece bir tirin tanisi yapilama-
mistir. Bu da bize uygulanan tekniklerin
termofilik cevredeki mayalarin izolasyon ve
tanisi i¢cin gecgerli bir yéntem oldugunu
gbstermektedir.

Bulgularimiz olan Candida albicans,
Candida albicans strain m74a, Pichia jadinii
strain ATCC 22023, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus strain P2, Pichia
manshurica strain h79b ve Candida glabrata
strain 86A turleri, Ulkemiz ve Aydin bdlgesindeki
jeotermal kaynaklarin bulundugu yerlerdeki
topraktan alinan ilk termofilik maya &rnekleri
olabilir. Cunku kayitlarda bu termofilik maya
orneklerine rastlanmamistir.

Dinya literatir kaynaklarinda mayalarin
cesitli cevrelerden izolasyonu ve tanilarinin ITS
bélgeleri kullanilarak yapildigini gésteren
fazlaca galismalar vardir. Senses-Ergul ve ark.,
(2006) gidalardan izole edilen bazi mayalarin
hem klasik hem de molekiler metotlarla
identifikasyonunu gergeklestirmislerdir. izole
edilen 22 adet maya susunda ITS-18S rRNAgen
bdlgesi sekanslanmis ve Candida parapsilosis,
Rhodotorula mucilaginosa, Debaryomyces
hansenii, Cryptococcus humicolus,
Cryptococcus albidus, Aureobasidium spp.,
Hanseniaspora valbyensis, Metschnikowia
pulcherrima, Lachancea thermotolerans, Pichia
anomala, Geotrichum candidum, Yarrowia
lipolytica olarak tanilanmigtir. Fitzpatric ve ark.,
(2006) izole ettikleri funguslarin filogenetik
identifikasyonu sonucunda Candida lusitaniae,
Candida guilliermondii, Debaryomyces
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hansenii, Candida albicans, Candida
dubliniensis, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis ve Lodderomyces elongisporus
mayalarini tanilamislardir. Tofalo ve ark., (2009)
saraptan izole ettikleri mayalarin ITS gen
bélgelerini sekanslayarak, Candida apicola,
Candida zemplinina ve Zygosaccharomyces
bailii olarak osmotolerant maya tirlerini
identifiye etmislerdir. Choi ve ark., (2010)
topraktan 2 maya susu izole etmisler ve ITS1 ve
ITS2 gen bdélgelerini sekanslayarak,
Saccharomyces cerevisiae olarak belirlemis-
lerdir. Gonz’alez-Hern’andez ve ark., (2012)
etanol uretiminde kullanilan mayalarin
izolasyonunu ve molekdler identifikasyonunu
gercgeklestirmiglerdir. RFLP ydntemini
kullanarak Saccharomyces cerevisiae maya
tirdnd tanimlamiglardir. Kurtzman ve Robnett
(2013) izole ettikleri maya suslarinin filogenetik
identifikasyonunu yapmiglar ve Pichia sp.,
Saturnispora sp., Kregervanrija sp., Dekkera
sp., Ogataea sp, Ambrosiozyma sp.,
Barnettozyma sp., Cyberlindnera sp.,
Phaffomyces sp., Starmera sp.,
Wickerhamomyces sp., Kodamaea sp.,
Metschnikowia sp., Debaryomyces sp.,
Zygoascus sp., Yarrowia sp. olarak belirlemis-
lerdir. El-Latif Hesham ve ark., (2014) peyniralti
suyu gibi endustriyel atiklardan izole ettikleri
maya susunun 5.8S-ITS rDNA ve 26S rRNA gen
bolgelerinin sekansini yapmislar ve %99
benzerlikle Kluyveromyces marxianus ve
Kluyveromyces lactis olarak belirlemislerdir.
Suranska ve ark., (2016) beyaz peynirden izole
ettikleri maya suslarinin identifikasyonu igin ITS
gen boélgelerini kullanmiglar ve Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces lactis, Candida
zeylanoides, Yarrowia lipolytica, Galactomyces
geotrichum maya suglari tanilanmistir. Abdel-
Sater ve ark., (2016) deri ve tirnak 6rneklerinden
izole edilen 21 maya susunun ITS gen
bolgelerini sekanslayarak Saccharomycopsis
fibuligera, Candida galli ve Trichosporon
dohaense olarak tanilanmisgtir.
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Benzer ydntemler ile termofilik maya fazladir. Termofilik mayalar ve bunlarin taksono-
tirlerini tanilamamiz Candida Pichia misi ile yapilan calismalar olduk¢a azdir.
,Saccharomyces ve Kluyveromyces cinslerine Termofilik mikroorganizmalarin biyoteknoloji ve
ait turler tanilamamiz kullanilan tani yénteminin enzim biyoteknolojisinde kullaniminin énemi
gecerliligi agisindan oldukg¢a 6nemlidir. g6z 6ninde bulunduruldugunda toprak ve su

Suslarin MEGAG6 programi kullanilarak Orneklerinden izole edilen 8 termofilik mayanin
olusturulan filogenetik agacinda; Molekiler izolasyon ve tanisinin katkisi yadsinamaz.
tanilama icin kullanilan DNA bdlgesinde Calismamizda termofilik gevreden alinan toprak
olusabilecek bir nokta veya bélgesel bir ve su 6rneklerinden izole edilen 9 maya susunun
mutasyon, dizileme sirasinda olusan bir gap ITS1 ve ITS2 gen bélgeleri codaltilarak, sekans
veya yanlis eslesmeler baz dizi verisinde analizi yapiimistir. Termofilik mayalar kayit altina
degismeye yol acabilecedi icin filogenetik agac alinarak stoklarimiza girmistir. Bdylece elde
olusturan programin farkli yorumlamasina yol edilen suslarin endustriyel potansiyellerin
acmis olabilir. Bu degisiklikler tar tayinini arastirilmasi ve bir sonraki c¢aligmalar igin
etkilemese de filogenetik aga¢ c¢ikarirken kullanim olanagi saglayacagi dustnulmektedir.
farkliliklara yol agabilmektedir

Ege bolgesi ve 6zellikle Aydiniili jeotermal Tesekkiir
kaynaklarin en fazla oldugu illerimizden biridir. Bu calisma TUBITAK-BIDEP 2209 (Proje
Aydin ilinde jeotermal kaynaklardan izole edilen No: 1919B011500712) projesi ile
termofilik mikroorganizmalar; 6zellikle bakteriler desteklenmisgtir.

ve mikrofunguslar ile ilgili calismalar oldukca
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Arastirma Makalesi

Nallihan (Ankara) ilgesi Makrofunguslari

Celaleddin OZTURK, Dilek PAMUKGU, Sinan AKTAS'

Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, 42075, Selguklu, Konya

Oz: Nallihan (Ankara) ilgesinin farkli lokalitelerinden Mayis 2003 ve Haziran 2006
yillari arasinda makrofunguslarin yetismesi icin uygun olan mevsimlerde 107 makrofungus
o6rnedi toplanmistir. Arazi ve laboratuvar galigmalari sonucunda, Ascomycota ve
Basidiomycota bdlumlerine ait toplam 68 tur tespit edilmistir. TUrlerin tamami y&re igin yeni

kayittir.

Anahtar kelimeler: Makrofungus, Nallihan, Ankara, Turkiye.

Macrofungi of Nallihan (Ankara) District

Abstract: 107 macrofungi samples were collected from different localities of the
Nallithan (Ankara) district between May 2003 and June 2006, which were suitable for the
growth of macrofungi. As a result of the field and laboratory studies, 68 species belong to
Ascomycota and Basidiomycota divison were identified. All of these species are new records

for the region.

Key words: Macrofungus, Nallihan, Ankara, Turkiye.

Girig

Ankara-Eskigehir-Bolu Gicgeninin ortasin-
da yer alan Nallihan, Karadeniz bélgesinin Bati
Karadeniz béluminde yer alir. Ankara'nin
batisinda ve c¢ok engebeli bir arazi yapisina
sahip olan Nallihan, Dogudan Beypazari,
Kuzeybatidan Goéynik, Kuzeyden Mudurnu-
Seben, Batidan Saricakaya, Guneyden Eski-
sehirve Mihaligcik'la gevrilidir (Sekil 1).

iige arazisinin % 48'i orman, % 25'i tarim,
% 22'si gayir ve mera ve % 5'i galilik alanlardan
olugsmaktadir. Daglari, cam ve mese ormanlari
ile kapl olup kuzey ve bati yéninde orman
ortlsu sik, dogu ve giiney yéniinde ise genellikle
ciplak olup Cayirhan ve Beypazari'na komsu
arazileri kismen duzlik alanlardan olusmaktadir.
Arastirma alaninda Kéknar, cam, ardig¢, yer yer
mese ormanlari ve diger yaprakli agacglar
gérilur. igne yaprakli adaclar yaygin tirleri
olusturur. Bunlar, Abies nordmanniana (Stev)
Spach. subsp. bornmuelleriana (Mattf) Coode et
Cullen., Pinus brutia Ten., Pinus nigra Arnold

*Sorumlu Yazar:saktas@selcuk.edu.tr
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subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe., Pinus
sylvestris L., Juniperus communis L. subsp.
nana, Juniperus excelsa Biep., Juniperus
oxycedrus L. subsp. oxycedrus. Bdlgede
yaprakli agaclari da Acer platonoides L., Acer
tataricum L., Corylus avellana L., Eleagnus
angustifolia L., Quercus cerris L., Quercus
pubescens Willd., Ficus carica L., Prunus
cocomilio Ten., Prunus domestica L. subsp.
insititia Poir., Pyrus eleagnifolia Pall., Salix alba
L. ve Salix purpurea L. temsil eder.

iicenin iklimi, ic Anadolu ve Bati Kara-
deniz Bolgeleri iklim 6zelliklerini géstermektedir.
ilkbahar, sonbahar ve kig aylari genellikle yagigh
gecerken yaz aylarinda pek yagis gérualmemek-
tedir. Kis aylarinin fazla soguk olmadigi ilgede,
rakimi 200-250 metreye kadar disen Sakarya
Nehri Vadisinde ise daha iliman bir iklim tipi
g6ralar.

Ulkemizde makrofunguslar lzerine
yapilan ¢alismalarin, son yillarda artis gdster-
digini gérmekteyiz.
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ESKISEHIR

Sekil 1. Arastirma Alani

Yapilan bu galismalarin bir kismi iki ayri (1973), Philips (1981), Moser (1983), Ellis ve
kontrol listesi halinde yayinlanmistir (Dogan ve Ellis (1990), Breitenbach ve Kranzlin
Ark., 2007; Sesli ve Denchev, 2014) ve halen (1984,1986, 1991, 1995, 2000, 2005), Dahncke
devam eden c¢alismalar ile katki yapilmaya (1993),Jordan (1995), Winkler (1996). Mantarlar
devam etmektedir. Yaptigimiz bu ¢alisma ile de fungaryum materyali halinde hazirlanirken,
Tarkiye makrofunguslarina katki yapilmasi ve kurutma dolabi iginde kurutulmustur. Kurutulan
ayrica belirlenen yenen ve zehirli mantarlar ile ornekleri parazitlerden korumak igin, igerisine 50
bdlge halkinin bilgilendiriimesi amaglanmistir. gr kristal timol veya fenol kristali yerlestirilmis ve

50°C' ye ayarlanmis etlive konularak 3 saat
Materyal Ve Metot bekletilmistir. Bdylece timol ve fenoliin buharla-
Calisma materyalini Mayis 2003 ve sarak mantar dokusuna nifuz etmesi saglan-
Haziran 2006 tarihleri arasindaki sonbahar ve mistir. Etlvden c¢ikarilan mantarlar kilitli polieti-
ilkbahar aylarinda, yagisin bol oldugu zaman- len posetlericine yerlestirilerek, her mantar cinsi
larda toplanan mantar numuneleri olusturmak- kendisi i¢in ayrilmis saklama kutularina
tadir. Toplanan numuneler laboratuvara getirilip, konmustur. Mantar érnekleri S.U. Mantarcilik
mantar érnekleri Uzerinde yapilan ¢aligsmalarin Uygulama ve Arastirma Merkezi Fungaryumu-
neticesinde turlerin deskripsiyonu ¢ikariimistir. 'nda saklanmaktadir.

Elde edilen veriler ve mevcut literatriin yardi-
miyla tirlerin teshisleri yapilimistir (Watling
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Bulgular

Yapilan arazi ve laboratuvar ¢alismalari
sonucu tespit edilen mantar turleri asagida
alfabetik liste (Her bir kategori kendi iginde
siralanmistir) halinde verilmistir (Kisaltmalar:
DP, Dilek Pamukcu).

Ascomycota
Pezizomycetes

Pezizales

Helvellaceae

Helvella spadicea Schaeff.

Nallithan deresi kenari, kavaklik alan,
14.05.2003,DP 1.

Pezizaceae

Sarcosphaera coronaria (Jacq.) J. Schrét.
Nallihan Tv vericisi alti, gam ormani, 11.06.2004,
DP 23.

Basidiomycota
Agaricomycetes
Agaricales

Agaricaceae

Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc.

Hidirlar kéyl, ¢cay kenari, cayirhik alan,
15.08.2005, DP 77, 17.06.2004, DP 52. Tekke
kéyu girisi, cam ormani, 29.05.2005, DP 55
Agaricus macrocarpus F.H. Mgller

Hidirlar kéyu, dere kenari, cayirlik alan,
10.06.2004, DP 19.

Bovista plumbea Pers.

Nallihan Tv vericisi alti, gam ormani, 11.06.2004,
DP24.

Coprinus comatus (O.F. Mull.) Pers.

Nallihan g¢ayi kenari, kavak agaci alti,
14.08.2005,DP 76.

Macrolepiota excoriata (Schaeff.) Wasser
Kuruca kéyu girisi, gam ormani, 25.05.2006, DP
105.

Macrolepiota procera (Scop.) Singer

Tekke kéyl, cam ormani, 21.06.2005, DP 64.
Tekke koéyu yaylasi, gam ormani, 19.08.2005,
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DP 83.

Amanitaceae

Amanita citrina Pers.

Balca kdyu, gam ormani, 12.6.2005, DP 56
Amanita gemmata (Fr.) Bertill.

Nallihan Tv vericisi alti, ¢cam ormani,
11.06.2004, DP 27. Aksu k&yu yolu Gzeri, cam
ormani, 11.06.2004, DP 29.

Amanita ovoidea (Bull.) Link

Hosebe mevkii, gam ormani, 26.05.2006, DP
107. Kuruca koéyu girisi, ¢cam ormani,
10.06.2004, DP 17. Tekke kdyu yaylasi, cam
ormani, 22.08.2005, DP 85. Balca kdyu, ¢am
ormani, 13.06.2004, DP 41. Tekke kéyu yaylasi,
su deposu asagisi, gam ormani, 10.06.2004, DP
12.

Amanita pantherina (DC.) Krombh.

Balca kdyi, cam ormani, 12.06.2005, DP 59.
Cortinariaceae

Cortinarius flexipes (Pers.) Fr.

Hosebe mevkii, cam ormani, 26.05.2006, DP
106.

Cortinarius rubellus Cooke

Balca kdyi, cam ormani, 12.06.2005, DP 60.
Cortinarius trivialis J.E. Lange

Kurucakéyu, cam ormani, 25.05.2006, DP 100.
Hymenogastraceae

Hebeloma eburneum Malencgon

Aksu kéyu, cam ormani, 12.06.2004, DP 33.
Hebeloma sinapizans (Fr.) Sacc.

Tekke koyu yaylasi, gam ormani, 22.08.2005,
DP 88.

Inocybaceae

Inocybe mixtilis (Britzelm.) Sacc.

Bel6ren kdyu girisi, cam ormani, 12.06.2004, DP
31.

Inocybe rimosa (Bull.) P. Kumm.

Kurucakéyu, cam ormani, 06.06.2004,DP 7.
Omphalotaceae

Gymnopus erythropus (Pers.) Antonin, Halling
& Noordel.

Nallihan ¢ayi kenari, meselik alan, 17.08.2005,
DP 80.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Omphalotus illudens (Schwein.) Bresinsky &
Besl

Balca kdyil, meselik alan, 12.06.2005, DP 61.
Pleurotaceae

Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.,

Balca koyu, kesilmis kavak agaci Uzeri,
13.06.2004, DP 40.

Pluteaceae

Volvopluteus gloiocephalus (DC.) Vizzini,
Contu & Justo

Balca kéylu, ¢cam ormani, cayirlik alan,
13.06.2004, DP 35. Kuruca koyu girisi, cam
ormani, ¢ayirlik alan, 25.05.2006, DP 102.
Psathyrellaceae

Coprinellus micaceus (Bull.) Vilgalys, Hopple
& Jacq. Johnson

Hidirlar kdyu, dere kenari, kavak agaci alti,
10.06.2004, DP 21.

Psathyrella candolleana (Fr.) Maire

Cayirhan kasabasi, dut agaci alti, 12.06.2003,
DP3.

Psathyrella cotonea (Quél.) Konrad & Maubl.
Nallihan ¢ayi kenari, Akdere kéyu alti, ¢ayirlik
alan, 14.08.2005, DP 73.

Schizophyllaceae

Schizophyllum communeFr.

Nallihan cay! kenari, kesilmis kavak Uzeri,
14.08.2005, DP 75. Balca kdyu, kesilmis meyve
agaci Uzeri, 13.06.2004, DP 36.
Strophariaceae

Agrocybe dura (Bolton) Singer

Balca kéyu yol kenari, cayirlik alan, 13.06.2004,
DP 38.

Agrocybe praecox (Pers.) Fayod

Nallihan ¢ay! kenari, ¢ayirlik alan, 15.05.2003,
DP2.

Cyclocybe cylindracea (DC.) Vizzini & Angelini
Nallihan cayi kenari, kavak kutugu uzeri,
14.08.2005, DP 72. Nallihan ¢ayi kenari, Akdere
koyl alti, kavak kitugu tzeri, 14.08.2005, DP
67.

Tricholomataceae

Clitocybe dealbata (Sowerby) P. Kumm.
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Kuruca kéyu girisi, gam ormani, 25.05.2006, DP
92.

Lepista nuda (Bull.) Cooke

Kuruca kéyu girisi, gam ormani, 25.05.2006, DP
99.

Tricholoma batschii Gulden

Tekke koyu yaylasi, gam ormani, 10.06.2004,
DP 15.

Tricholoma bresadolanum Clémengon

Kuruca kéyu girisi, gam ormani, 25.05.2006, DP
101.

Tricholoma imbricatum (Fr.) P. Kumm.
Nallihan Tv vericisi alti, gam ormani, 11.06.2004,
DP 28. Beledren kdyu, yol Uzeri, gam ormani,
15.06.2004, DP 47. Tekke kbyu yayla girisi, cam
ormani, 10.06.2004, DP 16, 22.08.2005, DP 87.
Balca kdyi, cam ormani, 12.06.2005, DP 57.
Tricholoma myomyces (Pers.) J.E. Lange
Kuruca koéyu, ¢am ormani, 06.06.2004, DP 9.
Nallithan Tv vericisi alti, ¢gam ormani,
10.06.2004, DP 11. Kuruca koéyu girisi, yol
kenari, gam ormani, 25.05.2006, DP 103.
Tricholoma scalpturatum (Fr.) Quél.

Kuruca kdyul, cam ormani, 06.06.2004, DP 6.

Boletales

Boletaceae

Boletus erythropus Krombh.

Balca kdyi, cam ormani, 14.06.2004, DP 43.
Boletus impolitus Fr.

Tekke koyu yaylasi, gam ormani, 19.08.2005,
DP81.

Boletus luridus Schaeff.

Balca koyu girisi, cam ormani, 12.06.2005, DP
58.

Boletus speciosus Frost

Kuruca kdyu, gam ormani, 10.06.2004, DP 18.
Boletus subtomentosusL.

Tekke koyu yaylasi, gam ormani, 10.06.2004,
DP 20.

Leccinellum crocipodium (Letell.) Della
Maggiora & Trassin

Balca kdyu, gam ormani, 17.06.2005, DP 62.
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Gomphidiaceae

Chroogomphus rutilus (Schaeff.) O.K. Mill.
Kuruca kéyil, gam ormani, 06.06.2004, DP 8.
Nallihan Tv vericisi alti, gam ormani, 11.06.2004,
DP 25. Balca kéyu, cam ormant, 13.06.2004, DP
37. Kuruca kéyl girisi, cam ormani, 25.05.2006,
DP 95.

Rhizopogonaceae

Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr.

Beloren kdyl, gam ormani, 12.06.2004, DP 32,
15.06.2004, DP 45. Asagdi Dusen kéyu, cam
ormani, 12.06.2004, DP 34. Beldren kdyl, cam
ormani,. Asagi Beléren kéyl, ¢am ormani,
15.06.2004, DP 51.

Suillaceae

Suillus luteus (L.) Roussel

Aksu kdyu yaylasi, yol kenari, gam ormani,
20.05.2006, DP 90. Kuruca koéyu girisi, ¢am
ormani, 25.05.2006, DP 98.

Geastrales

Geastraceae

Geastrum triplex Jungh.

Aksu kdyl yaylasi, cam ormani, 20.05.2006, DP
89.

Hymenochaetales

Hymenochaetaceae

Inocutis rheades (Pers.) Fiasson & Niemela
Nallihan cayi kenari, Akdere kdyu alti, kesilmis
kavak Uzeri, 14.08.2005, DP 74. Nallihan cayi
kenari, yizme havuzu arkasi, kesilmis kavak
Uzeri, 17.08.2005, DP 78. Beloren kéyt yol Gizeri,
kesilmis kavak agaci tizeri, 15.06.2004, DP 50.
Porodaedalea pini (Brot.) Murrill

Kuruca kéyu girisi, cam agaci Uzeri, 25.05.2006,
DP 104.

Phellinus pomaceus (Pers.) Maire

Kuruca kéyu girisi, cam ormani, 25.05.2006, DP
94.

Polyporales
Fomitopsidaceae
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Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill

Nallihan c¢ay! kenari, stadyum arkasi, ségut
agaci Uzeri, 26.05.2005, DP 54.

Meruliaceae

Bjerkandera adusta (Willd.) P. Karst.

Nallihan g¢ayi kenari, kavak kutugu uzeri,
14.08.2005, DP 65. Yuzme havuzu arkasi,
kavak kutigl uzeri, 14.08.2005, DP 68.
Polyporaceae

Cerioporus squamosus (Huds.) Quél
Nallihan-Bolu yolu Uzeri yol kenari, dut agaci
lzeri, 21.05.2006, DP 91.

Fomes fomentarius (L.) Gillet

Nallihan cayi kenari, kavak agdaci uzeri,
14.08.2005, DP 69. Balca koyl, kavak agaci
Uzeri, 17.06.2005, DP 63.

Lentinus brumalis (Pers.) Zmitr.

Balca kéyl, ¢am ormani, agag¢ lzeri,
13.06.2004, DP 39.

Panus conchatus (Bull.) Fr.

Nallihan cay! kenari, kavak agaci Uzeri,
14.08.2005, DP 66.

Trametes versicolor(L.) Lloyd

Tekke kdyu yaylasi, meyve agaci Uzeri,
17.08.2005,DP 79.

Russulales

Auriscalpiaceae

Lentinellus cochleatus (Pers.) P. Karst.
Nallihan gayi kenari, kesilmis kavak agaci tzeri,
14.08.2005,DP 70.

Russulaceae

Lactarius deliciosus (L.) Gray

Nallihan Tv vericisi alti, gam ormani, 11.06.2004,
DP 26.

Lactarius vellereus (Fr.) Fr.

Belenodren kdyl yolu, gam ormani, 15.06.2004,
DP48.

Russula emetica (Schaeff.) Pers.

Tekke koyu yaylasi, gam ormani, 19.08.2005,
DP 82. Asagi Cive kdyl, cam-mese ormani,
26.06.2004, DP 53.
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Russula nigricans Fr.

Tekke kéyu yaylasi, gam ormani, 19.08.2005,
DP84.

Russula ochroleucaFr.

Hosebe piknik alani, gam ormani, 11.06.2004,
DP 22. Tekke kéylu yaylasi, gam ormani,
10.06.2004, DP 13. Balca kdyu, ¢am ormani,
14.06.2004,DP 42.

Stereaceae

Stereum hirsutum (Willd.) Pers.

Belbéren koéyu, yol Uzeri, gam ormani,
15.06.2004, DP 49.

Stereum ochraceoflavum (Schwein.) Sacc.
Tekke kdyu yaylasi, kesilmis meyve agaci Uzeri,
22.08.2005, DP 86.

Thelephorales
Bankeraceae
Boletopsis leucomelaena (Pers.) Fayod
Kuruca kéyu girisi, cam ormant, 25.05.2006, DP
97.
Phellodon tomentosus (L.) Banker
Karacasu kdyU, selale yolu Gzeri, gam ormani,
14.08.2005,DP 71.
Thelephoraceae
Thelephora caryophyllea (Schaeff.) Pers.
Asagi dusen kdyu, cam ormani, 14.06.2004, DP
44.

Tartisma

2003-2006 vyillar arasinda yapilan arazi
ve laboratuar ¢alismalari sonucunda iki bélam,
sekiz takim, 28 familya, 45 cinse ait 68 tir tespit
edilmistir. Bu turlerden iki tanesi Ascomycota, 66
tanesi de Basidiomycota bdélimune aittir.
Tarlerin familyalara gére dagilimi séyledir; :
Tricholomataceae 7, Agaricaceae ve Boleta-
ceae 6, Polyporaceae ve Russulaceae 5, Amani-
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taceae 4, Strophariaceae, Cortinariaceae,
Psathyrellaceae ve Hymenochaetaceae 3,
Inocybaceae, Omphalotaceae, Hymeno-
gastraceae, Stereaceae ve Bankeraceae 2,
Helvellaceae, Pezizaceae, Pleurotaceae, Plute-
aceae, Schizophyllaceae, Gomphidiaceae,
Rhizopogonaceae, Suillaceae, Geastraceae,
Meruliaceae, Fomitopsidaceae, Auriscalpia-
ceae ve Thelephoraceae 1.

Calisma alani ve yakin cevresinde
yapilan galismalar karsilastiriidiginda (Tablo 1),
oransal olarak bakildiginda Tricholomataceae,
Agaricaceae, Polyporaceae ve Russulaceae
familyalarina ait turlerin yogunlugunu gérmek-
teyiz. Calisma alaninda Ascomycota bélimine
ait tur sayisinin diger caligmalara gére az sayida
oldugu, Boletaceae ve Amanitaceae familyala-
rina ait tdrlerin karisik ormanlarin varligindan
dolayi sayica fazlaligi gérilmektedir.

Yapilan c¢alisma ile bélgede belirlenen
yenen turler: Helvella spadicea, Agaricus
bitorquis, A. macrocarpus, Bovista plumbea,
Coprinus comatus, Macrolepiota excoriata, M.
procera, Pleurotus ostreatus, Volvopluteus
gloiocephalus, Coprinellus micaceus, Lepista
nuda, Leccinellum crocipodium, Chroogomphus
rutilus, Rhizopogon roseolus, Lactarius
deliciosus ve Russula ochroleuca’dir.

Sonug olarak bakildiginda, bélgede tespit
edilen yenen tirler, toplam tirlerin % 23.5 ini,
zehirli turler % 20.6 sini olusturmaktadir.
Belirlenen bu turler ile halkin yenen ve zehirli
turler hakkinda bilinglendiriimesi saglanmigtir.
Yapilacak benzer cgalismalar ile hem halkin
saglikh bir besin kaynagi olan mantarlara ilgisi,
hem de bilgisinin artirilacagi kanaatindeyiz.
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Tablo 1. Calisma alani ve ¢alisma alanina yakin ¢alismalarin familyalara gére dagilimi
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Tablo 2. Bélgede tespit edilen zehirli tirler ve neden olduklari sendromlar(Bresinsky ve Besl,1990)

Tiirler Sendrom
Sarcosphaera coronaria Gyromitra
Amanita citrina Phalloides
Amanita gemmata Pantherina
Amanita pantherina Pantherina
Cortinarius rubellus Orellanus
Russula emetica Gastrointestinal
Russula nigricans Gastrointestinal
Hebeloma sinapizans Gastrointestinal
Omphalotus illudens Gastrointestinal
Boletus erythropus (Ci§ yendiginde) Gastrointestinal
Boletus luridus (Cig yendiginde) Gastrointestinal
Clitocybe dealbata Muskarin
Inocybe mixtilis Muskarin
Inocybe rimosa Muskarin
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Detection of Fungi in Cooling Tower Samples Using
Fluorescent In Situ Hybridization and Traditional Culture-
Dependent Methods

Duygu GOKSAY KADAIFCILER*, Zuhal ZEYBEK
Istanbul University, Faculty of Science, Department of Biology, Fatih / Istanbul, Turkey

Abstract: The determination of the presence of Eurotiales members, which are widely
distributed in nature and in man-made aquatic systems, is important for taking measures
against those capable of creating opportunistic infections and allergies. In this study, the
presence of fungi in cooling-tower samples was determined by using two different methods,
one being fluorescent in situ hybridization (FISH), the second culturing; both sets of results
were compared with each other. For this purpose, a total of 40 water and biofilm samples
were taken from different cooling towers in Istanbul for investigation. In the culture method,
all samples were applied to the isolation medium after pretreatment. The results of the
applications were evaluated after 14 days. With the FISH method, all samples were fixed and
hybridized by using suitable probes and were investigated under an epifluorescent
microscope. Results were obtained after a short period of three days. The FISH method was
able to detect 100% of fungi in all samples, whereas the culture method was able to detect
97.5% of the fungi in the samples. With culture method, the mostisolated fungi were from the
Aspergillus and Penicillium genera. As a result of the study, both methods are recommended
to be used in conjunction.

Key words: Aspergillus, culture-independent method, Eurotiales, fluorescent in situ
hybridization

Floresanh Yerinde Hibritleme ve Geleneksel Kiiltiir Yontemlerini
Kullanilarak Sogutma Kulesi Orneklerinde Funguslarin Tespiti

Oz: Dogada ve insan yapimi su sistemlerinde yaygin olarak bulunan Eurotiales tiyesi
funguslarin varliginin tespiti, firsat¢i enfeksiyon ve alerjilere yol agabilen bu funguslara karsi
alinabilecek dnlemler agisindan énemlidir. Bu ¢alismada sodutma kulesi drneklerindeki
funguslarin varhdi, hem floresanli yerinde hibritleme (FISH) hem de kiltir yéntemiyle
aragtinlmig, her iki yéntemin sonuglari kargilastirimistir. Bu amagla istanbul'daki farkli
sogutma kulelerine ait toplam 40 adet su ve biyofilm &rnekleri alinarak incelenmistir. Kiltir
yénteminde tum drnekler, 6n iglemlerden sonra izolasyon besiyerine ekilmistir. Ekimlerin
sonuglari 14 giin sonunda deg@erlendirilmistir. FISH yonteminde ise; tim 6rnekler fikse edilip
uygun problar kullanilarak hibridizasyonu yapildiktan sonra epifloresan mikroskopta
incelenmistir. FISH ydntemi ile 3 giin gibi kisa bir stirede sonu¢ elde edilmistir. Ayrica bu
yontem ile incelenen drneklerin tamaminda, kiltir yénteminde ise incelenen drneklerin
%97.5'in de fungus tespit edilmistir. Klltir yontemi ile en ¢ok izole edilen funguslarin
Aspergillus ve Penicillium cinsine ait olduklari belirlenmistir. Calisma sonucunda her iki
yéntemin beraber kullaniimasi énerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, kiltir bagimsiz yéntem, Eurotiales, floresanli

yerinde hibritleme
* corresponding author: dgoksay@istanbul.edu.tr
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Introduction

Fungi, which are usually saprophytes,
break up the organic substances they grow on
and turn them into inorganic materials, readying
them for consumption by other organisms.
Therefore, they play an important role in organic
pollutant removal and mud refining. In contrast,
as microbial polluting sources of aquatic
systems, fungi may also pose a health risk for
eukaryotic organisms (humans, plants, and
animals). Apart from plant pathogens, numerous
respiratory opportunistic pathogenic fungi
belong to the phylum Ascomycota, of which
Aspergillus and Penicillium are the dominant
genera of the order Eurotiales (Oner, 1998;
Guarro et al., 1999). In fact, the microfungi most
commonly obtained in soil and water studies in
Turkey belong to the genus Aspergillus (Asan &
Ekmekgi, 2002; Asan et al., 2003; Asan et al.,
2004; Yazicioglu et al., 2004; Rasime et al. 2005;
llhan et al. 2006; Goéksay Kadaifciler & Demirel,
2017). This genus, which is widely found around
the world, exhibits high reproduction rates and
capacities. Its atmospherically dispersed conidia
are suspended in the air and can be transported
anywhere with dust and other particles
(Kantarcioglu & Yiucel, 2003). The infections
and/or disease caused by Aspergillus spp. are
mainly linked to the lungs. Due to the inhalation
of Aspergillus spores, bronchial asthma can
occur in people who are allergic to the antigens
of this fungus. In addition, this genus' members
may become invasive, and they can migrate to
the subcutaneous tissue, the central nervous
system, the lungs, and the endocardium in
immunocompromised persons (Szymanska
2005). Cooling towers represent a favorable
environment for microbial growth because of the
presence of water, nutrients, various tempera-
tures, and pH ranges, and microorganisms can
be easily dispersed by aerosols formed by the
system (Choudhary, 1998). In cooling tower
samples, fast detection and identification of
fungi, which can cause potentially allergenic and
toxicogenic reactions, is of greatimportance.

Fluorescent in situ hybridization (FISH) is
a technique that enables the monitoring of three-
dimensional distributions of target molecules in
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the cell using epifluorescent or confocal laser
microscopy due to the hybridization of nucleic
acids with specific sequences in the cell; this can
be done using fluorescence-stained oligonuc-
leotides (probes) without damaging microor-
ganisms' cells. In contrast to the classical culture
method, using FISH, it is possible to detect
microorganisms in their environment and assess
their physiological activities, morphology, and
position with respect to each other; it is also
possible to determine their numbers by means of
FISH. In addition, the method is helpful for the
detection of microorganisms with unknown
specific culture conditions (Amann et al., 1995;
Amann et al., 2001). For this reason, taking into
consideration the approaches' advantages and
disadvantages, this study aims to use FISH (a
culture-independent method) and the traditional
culture-dependent method to investigate
members of Eurotiales, especially Aspergillus, in
cooling tower samples.

Materials and Methods

Atotal of 20 water and 20 biofilm samples
were collected from 20 cooling towers
associated with 13 buildings in the city of
Istanbul, Turkey.

The Culture-Dependent Method

Water samples were concentrated by
filtration through nitrocellulose filters with a pore
size of 0.45 um. Sabouraud dextrose agar (SDA)
plates containing the antibiotic and Rose Bengal
stain were used for isolation of fungi (Arvanitidou
et al.,, 1999; Asan et al. 2003). Filters were
placed on the SDA plates, and biofilm samples
were scraped from the tower inside surfaces (10
cm?) using a sterile cotton swab and suspended
in 20 mL of sterile tap water (Gagnon & Slawson,
1999). Biofilm samples were serially diluted, and
diluted 1-mL samples were spread plated onto
SDA plates. All SDA plates were incubated at
25°C for 30 days. After incubation, the fungal
colonies and fungal colony mean were
calculated. Following this, the colonies were
subcultured on malt extract agar slants and
stored at +4°C.
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Fungal isolates were inoculated onto malt
extract agar and potato dextrose agar for
morphological identification. Plates were
incubated for 7-14 days at 25°C. At the end of
the incubation period, the colonies' macroscopic
and microscopic characteristics were examined
using a stereomicroscope and light microscope,
respectively. Following generally accepted
standards, lactophenol cotton blue was used as
the mounting medium to identify the genus levels
(Barnett & Hunter, 1999; Ellis, 1971; Sime &
Abbott, 2002).

Fluorescent in Situ Hybridization
(Culture-Independent Method)

Water samples were concentrated by
filtration through nylon filters with a pore size of
0.22 pm; the filters were then suspended in 10
mL of sterile tap water. After homogenate
preparation, sample-50% ethanol mixes (1:1,
v/v) were stored at —20°C and fixed within 2
days. Biofilm samples were scraped from tower
inside surfaces (10 cm?®) using a sterile cotton
swab and suspended in 10 mL of sterile tap
water. After they were homogenized, samples
were stored as mentioned above. The fixation of
both water and biofilm samples was carried out
with 4% paraformaldehyde (PFA) overnight at
4°C (Gagnon & Slawson, 1999; Kasapgil ince et
al.,2006). The hybridization method was
modified based on Kasapligil Ince et al.'s (2006)
study. After the fixation, PFA was centrifuged
three times with 1x phosphate-buffered saline
for cleaning, and the washing was performed at
5000 g. At the end of the washing step, the 10-pl
fixed samples were placed in wells on covered
polytetrafluoroethylene microscopic slides and
allowed to dry. Drying slides were sequentially
passed through 50%, 80%, and 96% alcohol
series for 3 min at 48°C. A 1-ul probe (50 ng/ul)
and hybridization buffer (10 pl) containing 0.9 M
NaCl, 20 mM Tris/HCI, 0.01% (w/v) sodium
dodecyl sulfate, and 30% v/v formamide were
added to the slide wells in the moist hybridization
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chamber and left overnight at 48°C for
hybridization in the dark; following this, 2 ul of
DNA binding dye—6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) was added to the wells and incubated for
30 min in the dark. At the end of this time, the
slides were washed using wash buffer
containing 160 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, 5 mM
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), and
0.01% (w/v) sodium dodecyl sulfate for 15 min at
48°C before a final 10-min wash with bidistilled
water at 4°C. Following this, 5 pl of Citifluor
antifadent agent was added to the dried slides to
prevent rapid fading of the dyes. The dried slides
were examined under a Nikon Eclipse 80i
epifluorescent microscope and photographed.
All samples were analyzed in duplicate.

Aspergillus fumigatus ATCC 10894 was
used for the positive control fungus, and
preliminary experiments were also carried out
with this fungus. One well containing the
EUK516 probe was used for positive control for
eukaryotes. One well containing no probes and
hybridization buffer without microorganisms and
one well containing the NON338 probe were
used for negative controls (Table 1).

Results

According to the culture method results,
fungi were detected in 39 of 40 (97.5%)
examined water and biofilm samples. In only one
biofilm sample could no fungi be identified. The
minimum and maximum values of the fungal
colony counts were 4 and 1200 colonies/100 mL
in water samples and 0.1 and 40 colonies/cm”in
biofilm samples, respectively (Table 2). The most
frequently identified fungi were Aspergillus,
Penicillium, and Cladosporium (Figure 1).
Aspergillus spp. were isolated from all cooling
towers.

According to the FISH method results,
fungi were detected in all water and biofilm
samples (total 40 samples). The fungal probes'
signal results are givenin Table 2.
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Table 1. General characteristics of rRNA-targeted oligonucleotide probes and fluorescent dyes
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Probe name Probe Target Dyel/color Usage
sequencing group/specificity
5-3
EUK516 5-ACC AGA | 18S rRNA/Eukaryotes 5-CY3 (red) | Positive control
CTT GCC CTC
C-3
EUROT1108 5-TTT  AAG | 18S rRNA/Eurotiales 5-FAM Eurotiales
GGC CGA (green)
GGT CTC-3’
NON338 5-ACT  CCT | No sense/No target 5-FAM Negative
ACG GGA (green) control
GGC AGC-3’
DAPI - DNA binding dye Blue to determine
the number of
(Al DNA) nuclei and to
assess  gross
cell
morphology

Table 2. Results of culture-dependent and fluorescent in situ hybridization methods

(Colony/100mL.: colony per 100 mL; Colony/cm’: colony per square centimeter; +: fungal probes' signal detected)

Culture method Fluorescent in situ hybridization method

Water Colony/ | Biofilm Colony/cm? Water Signal Biofilm Signal

samples | 100mL | samples samples | results samples results

(Code) (Code) (Code) (Code)

w1 15 B1 1 w1 + B1 +
w2 400 B2 1 w2 + B2 +
w3 550 B3 2.3 w3 + B3 +
w4 120 B4 40 w4 + B4 +
W5 333 B5 0 W5 + B5 +
Weé 11 B6 0.2 Weé + B6 +
w7 17 B7 0.1 w7 + B7 +
ws 11 B8 1 ws + B8 +
w9 9 B9 0.1 w9 + B9 +
w10 4 B10 0.6 w10 + B10 +
w11 6 B11 0.1 w11 + B11 +
w12 12 B12 0.1 w12 + B12 +
w13 7 B13 0.2 w13 + B13 +
w14 110 B14 6.4 w14 + B14 +
W15 1200 B15 0.1 w15 + B15 +
W16 15 B16 0.9 W16 + B16 +
w17 30 B17 22 w17 + B17 +
w18 10 B18 0.6 w18 + B18 +
w19 13 B19 0.1 w19 + B19 +
W20 14 B20 0.2 W20 + B20 +
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As Fig. 2 shows, fungal spores determined with yielded a red color and DAPI yielded blue. The
the EUROT1108 probe labeled with 5'-FAM morphological structures of Aspergillus are
were green, while EUK516 labeled with 5'-CY3 shown in Figure 3.

Figure 1. Morphologically identified fungus: (a) Aspergillus, (b) Penicillium, and (c) Cladosporium
(x 500 magnification)

EUROT1108 EUK516 DAPI

Figure 2. Fluorescent-labeled fungal spores (x 500 magnification)

EUROT1108 DAPI

Figure 3. The structures of Aspergillus (x 500 magnification)
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Discussion

Cooling towers are suitable environments
for many microorganisms and fungi to growth.
However, the proliferation of these micro-
organisms may have unfavorable effects in
terms of both clogging the systems and causing
respiratory infections in humans due to the
inhaling of aerosols. Therefore, it is important to
determine the amounts of fungiin both water and
biofilm samples of cooling towers. In this study,
the comparison between the culture and FISH
methods showed that the results were in
accordance in terms of monitoring the presence
of fungi in cooling towers. The advantage of the
culture method is that it is possible to count the
colonies, isolates can be obtained, and these
isolates can be used in forthcoming studies.
However, this technique takes a long time and
requires great expertise, especially for species-
level diagnostics. Moreover, this culture method
is insufficient if the microorganisms are in viable
but nonculturable (VBNC) form. At present, there
are publications available on aquatic fungi, and
especially zoosporic fungi, that cannot be
cultured in freshwater media, and the
importance of establishing a method in which
these fungi can be cultured has been stressed
(Baschien etal., 2008; Jobard et al., 2010). In the
present study, fungi could be detected in all
samples from cooling towers using the FISH
method, whereas the culture method only
allowed fungi to be detected in 97.5% of the
examined samples. The probable reason for this
is that the fungi in the biofilm sample were in the
VBNC phase. The application of FISH can
overcome this disadvantage. There is a need for
further work to support these results.

Numerous studies have been performed
in ecology, food science, agriculture, and human
and veterinary medicine using the FISH method.
Studies concerning fungi (e.g., Candida,
Paracoccidioides, and Aureobasidium pullulans)
have focused on medical and vegetable
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pathogenesis (Lischewsk et al., 1996; Li et al.,
1997; Spear et al., 1999; Moter & Goébel, 2000;
Domingos Arantes etal., 2017). Infact, FISH is a
novel technique in the determination of fungi,
and it was first used in an environmental study
with acidic mining drainages (Baker et al., 2004).
This is the first study to detect fungi in cooling
towers in Turkey using this method.

The most important advantage of FISH is
that the presence of fungi can be determined in a
much shorter amount of time than it can in the
culture method. The faster the identification of
pathogenic or opportunistic pathogenic fungi is,
the easier it will be to determine the risk and
mitigate it through appropriate measures (Moter
& Gobel, 2000; Amann et al., 2001). This will
allow a disinfection process to be initiated in a
cooling tower at risk of developing colonies of
fungi. As a solution, suitable antifungals can be
applied for the disinfection of cooling tower
systems. Despite the advantages mentioned
above, identification of mold is usually performed
at the family and/or order level in the FISH
method. This approach can be used to analyze
microbial communities and detect the
phylogenetic relationships among micro-
organisms. In our study, the EUROT1108 probe
was used because of its specificity for Eurotiales.
At present, species-specific probes exist for only
the most recognized pathogenic yeasts.
Development of molecular-based studies, such
as fungal genome sequencing studies, will make
it possible to produce probes that can identify
fungi at the species level. Such advancements
could be especially helpful in microbial ecology
and biodiversity studies (Moter & Gdbel, 2000).
In the present study, there are no quantitative
results that can be compared with the culture
method results. This is because the colonies
formed from these fungi may arise from multiple
spores or micelles, preventing accurate
counting.
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In addition, probes may fade rapidly during the understanding of the distribution of these
investigation, meaning that no signals would be microorganisms in aquatic systems, and
produced. For this purpose, it is recommended applying solutions like disinfection. In light of the
that investigation and sampling be carried out information presented here, FISH could be used
rapidly when multiple samples are present. to complement the culture method and thus
Moreover, as shown in Figure 1, a portion of obtain more comprehensive information.
spores measured with EUK516 lost their
luminescence during photographing. Acknowledgements
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