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Saf Kultur Olarak Stoklanmig Bazi Mikrofunguslarin ITS, Beta-
tubulin ve Aktin Gen Dizilerine Gore Molekiler Tanisi

Elgin TUNEY?, Ahmet ASAN*2, Burhan SEN?

*Sorumlu yazar:ahmetasan84@gmail.com

1Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Biyoloji Ana Bilim Dali, Edirne
2Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Edirne

Oz: Bu calismada, Trakya Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Boliimu Mikrobiyoloji
laboratuvarinda saf kiltlr olarak stoklanmis bununla beraber; cins veya tur dizeyinde morfolojik
olarak teshis edilemeyen baz mikrofunguslar molekiler olarak tanimlanmistir. Calismada
kullanilan mikrofunguslar daha énce tir diizeyinde morfolojik olarak tanimlanamamis izolatlardan
olusmustur. Ornekler, MEA besiyerine ekilip 25°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Besiyerinden alinan
ornekler, analiz yapilana kadar -20°C’de saklanmistir. DNA izolasyonu igin funguslara o6zel,
kimyasal (SDS ve CTAB), biyokimyasal (proteinazK vb.) ve fiziksel (0.1 mm c¢aph boncuklar)
parcalama yontemlerini bir arada kullanan DNA izolasyon kitleri kullaniimistir. Cesitlilik
calismalari, PCR tabanl fungal gesitlilik galisma kitleri ile yapilmigtir. TUm izolatlar i¢in ITS gen
dizisi kullanilmis, cinse bagli olarak B-tubulin ve Actin gen dizilimlerini hedeflenmistir. PCR ile
¢ogaltilan DNA dizilimleri “Sanger Sequencing Yoéntemi” ile dizilenmistir. Elde edilen dizilerin
hangi organizmalara ait oldugu NCBI ve EBI gibi uluslararasi nikleik asit data bankalarinda
mevcut dizilimlerle, elde edilen filotiplerin dizilimleri karsilastirilarak belirlenmistir. Toplam 61
mikrofungus 6rnegi, cins diizeyinde 3 gruba (A,B,C) ayrilmis olup, gruplara gore ilgili gen bélgeleri
molekdler teshis i¢in analiz edilmistir. 3 grup icin hem ilgili gen bolgeleri hem de ITS bdlgeleri baz
alinarak yapilan molekuler analizler sonucunda, 6 Ornegin tur teshisi yapilamamig, 56 tir
molekuler diizeyde teshis edilmistir.

Anahtar kelimeler: Beta-tubulin gen dizisi, Actin gen dizisi, ITS gen dizisi, PCR, sekans
yontemleri, mikrofunguslarin molekuler teshisi

Molecular Based Identification of Some Stocked Microfungi as pure
culture according to ITS, Beta-tubulin and Actin Genes

Abstract: Some microfungi deposited in laboratuary as pure culture and unidentified
morphologically as genus or species level and these fungi were identified by molecular methods
in study. The used microfungi were comprised unidentifed species and can not be identify as
colonially and morphologically previously. We used ITS gene for all isolates, also according to the
genus we used beta-tubulin and actin genes targeting PCR based fungal biodiversity working kits.
DNA sequences were sequenced by Sanger Method, and obtained sequences were analysed as
bioinformatics and completed filogenetically analysis. Then samples inoculated to MEA at 25°C
for 7 days. All samples obtained from MEA media were preserved at -20°C until analysis. For
DNA isolation were used the spesific kits, using together digestion method such as chemical (SDS
and CTAB), biochemical (proteinaseK etc.) and physical (beat with 0.1 mm diameter) were used
for DNA isolation. DNA’s maintained in silica colones. In the last stage of isolation, nucleic acides
were dissolved in the water DNase/Pyrogen free. After that, sequence series analysised on
spectrophotometer and so determined, purity of DNA. Studies of diversity is made with PCR
based fungal biodiversity working kits. After the PCR application, DNA series sequenced using
by “Sanger-Sequencing Protocol”. Sequence series found that belong to which organisms on
NCBI and EBI. After that, philotypes were compared with similar organisms. A total of 61
Microfungi samples , the genus level 3 groups (A, B, C) is divided , according to group related
gene regions were analyzed for molecular diagnostics. Both gene regions related to 3 groups
based on the results of molecular analyzes of ITS , 6 species diagnosis has not been made , for
example , 56 species have been identified at the molecular level .

Key words: Beta-tubulin region, Actin region, ITS region, PCR, sequencing methods,
identification of microfungi
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Girig

Mikrofunguslarin tanisi, uzun slre Ureme yapllari
temellenmis, morfolojik ve koloniyal 6zellikler dnemli
taksonomik kriterler olarak ele alinmistir. Fosil kayitlarin
yetersizligi, fungal gruplar arasindaki filogenetik iligkilerin
kurulmasini  zorlastirmaktadir. Bu nedenle fungal
sistematik ¢cok uzun silre (hatta halen), yagsamakta olan
funguslarin  fenotipik  6zellikleri  (dreme  yapilari,
morfolojileri, spor sekilleri, koloniyal ézellikler) Uzerine
kurulmustur.  Ozellikle eseysel Ureme yapllari
taksonomide ¢ok 6nemlidir ancak her fungus eseyli
olarak Urememektedir. Bu nedenle fungal taksonomide
genellikle tartismali bir durum olagelmigtir. Ancak
Ozellikle 1983'de Kary MULLIS tarafindan PCR’in
kesfedilmesiyle birlikte (Wessner ve Ark.,, 2013),
funguslarla ilgili molekuler ¢alismalar inanilmaz bir hiz
kazanmig ve fungal taksonomi ile ilgili son derece 6nemli
yeni bilgiler ortaya gikmigtir. Levetin (2016)’e gére 1995-
2015 yillari arasindaki 20 yilda, DNA sekanslamasiyla 8
fungal filum ile ilgili ¢6zim Uretilmistir, bunlardan Ugu,
onemli aeroellerjenler iceren Zygomycota, Ascomycota
ve Basidiomycotadir ve sonugda Deuteromycetes iptal
edilmis, yapiskan kifler (Myxomycetes) ve su kufleri
(Oomycetes) gibi fungus benzeri organizmalar diger
alemlere aktariimistir. Molekller calismalar, fungal
taksonomik sorunlari % 100 ¢dzmemekle birlikte gok
onemli katkilar yapmistir. Bu galismalar sonucunda yeni
taksonlar (filum, genus, v.s.) Onerilmektedir. Fungal
mulekdler ¢alismalarda ITS bélgesi funguslarin tanisi
icin 6nemli bir bolge olmasina ragmen, bazen tani icin
yeterli olmamakta ve bagka gen bdlgelerinin
calisiimasina ihtiyag duyulabilmektedir. Bu galismada,
laboratuvar ortaminda saf kdltir olarak stoklanmis bazi
mikrofunguslarin ITS, Beta-tubulin ve Actin gen dizilerine
g6re molekuler tanisinin yapiimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Arastirma materyali, Edirne ev igi ortamindan izole
edilmis ve Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolumu Mikrobiyoloji laboratuvarinda saf kdiltir olarak
stoklanmis bazi mikrofunguslardir. Bununla beraber
mikrofugus ornekleri ilgili gen bélgelerine gére 3 gruba
ayrilmistir. A grubunu olusturan mikrofungus drnekleri 23
adet, B grubunu olusturan mikrofungus érnekleri 35 adet,
C grubunu olusturan mikrofungus 6rnekleri ise 5 adettir.
Toplam o6rnek sayisi 61 adettir. A grubu mikrofungus
orneklerinin molekuler teshisi igin “actin” gen bdlgesine,
B gurubu mikrofungus 6rneklerinin molekiler teshisi igin
“beta-tubulin” gen bdlgesine, C grubu mikrofungus
orneklerinin molekuler teshisi icin ise hem “actin” hem

“beta-tubulin” gen bolgelerine bakilmis ayni zamanda
her Ug grup icin de ITS gen boélgesine bakiimistir.

Mikrofunguslarin Molekiiler Tanisi

Toplam 61 mikrofungus 6rnegi igin ilk asama
olarak DNA izolasyonu yapilmistir, ardindan Q-PCR ile
actin ve beta-tubulin gen bdlgelerine 6zglu primerlerle
beraber 6rnekler cogdaltiimistir.

Molekiler tani igin son asama olarak da, dizi
analizi ve filogenetik analiz yapiimistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin Biospeedy DNA izolasyon
Kiti (Bioeksen, Turkiye) kullaniimigtir. Kit protokoli su
sekildedir; Bir mikroftij tupine 400 pl Guanidinium
thiocyanate (0.1 M Tris; pH 7.5) eklenmis, daha sonra
katt besi yerinden alinan fungi kolonileri kolonisi
tamponun igine birakilmistir. Numune vorteksle 1 dk
3000 RPM'de karistiriimistir ve daha sonra 95°C’de 10
dk inkibe edilmigtir. Numune vorteksle 1 dk 3000 rpm
kanistirildiktan sonra tip 14000 RPM'de 1 dk santrifij
edilmis ve elde edilen Ust sivi yeni bir tlipe transfer
edilmistir. Elde edilen Ust siviya 200 ul isopropanol
eklenmis, iyice kanistirilmigtir. Karisim DNA Kolonu’'na
eklenmis, 1-2 dk beklenmis ve 12000 RPM de 1 dk
santrifyj edildikten sonra alt sivi atilmistir. Kolona 500 pl
Yikama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5;
80% v/v Ethanol) eklenmis, 12000 RPM de 1 dk santrifijj
edilmis ve alt sivi atilmigtir. Bu adim iki defa daha
tekrarlanmistir. Kolon 12000 RPM de 1 dk bos santrifijj
edildikten sonra steril yeni bir mikrosantrifij tlpe
yerlestiriimis, 100 pyl Céziici Tampon eklenmis, 1 dk oda
sicakhginda inklibe edimig, 14000 RPM de 1 dk santrifij
edilmis ve DNA izolati elde edilmistir. Elde edilen DNA -
20°C’de saklanmistir.

Gergek Zamanli (Real Time) PCR (Q-PCR)

Q-PCR igin Biospeedy Fungal Cesitlilik Calisma
Kiti (Bioeksen, Turkiye) kullanilmistir. Kit fungal 18S
rRNA'nin 3’ ucu kismi dizisi, ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2
bélgesinin timi ve 28S rRNA'nin 5'ucu kismi dizisi
bolgesini hedefleyen forward 5' TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3' ve reverse 5'- GGA AGT AAA AGT CGT AAC
AAG G-3' pimerlerini , B-tubulin genini hedefleyen
forward 5-TGG GCY AAG GGT YAY TAY AC-3' ve
reverse 5'-GGR ATC CAY TCR ACR AA-3' primerlerini
ve aktin genini hedefleyen 5'-TGG GAY GAY ATG GAN
AAN ATH TGG CA-3' ve reverse 5' TCN TCG TAT NCT
NGC TNN GAN ATC CAC AT-3' primerlerini
icermektedir.
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Bitin reaksiyonlarda Biorad CFX Connect (Bio-
Rad Laboratories, Amerika) kullaniimistir. Reaksiyon 1.5
mM MgClz, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu,
0.1U Fast Start Tag DNA Polimeraz, 1x EvaGreen, 4
ng/ul kalip DNA ve her bir primerden 0.5 uM
icermektedir. Cihazda, primer ¢iftine 6zgi optimizasyonu

Tablo 1. PCR sartlari

saglanmis Tablo 1’de verilen 1si dénglsi programi
uygulanmistir. Q-PCR sirasinda sadece istenilen triiniin
cogaltildigini belirlemek igin 65°C - 98°C arasinda erime
egdrisi analizi yapiimigtir. Q-PCR datalari CFX Manager
Software 3.0’da analiz edilmistir.

Tespit Formati Reaksiyon Hacmi
SYBR Green 20 pl
Programlar
Program ismi Ig('jngu Analiz Modu
ayisi

On-inkiibasyon 1
Cogalma 45 Sayim
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soguma 1
Sicaklik Hedefleri
Hedef (°C) okuma Bekletme Hiz Okuma

Modu  ph:mm:ss)  (°Cls) (°C basina)
On Inkiibasyon
95 00:10:00 4.8 -
Cogalma
95 00:00:15 4,8 -
53 00:00:15 2,5 -
72 Tek 00:00:30 4.8 -
Erime Egrisi
95 00:00:05 - -
65 00:01:00 - -
98 Surekli - 0.5 10
Soguma
40 Tek 00:00:30 2,5 -
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Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

ilgili genlerden elde edilen fungal amplikonlarin
dizi analizleri Sanger ydntemiyle, ABI prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
kullanilarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied
Biosystems, ABD) belirlenmistir.

Dizi analizi ileri primerler kullanilarak, tek yonli
gerceklestiriimistir. Elde edilen diziler 4peaks yazilimi
(http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile  analiz
edilmistir. Dizilerin DNA Data bankasinda en ¢ok benzer
oldugu diziler NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
programi kullanilarak belirlenmisgtir.

PCR

PCR 1 ddngu 10 dakika 95°C; 45 dongi 15 saniye
95°C, 15 saniye 53°C ve 30 saniye 72°C kosullarinda
gergeklestiriimistir.  72°C inkibasyon adimi sonunda
SYBR Green tespit formatinda her kuyucukta floresan
Isima okunmustur. Q-PCR sirasinda sadece istenilen
Urinun ¢ogaltildigini belirlemek igin 65°C - 98°C arasinda,
0.5 °C/s rampa hiziyla sicaklik arttiriip sirekli SYBR
Green tespit formatinda okuma yapilarak erime egrisi
analizi yapiimistir.

Sonuglar

Toplam 61 mikrofungus 6rnedinin molekdler tanisi igin
yapilan DNA izolasyonu, Q-PCR ile d&rneklerin
¢ogaltilmasi, dizi analizi ve filogenetik analizler sonucunda
ortaya c¢ikan mikrofunguslarin “Actin ve ITS” gen
bolgelerine goére “Maksimum Identification” lari baz
alinarak, tur karsilastirlmasi yapilmis ve Tablo 2'de
gosterilmistir. Ayni sekilde “Beta-tubulin ve ITS” gen
bolgelerine goére yine “Maksimum Identification” baz
alinarak mikrofungus turlerinin karsilastirilmasi yapilmis
ve tabloda gosterilmistir(Tablo 3). Karsilastirma
tablosunun ardindan, mikrofungus tdrlerinin akrabalk
dizeyini belirtmek ve incelemek amagli filogenetik agaclar
cizilmistir. Fungal cinslerin ilgili fen bdlgeleri géz 6nlne
alinarak cizilen filogenetik agaclar, Sekil 1-7 arasinda
belirtiimigtir.

Tartisma

Molekuler tanimlama ydntemleri, gelismekte olan
teknolojinin mikrobiyoloji alaninda sundugu en 6nemli
yeniliklerden biridir. Molekuler tanimlama tekniklerine her
gecen gln bir yenisinin daha eklenmesi, farkli amaglarla
yurGtilen  bilimsel c¢alismalara buyuk kolayliklar

Nisan(2018)9(1)1-17

saglamaktadir (Abaci ve Haliki, 2005; Bridge ve Arora,

1998). PCR, molekiiler biyolojide genis uygulama alani ile
guclu  bir ybntem olup, bu sayede her bir diziyi
klonlayabilme, analiz ve modifiye edebilme ve hatta nadir
dizileri bile saptayabilmeyi saglamistir. Bu nedenle PCR,;
fungal genetik, toprak mikrobiyolojisi, medikal mikoloji,
biyoteknoloji gibi mikolojinin pek cok ayri dalinda genis
uygulamalari kullaniimaktadir. PCR amplifikasyonu DNA
dizisine dayali bilgiler sagladigindan, bugline kadar
fenotipik olarak tanimlanmis tlrlerin  dogrulamasini
yapmistir(Takamatsu, 1998). PCR, hassasiyeti ve
spesifikligi nedeniyle funguslarin tanisinda siklikla
kullaniimaktadir. Funguslarin ayrimi icin PCR temelli
analiz yontemleri, spesifik primerlerin dizayn edilmesini
gerekli kilmistir. Bununla beraber, en azindan hedef DNA
bdlgesinin bir kisminin bilinmesi gereklidir ki, bu durum
hedef genin se¢imini saglayacagindan PCR bazli analizler
icin oldukga anlamli olacaktir(Manian ve Ark., 2001).

rRNA  dizileri, yasayan tim  hucrelerde
bulundugundan ve ayni gorevi Ustlendiginden,
taksonomik ve filogenetik c¢alismalar igin siklikla
kullaniimaktadir. Bu dizilerin evriminin; tim genomun
evrimini yansittigi soylenebildigi gibi ayni zamanda
farkhihk  gosteren ve korunmus bolgeler de
icermektedirler. Bu sayede farkli taksonomik gruplarda
bulunan organizmalarin karsilastirma ve ayirimlarinda
kullaniimaktadir. Funguslarda nuklear rDNA, arka
arkaya tekrar eden rDNA alt birimleri olarak organize
olmuslardir. Birinci alt birim kiglk nuklear 18S rRNA,
5,8S rRNA ve buyuk nlklear 28S rRNA genlerini
icermektedir Birinci alt birimde genler ITS1 (internal
transcribed spacer) ve ITS2 ile ayrilmistir ve iKi alt birim
IGS(intergenic spacer) ile ayriimistir. Son rRNA geni
(5S) fungal taksona bagh olarak, tekrarlanmis alt birimler
ile birlikte olabilir veya olmayabilir. 18S rDNA, nispeten
yavas evrim gegirir ve uzak akraba organizmalarin
karsilastiriimasinda kullaniimaktadir. Kodlama
yapmayan (ITS ve IGS) bdlgeleri daha hizli evrim gegirir
ve bir genustaki fungal turlerin veya bir tlrdeki suslarin
karsilastiriimasi igin kullaniimaktadir. 28S rDNA’ nin bazi
bolgeleri turler arasinda farklilik géstermektedir(Edel,
1998). Tanisal PCR’in spesifikliginde amplifikasyon igin
uygun hedef dizinin belirlenmesi gerekmektedir.
Spesifiklik, farkl genuslar veya tirlerin DNA dizileri ile
hedef dizi arasindaki homolojinin derecesi ile
belirlenmektedir.
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Tablo 2. Mikrofunguslarin Actin ve ITS gen bdlgelerine gore karsilastiriimasi
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) Tar _ ) Tiir Eslesme Eslesen Tur

Kod Tur/ITS Accession Eslesen Tiir Orant (MI) Accession
Number Number

Al Alternaria alternata KY921915 Alternaria Alternata 557/559(99%) KC139494.1
A2 Alternaria alternata KY921916 Alternaria Alternata 552/559(99%) KJ739880.1
A3 Lewia infectoria KY921917 Lewia infectoria 579/586(99%) AY154690.1
A4 Alternaria alternata KY921918 Alternaria sp. 563/568(99%) KC139464.1
A5 Alternaria alternata KY921919 Alternaria alternata 557/565(99%) KJ739880.1
A6 Alternaria alternata KY921920 Alternaria alternata 552/561(98%) KJ739880.1
A7 Alternaria alternata KY921921 Alternaria alternata 563/572(98%) KJ739874.1
A8 Alternaria alternata KY921922 Alternaria alternata 558/562(99%) KJ739880.1
A9 Alternaria alternata KY921923 Alternaria alternata 565/569(99%) KJ739874.1
Al0 tiir tespit edilememistir
All tiir tespit edilememistir
Al2 Cladosporium herbarum KY921924 Cladosporium sinuosum 537/544(99%) KX674647.1
Al13 Cladosporium tenuissimum KY921925 Cladosporium tenuissimum 538/541(99%) EU272531.1
Al4 Cladosporium tenuissimum KY921926 Cladosporium tenuissimum 537/541(99%) EU272531.1
Al5 tiir tespit edilememistir
Al6 Cladosporium tenuissimum KY921927 Cladosporium tenuissimum 537/541(99%) EU272491.1
Al7 Cladosporium tenuissimum KY921928 Cladosporium tenuissimum 540/547(99%) EU272531.1
Al8 Cladosporium tenuissimum KY921929 Cladosporium sp. 532/536(99%) LN834410.1
Al9 tr tespit edilememistir
A20 Cladosporium tenuissimum KY921930 Cladosporium tenuissimum 539/543(99%) EU272531.1
A21 tiir tespit edilememistir
A22 tiir tespit edilememistir
A23 | Cladosporium cladosporioides KY921931 Cladosporium cladosporioides | 540/546(99%) EU272532.1
C1 tiir tespit edilememistir
Cc2 tiir tespit edilememistir
C3 tiir tespit edilememistir
C4 tiir tespit edilememistir
C5 Aspergillus terreus KY926855 Aspergillus terreus 585/588(99%) FJ011538.1
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. . TUr' Tiir Eslesme N Eslesen Tiir

Kod Tir/ACTIN Accession Orant (MI) Eslesen Tiir Accession Number
Number

Al Alternaria alternata KY930577 | 815/838(97%) Alternaria alternata AY748985.1
A2 tiir tespit edilememistir
A3 tr tespit edilememistir
A4 Alternaria alternata KY930578 713/729(98%) Alternaria Alternata AY748985.1
A5 Alternaria alternata KY930579 757/776(98%) Alternaria Alternata AY748985.1
A6 Alternaria alternata KY930580 717/723(99%) Alternaria Alternata AY748985.1
AT Alternaria alternata KY930581 669/674(99%) Alternaria Alternata AY748985.1
A8 tiir tespit edilememistir
A9 Alternaria alternata KY930582 728/741(98%) Alternaria Alternata AY748985.1
Al0 Cladosporium herbarum KY930583 602/624(96%) Cladosporium herbarum AJ300315.1
All tiir tespit edilememistir
Al2 tiir tespit edilememistir
Al3 tiir tespit edilememistir
Al4 Cladosporium oxysporium KY930584 679/710(96%) Cladosporium oxysporium AJ300311.1
Al5 Cladosporium herbarum KY930585 732/734(99%) Cladosporium herbarum AJ300323.1
Al16 | Cladosporium tenuissimum KY930586 684/712(96%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
Al7 | Cladosporium tenuissimum KY930587 698/726(96%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
Al18 | Cladosporium tenuissimum KY930588 732/735(99%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
Al9 tiir tespit edilememistir
A20 | Cladosporium tenuissimum KY930589 748/779(96%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
A21 Cladosporium herbarum KY930590 | 735/735(100%) Cladosporium herbarum AJ300315.1
A22 | Cladosporium cladosporioides | KY930591 | 768/773(99%) C?;Sggsg?igf d”;S AJ300329.1
A23 tiir tespit edilememistir
C1 tiir tespit edilememistir
Cc2 tiir tespit edilememistir
C3 tiir tespit edilememistir
C4 tiir tespit edilememistir
C5 tiir tespit edilememistir
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Tur Eslesme Eslesen Tir
Kod Tar/ITS Accession Eslesen Tiir Oram (MI) Accession Number
Number
B1 Metarhizium anisopliae KY921932 Metarhizium anisopliae 565/567(99%) KU965593.1
B2 Penicillium glabrum KY921933 Penicillium glabrum 559/565(99%) KJ475813.1
B3 Metarhizium anisopliae KY921934 Metarhizium anisopliae | 567/571(99%) KU965593.1
B4 Penicillium commune KY921935 Penicillium commune 566/570(99%) DQ132814.1
- . Penicillium o
B5 | Penicillium brevicompactum KY921936 brevicompactum 568/575(99%) LT558911.1
B6 | Penicillium brevicompactum | KY921937 Penicillium 570/578(99%) LT558911.1
brevicompactum '
B7 Penicillium citrinum KY921938 Penicillium citrinum 535/538(99%) LT558897.1
B8 Penicillium glabrum KY921939 Penicillium glabrum 561/564(99%) KU847871.1
B9 Penicillium glabrum KY921940 Penicillium glabrum 568/575(99%) KU847871.1
B10 tdr tespit edilememistir
B11 tiir tespit edilememistir
B12 Penicillium charlesii KY921941 Penicillium charlesii 540/556(97%) KY859386.1
B13 tiir tespit edilememistir
B14 tiir tespit edilememistir
B15 Penicillium commune KY921942 Penicillium commune 570/574(99%) KC009833.1
B16 Penicillium commune KY921943 Penicillium commune 567/573(99%) KC009831.1
B17 | Penicillium griseofulvum KY921944 Penicillium griseofulvum | 538/542(99%) KP663722.1
B18 Penicillium citrinum KY921945 Penicillium citrinum 539/547(99%) LT558897.1
B19| Penicillium griseofulvum KY921946 Penicillium griseofulvum | 541/546(99%) KC110617.1
B20 Penicillium citrinum KY921947 Penicillium citrinum 538/539(99%) LT558885.1
B21 Penicillium glabrum KY921948 Penicillium glabrum 564/570(99%) KU847871.1
B22 Penicillium freii KY921949 Penicillium freii 567/570(99%) AJ005479.1
- . Penicillium o
B23 | Penicillium brevicompactum KY921950 brevicompactum 573/578(99%) LT558910.1
B24 | Penicillium brevicompactum | KY921951 Penicillium 565/569(99%) LT558910.1
P brevicompactum 0 .
B25 Penicillium commune KY921952 Penicillium commune 575/580(99%) KC009828.1
- . Penicillium o
B26 | Penicillium brevicompactum KY921953 brevicompactum 566/572(99%) LT558910.1
B27 Penicillium citrinum KY921954 Penicillium citrinum 534/538(99%) LT558897.1
- . Penicillium o
B28 | Penicillium brevicompactum KY921955 brevicompactum 567/569(99%) LT558911.1
B29 | Talaromyces verruculosus KY921956 Talaromyces verruculosus | 565/572(99%) HQ608025.1
B30 tiir tespit edilememistir
B31 Aspergillus ochraceus KY926851 Aspergillus ochraceus 567/569(99%) KJ783266.1
B32| Aspergillus tubingensis KY926852 Aspergillus tubingensis 586/594(99%) KP131626.1
B33 tiir tespit edilememistir
B34 Aspergillus fumigatus KY926853 Aspergillus fumigatus 582/585(99%) KJ001801.1
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Tar
Kod Tur/ITS Accession Eslesen Tiir ciilff?ﬁil) AccEezl?gf\nNTuﬁr;ber
Number

B35 Aspergillus flavus KY926854 Aspergillus flavus 576/579(99%) MF120213.1

C1 tiir tespit edilememistir

C2 tiir tespit edilememistir

C3 tiir tespit edilememistir

C4 tiir tespit edilememistir

C5 tiir tespit edilememistir

Tablo 3. Devami
. ; Tur . .. T Eslesen Tiir
Kod Tiir/B-TUBULIN Accession Eslesen Tiir Eslesme Orant Accession Number
Number (MI)

Bl Penicillium chrysogenum KY930592 Penicillium chrysogenum 736/741(99%) KT987413.1
B2 tiir tespit edilememistir

B3 tiir tespit edilememistir

B4 tiir tespit edilememistir

B5 | Penicillium brevicompactum KY930593 Penicillium brevicompactum | 733/743(99%) FJ012879.1
B6 tiir tespit edilememistir

B7 Penicillium citrinum KY930594 Penicillium citrinum 672/677(99%) JN112043.1
B8 tiir tespit edilememistir

B9 tiir tespit edilememistir

B10 tiir tespit edilememistir

B11 tiir tespit edilememistir

B12 tiir tespit edilememistir

B13 tiir tespit edilememistir

B14 tiir tespit edilememistir

B15 tiir tespit edilememistir

B16 Penicillium viridicatum KY930595 Penicillium viridicatum 667/691(97%) JN112031.1
B17 Penicillium citrinum KY930596 Penicillium citrinum 386/389(99%) JN112043.1
B18 Penicillium citrinum KY930597 Penicillium citrinum 378/383(99%) JN112043.1
B19 tiir tespit edilememistir

B20 Penicillium citrinum KY930598 Penicillium citrinum 428/434(99%) JN112043.1
B21 tiir tespit edilememistir

B22 Penicillium viridicatum KY930599 Penicillium viridicatum 719/726(99%) JN112031.1
B23 Penicillium italicum KY930600 Penicillium italicum 701/726(97%) HQ850945.1
B24 | Penicillium brevicompactum KY930601 Penicillium brevicompactum 738/743(99%) FJ012879.1
B25 tiir tespit edilememistir
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Tar
- n : . ) .. Tar Eslesen Tiir
Kod Tiir/B-TUBULIN Accession Egslesen Tiir Eslesme Orant (MI) | Accession Number
Number
- . Penicillium
B26 | Penicillium brevicompactum KY930602 brevicompactum 742/747(99%) FJ012879.1
B27 Penicillium citrinum KY930603 Penicillium citrinum 633/657(96%) JN112043.1
- . Penicillium
B28 | Penicillium brevicompactum KY930604 brevicompactum 724/745(97%) FJ012879.1
B29 | Talaromyces cellulolyticus KY930605 Talaromyces cellulolyticus 716/728(98%) AB773823.1

B30 tiir tespit edilememistir

B31 tiir tespit edilememistir

B32 tiir tespit edilememistir

B33 tiir tespit edilememistir

B34 tiir tespit edilememistir

B35 tlr tespit edilememistir

C1 tiir tespit edilememistir
Cc2 tiir tespit edilememistir
C3 tiir tespit edilememistir
C4 tiir tespit edilememistir
C5 tiir tespit edilememistir
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A alternma 44 act
5?{

A. alternoata A1 act

L 4 aliernaia AT748285. 1

r. alternaia A7 act

A alternata A6 act

L 4 alternata A5 act

L 4 alternata A9 act

B G catermulatum CBS AF358234.1

0.05
Sekil 1. Actin gen bdlgesine gére molekdler tanisi yapilmig Alternaria cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.

A alternata 41 ITE

B3 A alternata A4 ITE
53 L A aliernaa A9 ITS
58

| 4 alternaia A8 ITS
A alternata A7 ITE
55 L A altsrnaia A6 TTS

— A alternata A2 ITS
100

L A aliernata A5 ITS

L. irgectoria A3 JTS

A alfernata CES KF463761.1

EE

L imfectoria CBS FJ214897.1

W G caternmulatum CBS AFIFR234.1

—
0.1

Sekil 2. ITS gen bdlgesine gére molekdler tanisi yapilmig Alternaria cinsine ait tirlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve lzerindeki bootstrap degerleri gésterilmistir) . Referans sus sekanslart NCBI Genkbank’'dan

alinmigtir.
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" C. herbarum A1 act

73|'C. herbarum CBS A7300324.1

] C. herbarum A2 act

-

C. cladosporioides A22 act

Pl

331 EI‘{
C. cladosporioides CBS 4730032

| — C. herbarum A0 act

— . tenuissimum 420 act

- C. tenuissimum Al4 act

B8 | C tenuissimum A16 act

C. tenuissimum CBS AJ300324 1

iE

C tenuissimum A18 act

C tenuissimum Al7 act

@ G catenulatum CBS AF358234 ]

01

Sekil 3. Actin gen bolgesine gore molekiler tanisi yapilmig Cladosporium cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agdactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.
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C. tenuissimum A18 ITS

LC. cladosporioides A23 ITS
L C. herbarum A12 ITS

+ C. tenuissimum A7 ITS

C. tenuissimum A14 ITS

C. tenuissimum A16 IT5

75

C. tenuissimum A13 TS

100 C. tenuissimum A20 ITS

Davidiellaspl B33 ITS
3 C. eladosporioides CBS HMI14500
77 | C. tenuissimum CBS HM148197.1

C. herbarum CBS AJ300333 ]

W Gcatenulatum CBS AF335234.1

0.1

Sekil 4. ITS gen boélgesine gére molekuler tanisi yapiimis Cladosporium cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.
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4. tubingensis B32 ITS

53

A ferrens CIITS

Aspergillus spl B33 ITS

100 A fumigatus B34 ITS

A ochraceus B3] ITS

A ochraceus CBS FH91576 1

A. tubingensis CBS KF314723.1

36 A terreus NRRL FJ531192.]

—— 4 fumigatus CBS KJI73444 1

W 4 aliernata CBS KF463761 1

Sekil 5. ITS gen bolgesine gére molekiler tanisi yapilmis Aspergillus cinsine ait tirlerin Neighbour-Joining filogenetik
agdactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gésterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank’dan
alinmistir.
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P italicum CBS AYG74397.1
97 F viridicatum CBS AY674204 1

B4 | P.chrysogenum CBS AY495988.1

100 L F brevicompactum CES AY674438

E citrinum CES GUO44556.1

73 P citrivnem B20 btub
100 P citrimem BI15 btub

|~P_ citrinnum B 7 bifub

P citrivvum B27 btub
P citrivnuem B7 bitub

F. brevicompactum B24 biub

100
‘0

F. brevicompactum B2E biub

100 F. brevicompactum B btub

98 F. brevicompactwn B26 biub

— P italicum B23 btub

53
F chrysogenwn BI biub

54
F viridicatum B22 btub

F. viridicatum BI16 biub

W .4 alternata CBS KF465761.1

—
02

Sekil 6. B-tubulin gen boélgesine gére molekdler tanisi yapilmig Penicillium cinsine ait tirlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve lzerindeki bootstrap degerleri gésterilmistir) . Referans sus sekanslart NCBI Genkbank’'dan

alinmigtir.
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FP. commurne BI5 ITS
F. commune B25 ITS
FP. commurne B4 ITS

F. commune BI16 ITS

[=h|
97 {
P fFeif B22 ITS

F. chryvsogenum BI ITS
g F. chrysogenumnm B3 ITS
P brevicompactum BEZ22 TS
F. brevicompacium B26 TS

P brevicompacium BE28 TS

s P brevicompacium BS ITS
F. brevicompactum Ba ITS
P brevicompactum BE24 ITS
F. glabrum B2 ITS

T\ on |2 glabrum 8o ITs

P glabrum B2I ITS

F. glabrum BE ITS

P charlesii BI2 ITS
100 ~|
T verruculosus B29 JTS

P citrinnum BI7 ITS

P citrissum B27 ITS

ab P citrinnum BIE ITS
P citrissum B7 TS

F. citrinnum B20 115

F. griseagficlvum BI9 ITS
F. brevicompacium CBS EF4G65776
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FP. commumne CBS AY2i3a72 1
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P grisegfislvum CBS JXO97054 7
P, chrysogenum CBS IXQOFII7 I

F glabrum CES ECH4II670.1

Wi alternata CBS KEFL65761 1

—
0.1

Sekil 7. ITS gen bdlgesine gére molekiler tanisi yapiimis Penicillium cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.

15



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

ITS gibi DNA dizileri, farkh turler icerisinden tek bir
tiriin saptanmasi i¢in uygundur. Bununla beraber,
rDNA’nin diger dizilerinden; 18S rDNA, 28S rDNA ve
mitokondriyel rDNA dizileri de spesifik primerler
gelistirmek icin kullaniimaktadir (Abaci ve Haliki, 2005).

A grubu’ndaki toplam 23 mikrofungus 6rneginden,
Actin gen bodlgesine bakildiginda 6 drnegin Alternaria
cinsine ait oldugu tespit edilmigtir. 9 &rnegin ise
Cladosporium cinsine ait oldugu tespit edilmistir.
Toplamda 15 tur tespit edilmistir. ITS gen bdlgesine
bakildiginda ise 8 Alternaria cinsine ait tir tespit
edilirken, 8 adet Cladosporium cinsine ait tlr tespit
edilmistir. Toplamda 16 tur tespit edilmistir. B
gurubundaki 35 mikrofungus érnegi igcerisinden, B-tubulin
gen bdlgesine bakildiginda, 14 adet Penicillium cinsine
ait tir tespit edilirken, Aspergillus cinsine ait tr tespiti
yapllamamigtir. Toplamda 14 &rnek tespit edilmigtir.
Bununla beraber ITS gen bdlgesine bakildiginda, 25
adet Penicillium cinsine ait tir tespit edilirken, 7 tir ise
Aspergillus cinsine ait olarak tespit edilmistir. Toplamda
32 tr tespit edilmistir. Blast analizi sonucunda tur tespiti
icin oncelikli olarak MI (Maksimum Identification) ‘a
dikkat edilmigtir bunun yani sira turlerin 6zellikle CBS,
ATCC, NRRL gibi uluslararasi standart suslar ile benzer
durumda olmasina dikkat edilmistir. Bu anlamda, her bir
tlr icin hangi grupta ise ona goére “Actin” ve “B-tubulin”
gen bolgelerine bakilmis ve ayrica her 6érnek igin “ITS”
gen bolgesi ele alinmistir.

Tespit edilen tlrlerin akrabalk duzeylerini
incelemek amacgh  “Neighbour-Joining  Algoritma
Yontemi” kullanilarak filogenetik agaglar cizilmistir.
Aspergillus ve Penicillium cinsine ait tirler icin dig tir
olarak Alternaria alternata (Strain/CBS KF465761.1),
Alternaria ve Cladosporium tirleri icin ise dig tiir olarak
Gliocladium catenulatum (Strain/CBS AF358234.1)
secilmigtir. TUm turlerin “type tur” leri yine uluslararasi
suslardan secilmis ve laboratuvar ornekleri ile akrabalik
duzeyleri incelenmigtir. Filogenetik agag¢ c¢izimi igin,
dogadaki en yaygin cinslerin (Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Alternaria) teshis edilen turleri tercih
edilmigtir.  TGm analizlerin sonucunda, A grubuna
mensup 23 Ornekten actin gen bdlgesi baz alinarak
yapilan dizi analizi sonucunda 8 drnek tur dizeyinde
teshis edilememis, ITS gen bdlgesine yapilan dizi analizi
sonucunda ise ayni 23 6érnekten, 5 tanesi tir diizeyinde
teshis edilememistir.

B grubuna mensup 35 drnekden B-tubulin gen
bdlgesi baz alinarak yapilan dizi analizi sonucunda 21
ornek tur dizeyinde teshis edilememis, ITS gen
bolgesine yapilan dizi analizi sonucunda ayni 35
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ornekten, 4 6rnek tur dizeyinde teshis edilememistir. C

grubuna mensup toplam 5 6rnek icinden actin gen
bélgesi icin bakildiginda, 2, B-tubulin gen bdlgesi igin
bakildiginda 5, ITS gen bdlgesi icin bakildiginda 1 érnek
tir dizeyinde teshis edilememistir. Sekans veri
yetersizligi sebebiyle tim bu o6rnekler tir dizeyinde
teshis edilememistir.

Bir  diger sonug  olarak, Acrodontium
sp.,Aspergillus sp.,Davidiella sp., tirleri uluslararasi
suglar ile benzerlik gdstermemektedir. Tabloda
gorulebilecegi Uzere (Tablo 2), B16 6rnegdi icin B-tubulin
gen bdlgesine bakildiginda, “Penicillium viridicatum” “Ml
=% 97 oraninda” tiir teshisi yapilirken, ITS gen bodlgesine
bakildiginda “Penicillium commune” “MI =% 99
oraninda” tir teshisi yapilmistir. Bu durumda, B16 6rnegi
icin ITS gen bdlgesindeki sonug, daha uygun sonug
verdiginden, “Penicillium commune” tirii B16 érnegi icin
uygun bulunmustur. 2. bir érnek olan, B23 érnegi icin B-
tubulin gen bdlgesine bakildiginda, “Penicillium italicum”
‘Ml =% 97 oraninda” tur teshisi yapilirken, ITS gen
bélgesine bakildiginda “Penicillium brevicompactum” “Ml
=% 100 oraninda” tur teshisi yapiimistir. Bu durumda,
B23 6rnegiicin ITS gen bodlgesindeki sonug, daha uygun
sonu¢ verdiginden, “Penicillium brevicompactum” tiru
B23 6rnegi icin uygun bulunmustur. Son zamanlarda tir
teshisi icin yapilan molekuler analizlerde, protein
kodlayan genler 6n plana c¢ikmaktadir. Bu genler
degisken bolge (intron) igerdiginden tur tanisi agisindan
oldukga anlamhdir. Bu genler; elongation factor 1 alpha
(TEF1 a), calmodulin (Cmd), B-tubulin (BenA), actin (Act)
ve histone (HIS) genleridir (Samson ve Ark., 2010). Bu
calismada, saf klltlr olarak laboratuvar ortamindan izole
edilen bazi mikrofunguslarda ITS, Actin ve B-tubulin gen
bélgelerine goére tir teshisi yapilimistir.

Calismanin sonucu olarak, ¢odu mikrofungus
tirdnin ITS ve ilgili gen bolgesinin (actin ve/veya [3-
tubulin) ayni tiri teshis etmesiyle basarih oldugu
soylenebilir. Bir 6rnek i¢in farkh tur teshisi yapan ilgili gen
bélgeleri icin, dnce “MI” incelenmis daha sonra filogenetik
agac cizimleri ile tdrlerin birbirlerine olan uzakliklar
(akrabalik  dizeyleri) incelenerek, tir teshisleri
desteklenmigtir. TUr tespiti yapilamayan Ornekler igin,
calisma bir adim daha ileriye gotirilerek cinse spesifik
farkli bir gen bdlgesinin arastiriimasi ve incelenmesi
alternatif bir durum saglayacaktir.

Tesekkir

Bu calisma, Trakya Universitesi Rektorligu
TUBAP-2014/58 numarali proje ile desteklenmistir,
bunun igin ¢ok tesekkir ederiz.
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Oz: Cortinarius casimiri (Velen.) Huijsman, C. epipurrus Chevassut & Rob. Henry ve
Lyophyllum rhopalopodium Clémencgon Tirkiye'den ilk kez rapor edilmig; arazi ve mikroskobik
resimler ile desteklenip kisa bir tartisma ile birlikte sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Cortinarius, Lyophyllum, Trabzon, Turkiye, yeni kayit.

New Records Belong to Cortinarius and Lyophyllum Genera

Abstract: Cortinarius casimiri (Velen.) Huijsman, C. epipurrus Chevassut & Rob. Henry
and Lyophyllum rhopalopodium Clémencgon were reported for the first time in Turkey; supported
with the field and microscopic pictures and presented with a brief discussion.

Key words: Cortinarius, Lyophyllum, Trabzon, Turkey, new record.

Giris

Sapkali mantarlarin  en biylk cinsi olan
Cortinarius (Pers.) Gray Uyeleri c¢esitli renklerde;
friktifikasyon organlari misenoyit, koliboyit veya
trikolomatoyit; spor izleri pas renginde ve annuluslari
ags! yapidadir. Sapkalari genellikle konveks, ylzeyleri
kuru, nemli veya yapiskan; saplarl silindirik, gomak
seklinde ve bazen tabanlari sigkin; spor izleri targin
kahverengi veya kizilimsi sari; sporlari elipsoit, armut,
limon veya ig seklinde ve cikintili; kenar hucreleri
bazidiyumlara benzer bicimde ve kancalidir. Yaprak
doken ve / veya igne yaprakli agaglarla ektomikorizal
olarak veya toprakta yasarlar (Consiglio ve ark., 2006;
Niskanen ve ark., 2008).

Lyophyllum P.Karst. Giyeleri ¢lrikgill yasayan bir
cins olup friktifikasyon organlari misenoyit, koliboyit,
klitosiboyit veya trikolomatoyittir. Cins Uyelerinde sapka
grimsi veya kahverengimsi, konveks, konik, ¢can seklinde
veya hafif hunimsidir. Lameller beyazimsi, krem rengi,
grimsi veya kahverengimsi, bazi gruplarda ezildigi
zaman mavimsi veya siyahimsidir. Sap bazi gruplarda
tabana dogru incelmistir. Spor izi beyaz veya krem rengi,
sporlar diz veya suslu, elipsoit, yuvarlagimsi, i§g veya
baklava seklinde veyahut ta dértgen seklinde olabilir
(Clémencon, 1986; Consiglio ve Contu, 2002).

Son vyillarda Turkiye mikotasinin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilen c¢alismalarda cesitli yeni
kayitlar saptanmigtir (Kasik ve ark., 2013; Dogan ve
Kurt, 2016; Akata, 2017). Bu ¢alismanin amaci Turkiye
sapkali mantar mikotasina katki saglayabilmektir.

Materyal ve Yontem

Bazidiyokarplar 2014-2016 yillari  arasinda
Trabzon il sinirlari igerisinde toplanmistir. Koleksiyon
galismalari yagmurlu ginlerden sonra hava sicakliginin
16°C ‘in altina dustigu zamanlarda gerceklestirilmistir.
Oncelikli olarak bazidiyokarplarin dogal ortamda
fotograflari  ¢ekilmis, 4-15 tanesi toplanmis ve
saptanabilen mikorizal iligkileri ile ezilme sirasinda renk
degistirip degistirmedikleri kaydedilmistir. Numaralan-
dirllarak kese kagitlarina konan bazidiyokarplar
laboratuvara getirilip spor izleri alindiktan sonra radyator
Uzerinde kurutulmus, derin dondurucuda bir hafta
tutulduktan sonar saklama kutularina yerlestirilmigtir.
Bazidiyum ve hifal yapilarin aydinlatilabilmesi igin
bazidiyokarplardan  koparilan lamellarden stereo
mikroskop altinda enine kesitler alinmistir. Bazidiyospor
boyutlarinin belirlenebilmesi icin ortalama 40 spor
Olgulmustir. Bazidiyospor, bazidiyum ve diger hifal
yapilar 1sik mikroskobuna bagli kamera yardimi ile
goriintilenmistir.  Yeni kayitlar Clémengon (1986),
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Breitenbach ve Kranzlin (2000), Consiglio ve Contu
(2002), Kalamees (2004), Consiglio ve ark. (2006),
Niskanen ve ark. (2008) yardimi ile teshis edilmistir.

Bulgular

Cortinarius casimiri (Velen.) Huijsman, Fungus,
Wageningen 25: 20(1955) (Sekil 1).

Sin. Cortinarius casimiri  (Velen.) Huijsman,
Fungus, Wageningen 25: 20(1955) var. casimiri,
Cortinarius  casimiri  var.  hoffmannii  (Reumaux)
Suér.Sant. & A.Ortega, Mycol. Res. 113(10)(2009),
Cortinarius decipiens var. hoffmannii Reumaux, Su
eserde: Reumaux & Moénne-Loccoz, Bull. Trimest. Féd.
Mycol. Dauphiné-Savoie 28: 24(1988), Cortinarius
hoffmannii (Reumaux) Reumaux, Su eserde: Bidaud,
Moénne-Loccoz, Reumaux, Carteret & Eyssartier, Atlas
des Cortinaires 11: 573(2001), Cortinarius megasporus
var. subsertipes (Romagn.) Bon, Docums Mycol. 21(82):
54(1991), Cortinarius subsertipes Romagn., Bull. Soc.
Nat. Oyonnax 6: 61(1952), Telamonia casimiri Velen.,
Ceské Houby 2: 464(1921).

Sapka 30-60 mm, baslangigta  konik,
olgunlastikga ¢an seklinde ve dizlesir, bazen kenarlari
yukariya kalkik olup, zamanla hunimsi bir gérinim
kazanir. Yuzeyi mat, koyu kirmizidan sarapsi
kahverengine kadar degisir ve beyaz liflerle kaplidir.
Yasli bireyler griden koyu sari-kahverengine kadar
degisen renklerde olabilir. Lameller genis, gri-
kirmizimsidan issi kahverengine kadar degisir. Sap 40-
90 x 5-10 mm, silindirik, tabani bazen hafif sodansi,
leylak kahverenginden kirmizimsi kahverengine kadar
degisen  ylzeyinde  beyazimsi lifler  bulunur.
Bazidiyosporlar 9-12 x 5.5-7 um, eliptik, hafif sarimsi
renkte olup c¢ikintilar igerir. Bazidiyumlar silindirik veya
comak seklinde, 30-40 x 9-11 mikrondur.

incelenen materyal: Trabzon, Hamsikéy,
40°41'04.69"K, 39°28'40.74"D, 1390 m, 23 Eylul 2014;
gruplar halinde ladin (Picea orientalis L.) altinda, Fatih
Egitim Fakultesi Kisisel Fungaryumu 3398.

Cortinarius epipurrus Chevassut & Rob.Henry,
Docums Mycol. 8(32): 72(1978) (Sekil 2).

Sapka 30-60 mm, baslangicta konik, zamanla
daha diz, agik kahverengi, glderi renginde, benekli,
tepe cikintisi belirsiz, kenarlari dlzensiz ve catlaktir.

Lameller kahverengi ve genistir. Sap 20-40 x 10-20 um
silindirik, tabani genislemis ve rengi beyazdir. Sap
tabana yakin  bolimidnden kesilirse  kirmizimsi
kahverengi olur. Bazidiyosporlari elipsoit, ¢ikintili, 7-10 x
5-6.5 mikrondur.

incelenen materyal:  Trabzon, Boztepe,
40°58'56.83"K, 39°44'04.42"D, 281 m, 15 Kasim 2015;
gruplar halinde ladin (Picea orientalis L.) altinda, Fatih
Egitim Fakultesi Kigisel Fungaryumu 3664.

Lyophyllum rhopalopodium
Mycotaxon 15: 86(1982) (Sekil 3).

Sapka 40-70 mm, konveks, yiizeyi diiz ve hafifce
parlak, bazen loblu, kenari igeriye Kkivrik, sarimsi
kahverengi veya guderi rengindedir. Lameller grimsi
beyaz ve hafifce sap Uzerine dokulmustir. Sap
yassilasmis silindir seklinde, 40-60 x 10-20 mm, grimsi
beyaz, tabanda genigslemis ve daha koyudur.
Bazidiyosporlar Uggenimsi, 7-9 x 4-7 mikrondur.
Bazidiyumlar gcomak seklinde, 30-40 x 7-10 mikrondur.

incelenen materyal: Trabzon, Hidirnebi Yaylasi,
40°57'43.71"K, 39°25'43.29"D, 1414 m, 01 Ekim 2016;
gruplar halinde ladin (Picea orientalis L.) altinda, Fatih
Egitim Fakultesi Kisisel Fungaryumu 3798.

Clémencon,

Tartisma

Cortinarius casimiri, C. epipurrus ve Lyophyllum
rhopalopodium Tirkiye mikotasi igin yeni kayit olarak
saptanmis (Sesli ve Denchev, 2008; Uzun ve ark., 2017),
arazi ve mikroskobik resimlerle desteklenerek
sunulmustur. Calismanin materyali olan
bazidiyokarplarin diger Ulkelerden toplanarak yapilan
tanimlamalarla karsilastirimasi sonucu, bazi kiiglk
cevresel farklar disinda, benzerlik oraninin oldukga
yuksek oldugu saptanmistir. Tlrkiye’den toplanan C.
casimiri materyali biraz daha acik renklidir ve dogu ladini
altinda yetisir (Breitenbach ve Kranzlin, 2000).

Lyophyllum rhopalopodium bazidiyokarplarinin
en tipik 6zelligi bazidiyosporlarinin hiyalin, diz ve tggen
sekline benzer olmasidir. Bu tiire benzer baska bir tar (L.
transforme (Britz.) Sing. = Tricholoma trigonosporum
(Bres.) Rick.) daha 6nce Clémencon ve ark. (1986)
tarafindan tespit edilmis olmasina ragmen, Tiirkiye
ornegdinin sap! daha kalin ve gomak seklinde; lamelleri
daha genig ve ylizey yapisi daha farklidir.
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Sekil 1. Cortinarius casimiri: a. Bazidiyokarplar, b. Bazidiyumlar, C. Bazidiyosporlar
(6lcek gubuklariza= 30 mm, b ve c= 10 mikron).
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Sekil 2. Cortinarius epipurrus: a. Bazidiyokarplar, b. Bazidiyumlar, C. Bazidiyosporlar
(6lgek gubuklari: a= 25 mm, b ve c= 10 mikron).
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Sekil 3. Lyophyllum rhopalopodium: a. Bazidiyokarplar, b. Bazidiyumlar, C. Bazidiyosporlar
(6lcek gubuklari: a= 30 mm, b ve = 10 mikron).
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Abstract: The marasmioid macrofungus species, Marasmiellus vaillantii (Pers.) Singer,
was reported for the first time from Turkey. Short description of the taxon is provided together
with its photographs related to macro and micromorphology.
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Marasmiellus vaillantii (Pers.) Singer (Omphalotaceae),
Turkiye Mikotasi Igin Yeni Bir Kayit

Oz:

Marasmioid bir makromantar tiri olan Marasmiellus vaillantii (Pers.) Singer,

Tirkiye’'den ilk kez rapor edilmistir. Taksona ait kisa betim, tlirin makro ve mikromorfolojisine

iliskin fotograflari ile birlikte verilmigtir.

Anahtar kelimeler: Makromantarlar, yeni kayit, Marasmiellus, Turkiye

Introduction

The genus Marasmiellus Murrill which was first
established by Murrill (1915) is a widespread genus all
over the world especially in tropics and subtropics, and
plays important roles in ecosystem as a decomposer
(Wilson and Desjardin, 2005; Takehashi et al., 2007).
Though Kirk et al. (2008) mentions about the existence of
250 taxa, Wilson and Desjardin (2005) reports that it is
currently been represented with more than 400 species.
Until Moncalvo et al. (2002), the genus Marasmiellus has
been positioned in Tricholomataceae Lotsy (Singer, 1973)
and Marasmiaceae Roze ex Kuhner (Kirk et al., 2008)
respectively. Members of the genus are mainly
characterised by collybioid or omphalioid basidiocarps,
white spore print, a cutis consisting of a pileipellis,
sometimes with a transition to a trichoderm (Chun-Ying et
al., 2011).

During routine field trips, carried out within the
scope of a project aiming to determine the macrofungal
diversity of Tonya (Trabzon) district, some Marasmiellus
samples were collected and identified as Marasmiellus
vaillantii (Pers.) Singer. Current checklists (Sesli and
Denchev, 2014; Solak et al.,, 2015) and the latest
contributions (Demirel et al., 2016; Akata and Sesli, 2017;
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Akata and Uzun, 2017; Al et al., 2017; Demirel et al.,
2017; Isik and Turkekul, 2017; Kasik et al., 2017; Oztiirk
etal., 2017; Sesli and Topcu Sesli, 2017; Sesli et al., 2017;
Uzun and Demirel, 2017; Uzun and Kaya, 2017; Uzun et
al.,, 2017a,b) indicated that, the taxon has not been
reported from Turkey before.

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

Materials and Methods

Marasmiellus specimens used in this research were
collected from Tonya district of Trabzon province in 2017.
Necessary characteristics related to their morphology and
ecology were recorded and they were photographed in
their natural habitats. Then the collected specimens were
transferred to the fungarium within paper bags.
Micromorphologic investigations were carried out under
Nikon Eclipse Ci trinocular light microscope. Identification
were performed with the help of Noordeloos (1983),
Breitenbach and Kranzlin (1991), Courtecuisse and
Duhem (1995), Antonin and Noordeloos (2010). The
samples are kept at Karamanoglu Mehmetbey University,
Kamil Ozdag Science Faculty, Department of Biology.
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Results

The systematics of the taxon is given in accordance
with Kirk et al. (2008) and the Index Fungorum
(www.indexfungorum.org; accessed 1 October 2017). The
taxon is presented with a brief description, habitat and
locality.

Omphalotaceae Bresinsky

Marasmiellus Murrill

Marasmiellus vaillantii (Pers.) Singer

Syn: [Agaricus angulatus Batsch, Agaricus
ericetorum B vaillantii Pers., Agaricus vaillantii (Pers.) Fr.,
Chamaeceras angulatus (Batsch) Kuntze, Chamaeceras
vaillantii (Pers.) Kuntze, Marasmius angulatus (Batsch)
Berk. & Broome, Marasmius vaillantii (Pers.) Fr., Psilocybe
angulata (Batsch) Singer]

Macroscopic features: Pileus 3-19 mm, convex
when young, plano-convex or applanate when mature,
some depressed at the center, surface dull, smooth to
weakly or distinctly radially grooved, slightly wrinkled from
margin halfway to the center, white to light or ochraceous-
cream with a slightly darker center, margin thinner, acute,
some slightly undulating. Flesh thin, taste and odor
mushroomy. Lamellae distant, some forked or
anastomosing, adnate to decurrent, sometimes adnexed
to a pseudocollarium, concolorous with the pileus. Stipe 5-
25 x 0.5-1.2 mm, cylindric, slightly tapering towards the
base, smooth to pruinose, concolorous with the lamellae
at apex, increasingly reddish-brown to dark brown toward
the base (Figure 1).

Microscopic features: Basidia 20-27 x 6-8 pm,
clavate, four spored. Cheilocystidia 25-40 x 6-15 um,
clavate or coralloid with one or more finger or bladder like
outgrowths (Figure 2a). Basidiospores 8-10 x 3.5-4.5 um,
cylindric-elliptic to elliptic, smooth, hyaline, with one or two
drops (Figure 2b).

Ecology: in moist or damp situations, on living and
dead herbaceous plants especially monocotyledons, but
also on leaves and woody litter of decidious and coniferous
trees (Breitenbach and Kranzlin, 1991; Courtecuisse and
Duhem, 1995; Antonin and Noordeloos, 2010).

Specimen examined: Trabzon-Tonya, Kayacan
village, mixed forest, on decaying Rhododendron
ponticum L. twigs, 40°56'N-39°16'E, 870 m, 21.06.2017,
Yuzun 5587.

Discussions

There isn't an independent study concerning the
genus Marasmiellus in Turkey. So far four species have
been recorded from Turkey. The first record,
Marasmiellus ramealis (Bull.) Singer, was given by
Simer (1982) from western Black Sea Region. Peksen
et al. (2000) reported the second taxon, Marasmiellus
candidus (Fr.) Singer, from Samsun province. The third
and fourth Marasmiellus species to exist in Turkey were
recorded from izmir and istanbul provinces by Solak et
al. (1999) and Sesli et al. (2017) respectively.

Here we present Marasmiellus vaillantii (Pers.)
Singer as the fifth member of the genus Marasmiellus in
Turkey.

This species is well-characterized by its wrinkled
pileus, usually with minute papilla, and pruinose stipe
(Antonin and Noordeloos, 2010). It sometimes may occurs
in similar habitats with M. ramealis, but the above
mentioned characters easily distinguish it from the latter
species. Especially in terms of morphological characters,
M. radicicola has similarities to M. vaillantii. However, M.
radicicola has a non sulcate and non umbonate pileus,
crowded and narrow lamellae, longer stipe, and grows on
roots of Picea A.Dietrich. M. vaillantii also reminds M.
mesosporus, but it clearly differs from M. mesosporus by
the radial grooved, furrowed, or wrinkled pileus, somewhat
smaller basidiospores (Takehashi et al., 2007,
Breitenbach and Kranzlin, 1991; Antonin and Noordeloos,
1993).

Acknowledgement

The authors would like to thank Karamanoglu
Mehmetbey University Research Fund for supporting the
Project (02-M-15) financially.

25



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Nisan(2018)9(1)24-27

Figure 2. Basidia and cheilocystidia (a) and basidiospores (b) of Marasmiellus vaillantii
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Abstract: Button mushroom [Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach], is both a model organism and a
worldwide cultivated edible mushroom species. Despite its scientific and economic relevance, efforts to
develop molecular markers in A. bisporus genome are scarce and relatively recent. The present research
reports the development of 3943 novel simple sequence repeat (SSR) markers specific to the A. bisporus
genome. The marker set is well-distributed among the 13 A. bisporus chromosomes, saturating the entire
genome with sequence-specific markers. The large number of novel, A. bisporus specific DNA markers
introduced in the present work constitute a valuable resource for molecular genetic research in button
mushroom, including strain identification and protection, and gene/QTL (Quantitative Trait Locus) mapping.

Key words: Molecular genetics, Bioinformatics, Sequence-specific markers, DNA markers

Kultir Mantan (Agaricus bisporus) Genomuna Ozel Yiksek Miktarda Basit Dizi
Tekrari (SSR) Markoriintin Gelistirilimesi ve Yuksek Cozunurlukte Fiziksel Genom
Haritasinin Olusturulmasi

Oz: Kultir mantari [Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach], bir model organizma olmasinin yani sira
diinya genelinde yetistirilen bir yenilebilir mantar tiridir. Bilimsel ve ekonomik 6nemine ragmen A. bisporus
genomuna 6zel molekiler markdr gelistirme ¢alismalari ancak yakin zamanda gercgeklestiriimeye baslanmis
olup, oldukga kisith sayidadir. Bu ¢alisma kapsaminda A. bisporus genomuna 6zel 3943 adet yeni basit dizi
tekrari (SSR) markoéri gelistirilmigtir. Gelistirilen markorler A. bisporus kromozomlarina dengeli sekilde
dagiimakta olup, genomun sekans-spesifik markorler ile doyurulmasini saglamaktadir. Calisma kapsaminda
tanitiimakta olan yiiksek sayidaki A. bisporus’a 6zel yeni DNA markdru, bu tirde gergeklestirilecek molekuler
genetik calismalar igin kiymetli bir kaynak teskil edecektir.

Anahtar kelimeler: Molekdler genetik, Biyoinformatik, Sekans-spesifik markérler, DNA markérleri

Introduction

Button mushroom [Agaricus bisporus (J.E. Lange)
Imbach], also referred to as common mushroom, is the
most commonly cultivated edible mushroom species
(Barroso et al., 2000; Foulongne-Oriol et al., 2012). In
addition, it is the model fungus species for fungal
adaptation, persistence and growth in humic-rich

28

environments (Morin et al., 2012; Heneghan et al., 2016).
Despite its role as a model organism and economic value
due to its widespread cultivation as the predominant edible
mushroom in European countries and USA, molecular
genetic research in A. bisporus has been quite limited.
While gene and QTL (Quantitative Trait Loci) mapping
became the standard approach in modern plant and
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animal breeding, mapping traits in fungal genomes is a
relatively recent research objective (Foulongne-Oriol et al.,
2012). Molecular markers are unquestionably the
indispensable tools of modern breeding (Jones et al.,
2009). Thus, an abundance of molecular markers specific
for plant and animal genomes were developed and have
been utilized for the improvement of cultivated crops and
livestock. On the other hand, DNA markers specific to the
A. bisporus genome are limited. Because linkage drag is a
prominent problem that impairs breeding of improved
button mushroom cultivars (Gao et al., 2016), saturating A.
bisporus chromosomes with molecular markers would be
highly useful to monitor the segregation of linked loci in
high resolution and determine the desired recombinants.
Yet, molecular breeding of white button mushroom toward
improved vyield, resistance to bacterial and fungal
diseases, and technological properties (e.g. amenability to
mechanical harvest) has not been properly established.
For example, bacterial and fungal diseases are among
major causes of yield loss, shortened shelf life and
decreased quality in button mushroom cultivation
(Samuels et al., 2002; Sokovic and Van Griensven, 2006;
Berendsen et al.,, 2010). Major pathogens of button
mushroom are listed as the bacterium Pseudomonas
tolaasii Paine; the fungal species Lecanicillium fungicola
(Preuss) Zare and W. Gams, and Trichoderma harzianum
Rifai. On the other hand, there is lack of molecular genetic
research to identify genes/QTLs that confer resistance to
the above listed pathogens. Similarly, work that identified
yield related molecular markers is extremely scarce. In
addition to traits related to disease resistance and yield, it
has to be noted that button mushroom is reported as a
source of health beneficial dietary fibers and antioxidants
(Jeong et al.,, 2010; Liu et al.,, 2013), therefore, traits
regarding nutritional quality are also potential targets of
breeding. Thus, molecular genetic research to dissect the
genetic basis of nutritionally important traits in button
mushroom is also required.

With the recent advances in high throughput DNA
sequencing technologies, vast amount of genomic data is
continuously being generated and deposited in publicly
available databases (Uncu et al., 2015a), enabling in silico
design of genome-specific molecular markers using
bioinformatic approaches. Entire genomes can be
surveyed for the high-throughput identification of
molecular markers that represent the genomes of the
relevant species in high-resolution. A draft genome
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assembly of A. bisporus is available since 2012 (Morin et
al., 2012), and the latest assembly that correctly
represents the 13 chromosomes was recently published
(Sonnenberg et al.,, 2016). Thus, it is now feasible to
develop sequence-specific molecular markers and
saturate the A. bisporus genome, which will greatly
contribute to studies on chromosomal recombination and
segregation patterns, as well as strain selection,
conservation and molecular breeding efforts.

According to the common definition, SSRs (Simple
Sequence Repeats) are iterations of short DNA motifs
(Jones et al., 2009), where motif size ranges from one to
eight bases. SSRs found wide applications in molecular
genetics since they are highly polymorphic, reproducible
and provide extensive genome coverage (Uncu et al.,
2015b). In the present work, SSR (Simple Sequence
Repeat) markers specific to the A. bisporus genome were
developed via bioinformatics, by mining the recently
released genome assembly for tandem repeat sequences.
As a result, 4138 SSR loci were identified within the A.
bisporus genome. In order to convert the SSR loci to
markers, primers were designed that flank the repeat
sequences. e-PCR was performed to confirm the
amplificability of the marker loci in silico, and it was
feasible to further verify the e-PCR results with wet-lab
experiments.

Material and Method

Simple sequence repeat identification
Chromosome assemblies of A. bisporus var.

bisporus strain H39 (GenBank: CP015470.1 -
CP015482.1) were retrieved from NCBI Genome
Database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) as

individual files in FASTA format. GMATA (Genome-wide
Microsatellite Analyzing Tool Package) (Wang and Wang,
2016) software was utilized for mining the chromosome
sequences for simple sequence repeats and, designing
and mapping flanking amplification primers. Because
GMATA requires Perl, R and Java running environments,
the three programs were installed prior to running the
software. For simple sequence repeat identification,
FASTA files for individual chromosomes were imported to
the ‘SSR identification’ module of the GMATA software.
Parameters used for mining mononucleotide repeats
were; Min-length (nt): 1, Max-length (nt): 1, Min. repeat-
times: 8. Parameters for oligonucleotide repeat
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identification were; Min-length (nt): 2, Max-length (nt): 8,
Min. repeat-times: 5. SSR loci information files (.ssr) were
generated individually for each chromosome that
contained the SSR start & end positions, motifs and
number of repeats.

Marker design and mapping

‘Marker designing’ module of GMATA was utilized
in order to design PCR markers for the identified SSR loci.
For each chromosome, assembly files in FASTA format
and output files generated by the ‘SSR identification’
module (.ssr) were imported to the module as the
‘Sequence file’ and the 'SSR loci file’, respectively. Marker
design parameters were adjusted as: Min. amplicon size:
100 bp, Max amplicon size: 300 bp, Optimal annealing Tm:
60 °C, Flanking sequence length: 400 bp, Max template
length: 2000 bp. Two output files with .mk and .sts
extensions were generated for each chromosome, which
contained left and right primer sequences, calculated
melting temperatures, primer locations and anticipated
product sizes. ‘e-mapping’ module of the GMATA software
was utilized to run the e-PCR algorithm (Schuler, 1997).
The algorithm conducted in silico PCR, generating the
amplicons and mapping the markers. For each
chromosome, the FASTA file that contains the entire
chromosome sequence and the .sts file that contains
primer sequences were imported as the ‘Sequence file’
and the ‘Marker file’, respectively. Default parameters of
GMATA were used for e-mapping. Marker position
information for each chromosome was obtained in .emap
format. MapChart 2.3 computer program (Voorrips 2002)
was used to visualize the physical map of the A. bisporus
genome constructed based on the absolute positions of
mapped simple sequence repeat loci.

DNA extraction, simple
amplification and genotyping

Fresh fruiting bodies of A. bisporus were prepared
for DNA extraction as described by Loftus et al. (1988),
with minor modifications. DNA was extracted using a
CTAB protocol. Briefly, fruiting bodies were cut into coarse
pieces and ground in liquid nitrogen using a mortar and
pestle. Ground tissue (200 mg) was taken to a 2 ml
centrifuge tube, mixed with 800 uL of CTAB buffer [100
mM Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1.4 M NaCl,
2% (w/v) CTAB, 1% PVP] and incubated at 65 °C for 1 h.
Following incubation, 600 pL of chloroform:isoamyl alcohol

sequence repeat
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(24:1) was added and the samples were centrifuged at
14,000 rpm for 10 min at room temperature. DNA in the
supernatant phase was precipitated by incubating at 4 °C
for 60 min with 200 pL of isopropanol. DNA pellets were
obtained by centrifugation at 4 °C for 10 min at 14,000 rpm.
Pellets were washed with 100 pL of 70% ethanol, then
dried, and suspended in 100 pL of Tris-EDTA buffer (pH
8.0).

SSR marker fragments were amplified in 20 pL
reaction mixtures that contained 1x Colorless GoTaq Flexi
PCR buffer (Promega Corp., Madison, W1, USA), 1.5 mM
MgClz, 0.25 mM of each deoxyribonucleotide triphosphate
(dNTP) (Promega Corp.), 1 U GoTaq G2 Flexi DNA
Polymerase (Promega Corp.), 0.25 yM of each primer,
and 10 ng of DNA as template. Thermal cycling conditions
consisted of one cycle of initial denaturation for 30 s at 98
°C, followed by 40 cycles of 98 °C for 10 s, 58 °C for 20 s,
72 °C for 30 s, with a final extension step of 2 min at 72
°C.

Amplified marker fragments were subjected to
capillary electrophoresis analysis. PCR amplicons were
directly loaded to the Qiaxcel Advanced -capillary
electrophoresis system (Qiagen, Valencia, CA) and run
using a Qiaxcel DNA High Resolution Kit (Qiagen). QX
DNA Size Marker 25-500 bp, v2.0 (Qiagen), was used as
the size standard, and QX Alignment Marker 15 bp/600 bp
(Qiagen) was used for size standard alignment. The high-
resolution run method OM800 was applied with a sample
injection time of 10 s. Marker amplicons were visualized
using the QlAxcel ScreenGel Software (Qiagen).

Results and Discussion

Simple sequence repeat identification

A. bisporus genome assembly is comprised of 30.8
megabases (Mb) of sequence distributed over the 13
chromosomes (Sonnenberg et al., 2016). In the present
work, simple sequence repeat mining in the A. bisporus
genome resulted in the identification of 4138 SSR loci,
corresponding to an average marker density of 7.31
kilobases (kb) per marker interval (Table 1). The highest
number of SSRs (439 SSRs) was identified in
chromosome 1 whereas the lowest number of repeat loci
(233 SSRs) was identified in chromosome 10. When
individual chromosomes were evaluated for simple
sequence repeat frequency, chromosome 13 displayed
the highest SSR frequency of 5.16 kb/marker interval and
chromosome 2 displayed the lowest SSR density of 9.13
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kb between adjacent markers (Table 1). Physical map of
the A. bisporus genome, constructed based on the
absolute positions of the SSR loci along the 13
chromosomes, is displayed in Figure 1. Data regarding the
physical map (simple sequence repeat motifs,
amplification primers for each motif and absolute marker
positions on each chromosome) are provided in Excel
format as ‘Electronic Supplementary Material’. Figure 1
displays the homogeneity of marker distribution along
physical chromosomes.

There is a single report on genome wide simple
sequence repeat identification in button mushroom, where
the previous, unrepaired version of the A. bisporus
genome assembly was surveyed for simple sequence
repeat loci (Foulongne-Oriol et al., 2013). While some
chromosomal segments were mislocated in the assembly
and later corrected (Sonnenberg et al., 2016), the study
provided valuable information regarding repeat
abundance in the A. bisporus genome. On the other hand,
SSR loci were not converted to PCR markers in the study.
Foulongne-Oriol et al. (2013) reported an SSR density of
7.4 kb/marker interval with 4062 microsatellite loci, which
indicate similar overall SSR abundance values with the
present study. In addition, in concordance with the findings
of the present research, Foulongne-Oriol et al. (2013)
reported the highest and lowest SSR densities for
chromosomes 13 and 2, respectively.

In the present research, among the 4138 SSR loci
identified in the A. bisporus genome, mononucleotide
repeats were predominant and represented 49.78% of the
total number of SSRs (Table 2). Because mononucleotide
repeats do not exert a functional constraint on most
genomic sequences (introns and intergenic sequences), it
is likely that SSR searches in genomes will yield
mononucleotide SSRs as the most abundant motif type
(Gu et al., 2010). In contrast, when SSR searches are
restricted to coding sequences, it is reasonable to
anticipate trinucleotide repeats as the predominant SSR
type, since repeats that cause frameshift mutations are
likely to get eliminated (Celik et al., 2014). According to the
results of our SSR survey, dinucleotide motifs constituted
the second most abundant simple sequence repeat type
in the A. bisporus genome, corresponding to 30.52% of the
identified SSRs (Table 2). The sum of mono-, di- and
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trinucleotide SSRs was 4071, representing 98.38% of the
total number of SSRs. Thus, simple sequence repeats in
the A. bisporus genome were mainly iterations of one to
three nucleotides and repeats of motifs longer than
trinucleotide represented only 1.62% of the identified
SSRs (Table 2). Our results were in agreement with
Foulongne-Oriol et al. (2013), who reported a similar
pattern of SSR motif abundance in the A. bisporus
genome. In agreement with the relevant literature
regarding genome wide SSR surveys (Uncu et al. 2015b),
majority of the mononucleotide repeats were stretches of
A/T nucleotides and constituted 46.45% of the identified
SSRs. The second most abundant repeat motif was
TC/GA with a relative abundance of 8.72% among A.
bisporus genomic SSRs (Table 3).

Marker design and experimental validation

Marker design through GMATA software was
performed on the 4138 recently identified SSR loci. Simple
sequence repeats that were located on chromosomal ends
were not suitable for primer design, therefore eliminated
by the marker design algorithm. As a result, a total of 3943
primer pairs that amplify SSR fragments from the A.
bisporus genome were generated. Marker distribution over
the 13 A. bisporus chromosomes is displayed in Table 1.
Amplificability of the newly developed markers was
verified in silico by e-mapping. Primer sequences, repeat
motifs and genomic locations of the entire set of markers
(3943 markers) are provided in Excel format as ‘Electronic
Supplementary Material’. Amplificability of a total of 39
randomly selected marker loci (three SSR markers per
chromosome) was experimentally evaluated in order to
confirm the results obtained by e-mapping. SSR fragments
were visualized in high resolution with a capillary
electrophoresis system. Capillary electropherograms
displaying a representative set of six SSR markers is
provided in Figure 2. As a result, the entire set of tested
SSR markers yielded amplification products, as expected.
In addition, the experimentally obtained product sizes
matched those calculated by the e-mapping algorithm.
Thus, it was valuable to experimentally evaluate the newly
designed markers and confirm the results obtained by
primer design and e-mapping.
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Figure 1. Physical map of the A. bisporus genome constructed with SSR markers. Numbers refer to A.
bisporus chromosomes. Black bars represent simple sequence repeat loci. Primer and genomic location
information for each SSR locus is provided in ‘Electronic Supplementary Material’.

Table 1. Simple sequence repeat (SSR) identification statistics in A. bisporus genome.
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233
274
262
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8.61047836
9.126760563
8.087855297
7.938931298

8
7.469879518
7.824561404
6.585365854
6.044776119
7.682403433
6.496350365
6.030534351
5.164835165

422
346
370
377
299
317
270
311
249
222
260
253
247

aNumber of SSR markers designed per chromosome.

Table 2. Simple sequence repeat (SSR) types in A. bisporus genome.

Number of
Motif length occurences Frequency (%)

Mononucleotide 2060 49.78
Dinucleotide 1263 30.52
Trinucleotide 748 18.08
Tetranucleotide 21 0.51
Pentanucleotide 7 0.17

Hexanucleotide 25 0.6
Heptanucleotide 3 0.07
Octanucleotide 11 0.27
Total 4138 100

Table 3. Most abundant SSR motifs.
SSR motif  Number of SSRs  Motif frequency? (%)

AIT 1922 46.45

TCIGA 361 8.72

CT/IAG 233 5.63

AT 209 5.05

a0Only motifs with a frequency =0.05 are listed.

Nisan(2018)9(1)28-35
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The first tandem repeat sequence was cloned from
the A. bisporus genome in 2000 (Barroso et al., 2000),
followed by the development of a set of 33 SSR markers
(Foulongne-Oriol et al 2009). The high abundance of
simple sequence repeats in the A. bisporus genome was
displayed later by Foulongne-Oriol et al. (2013), yet, the
work did not involve marker design but introduced repeat
bearing loci as candidates for future marker development.
Thus, a database of A. bisporus specific markers with high

genome coverage has not been reported before the
present study. As a result of the present work, it was
feasible to develop a total of 3943 novel, sequence-
specific SSR markers that provide a high-resolution
coverage of the A. bisporus genome. Absolute genomic
positions and primer sequences of the 3943 novel SSR
markers are available for researchers who conduct
molecular genetic research in the important mushroom
species.

Capillary electropherograms_of amplified marker fragments
a b c d e f
205 bp 172 bp 184 bp 212 bp 201 bp 106 bp
Ll Al
T ™ B —— Y s
7.000 8000 6.000 7.000 E.0DD 6.000 T 8.000 7.000 BODO 7.000 B.ooo 6.000 T7o00

Figure 2. Capillary electropherograms displaying the amplification profiles of six A. bisporus SSR
markers. Marker information is as follows: a, Chromosome 1, MK111, mononucleotide SSR (A/T); b,
Chromosome 1, MK193, dinucleotide SSR (AT); ¢, Chromosome 5, MK139, mononucleotide SSR (A/T);
d, Chromosome 5, MK72, mononucleotide SSR (A/T); e, Chromosome 5, MK50, trinucleotide SSR
(ATG/CAT); f, Chromosome 12, MK14, dinucleotide SSR (TG/CA).
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Abstract: This study is based on the clathroid fungi samples collected from Edirne province
in November 2017. As a result of field and laboratory studies, Colus hirudinosus Cavalier &
Séchier belonging to the family Phallaceae Corda was reported as a new record at genus level
for Turkish clathroid fungi. Short description of the newly reported species was given together
with its photographs related to macro and micromorphologies and discussed briefly.
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Tiirkiye Clathroid Mantarlari igin Yeni Bir Cins Kaydi

Oz: Bu calisma Edirne yéresinden Kasim 2017’de toplanan clathroid mantar érneklerine
dayanmaktadir. Arazi ve laboratuvar ¢alismalari sonucunda, Phallaceae Corda familyasina
mensup Colus hirudinosus Cavalier & Séchier Turkiye clathroid mantarlar igin cins dizeyinde
yeni kayit olarak rapor edilmistir. Yeni kayit tirlin kisa betimlemesi, makro ve mikro morfolojilerine
iliskin fotograflari ile birlikte verilmis ve kisaca tartisiimistir.

Anahtar kelimeler: Colus hirudinosus, clathroid mantarlar, yeni kayit, Tlrkiye

Introduction (Berk.) Reichert, C. stahelii (E. Fisch.) Reichert, C.

Clathroid fungi, commonly known as cage fungi, is subpusillus Dring, C. treubii (C. Bernard) Reichert)
a group of the family Phallaceae, members of which currently existing species (Urll). The genus is primarily
possess an interesting strategy to disperse their spores by characterized by branched basidiomata with ovoid to
several kinds of instects as dispersal agents, especially via pyriform receptacle, rudimentary pseudostipe with whitish
Diptera species. They have wide geographical distribution, to greyish volva, olive to olive brown, mucilaginous gleba
however, they can be recognized in temperate as well as covering internal surface of the arched reticulum, hyaline,
tropical regions (Gaona et al., 2017; Baseia et al., 2006). smooth and ellipsoid spores (Calonge, 1998).
The Family Phallaceae is consisted of clathroid and According to the literature (Akata, 2017; Akata and
phalloid members due to their branched and unbranched Dogan, 2011; Akata and Uzun, 2017; All et al., 2007;
basidiomata (Cabral et al., 2012). While phalloid fungi 2017; Baydar and Sesli, 1994; Selik and Sumer 1982;
have unbranched basidiomata with a cylindrical, hollow Sesli and Denchev 2008) 3 clathroid fungi members
pseudostipe and mucilaginous gleba covering external (Anthurus muellerianus Kalchbr, Clathrus ruber P. Micheli
surface of the receptacle, clathroid fungi have branched ex Pers. and Pseudocolus fusiformis (E. Fisch.) Lloyd)
basidiomata with globose to star like receptacle whose have thus far been reported from Turkey, but there is not
internal surface is covered by mucilaginous gleba any record related to the genus Colus Cavalier & Séchier
(Calonge, 1998; Gaona et a.l, 2017). in Turkey.

Colus is a genus of clathroid fungi and it includes 7 The purpose of the present study is to make a
(Colus giganteus Dorfelt & Bumzaa, C. hirudinosus contribution to the Turkish mycobiota.

Cavalier & Séchier, C. muelleri E. Fisch., C. pusillus
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Materials and Methods

Fungal samples were collected from Edirne
province (Turkey) on 24 November 2017. Relevant
macroscopic and ecological properties of the samples
were noted and they were photographed in the field.
Afterwards, the samples were taken to the herbarium for
further investigation. Microstructural data was obtained
and micrographs of basidiospores were taken with “Leica
DM 1000” bright field light microscope. The identification
of the species was performed according to Calonge
(1998). The identified samples were prepared as
herbarium materials and kept at Ankara University
Herbarium (ANK).

Results

Phallaceae Corda

Colus Cavalier & Séchie

Colus hirudinosus Cavalier & Séchier (Fig. 1).

Immature basidiomata 15-25mm broad, globose to
ovoid, resembling egg shaped, exoperidium membranous,
whitish to pinkish, smooth, endoperidium mucilaginous.
Mature basidiomata 40-60 x 20-30mm, receptacle
pyriform, with an apical arched bright red reticulum, the
meshes are polygonal, 6-7 pinkish to pale orange
columnar elements fusing at the base to form the
pseudostipe within the volva. Gleba olive to brownish olive,
mucilaginous covering internal surface of the reticulum
with repellent odour. Flesh spongy. Basidia not observed.
Basidiospores 4.5-6 x 1-2um, cylindrical to ellipsoid,
smooth, hyaline.

f
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Ecology: Autumn, solitary or scattered, on sail,
gardens, pathways, open forest and woodland (Calonge
1998).

Specimen examined: TURKEY- Edirne, Musabeyli
village, in pastureland, near pine, on soil, among grasses,
41°42'3.85" N - 26°40'48.30" E, 123m, 24 November 2017,
leg. Akata & Gurkanli, Akata 7017.

Discussion

Colus hirudinosus is characterized by branched,
pyriform basidiomata with an apical arched reticulum,
carrying the gleba on the internal surface, sustained by 4-
8 column-like elements. Colus pusillus (Berk.) Reichert
macroscopically resembles C. hirudinosus due to their
similar size, structure and coloration but the mesh-like
structure at the apex of the former species is much larger
and more open (Calonge 1998). Clathrus ruber P. Micheli
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Abstract: 184 infrageneric (183 lichenized and 1 lichenicolous fungi) taxa belonging to 79
genera were determined from Kazdagi in Balikesir, Turkey. 73 of 184 taxa are new records for

the province of Balikesir.

Key words: Biodiversity, Lichen, Kaz Mountain, Turkey

Kazdagi’ndan (Balikesir, Turkiye) Likenlegsmis ve Likenikol Mantar
Kayitlar

Oz: Edremit-Kazdag@: (Balikesir, Tirkiye)’'ndan 79 cinse ait 183 likenlesmis mantar ile 1
likenikol mantar olmak Uzere toplam 184 takson belirlenmigtir. 184 taksondan 73 tanesi Balikesir

ili icin yeni kayittir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, Liken, Kazdagi, Turkiye

Introduction

There is no detailed study about lichen biodiversity
of Kazdagi. Karamanoglu (1964, 1971), was published
seven taxa from Kazdagi. Culberson and Culberson
(1968) and Schindler (1975), were recorded one taxon
from Kazdagi. These papers were first lichen records from
Kazdagi. Then, John (1992) was reported 2 taxa from
Edremit-Kazdagi, Senkardesler (2009), was recorded 4
taxa from Evciler-Kazdagi. Oran and Oztiirk (2010), were
published 1 new record for Turkey from Kazdagi,
Bayramic¢, Canakkale. Beside these papers, Cobanoglu
and Sevgi (2006) were published 75 taxa from Girgen
Dagi where is the north-east of Kazdagi range.

In addition, several lichen papers published from
Balikesir province where the Kazdagi is located are as
follows; Pidat, 1970; Guner, 1986; Guner and Ozdemir,
1986 a; 1986b; John, 1992; 1995; 1996; 1999; 2007; Cetin
and Tiimen, 1994; Giiveng et al., 1996; Oztiirk et al., 1998;
Schindler, 1998; Pisut and Guttovéa, 2008; 2009; Vondrak
2010; Cobanoglu et al., 2011; Oran and Oztirk, 2011;
2012; Oran, 2011; Ozdemir Tirk et. al., 2015.

39

Kazdagi is an important natural area and is situated
in northwestern Anatolia, in the vicinity of the Gulf of
Edremit, forming a natural border between the provinces
of Canakkale and Balikesir on the southeast part of the
Biga Peninsula. Kazdagi is a mountain range of 60 km
which is lying between 39° 42' N and 26° 51' E and also is
a natural border between the Marmara and Aegean
regions of Turkey. The highest places of Kazdagi are
Karatas Peak (1774 m), Baba Peak (1765 m) and Sarikiz
Peak (1726 m). Kazdag is the second highest mountain
in the Marmara Region. A part of Kazdagi (21,300 ha) was
declared a National Park on 17.04.1994. At the same time,
in order to preserve the endemic Kazdag fir, 240 ha area
was declared as a Natural Protection Area on 15.06.1988
(Ozhatay et al., 2005; Dirmenci et al., 2007).

Different climate features dominate the study area.
Due to its proximity to the Aegean Sea, the characteristic
Mediterranean climate is dominant on the southern slopes
of Kazdagi, while cooler and more humid terrestrial
climates are observed on the northern slopes. It has a
range of forest communities that reflect height, aspect and
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climate changes. Red pine (Pinus brutia Ten.), larch
(Pinus nigra Arn.) and oak forests (Quercus cerris L. var.
cerris L., Q. Frainetto Ten., Q. petraea (Mattuschka) Liebl.
subsp. iberica (Steven ex Bieb.) Krassilin.) and endemic
Kazdag fir (Abies nordmanniana (Steven) Spach subsp.
equi-trojani (Asch. & Sint. ex Boiss.) Coode & Cullen)
occupy a large area. In addition to these, different heights
and aspects (Fagus orientalis Lipsky), hornbeam
(Carpinus betulus L.), chestnut (Castanea sativa Mill.) and
olive (Olea europaea L.) trees are encountered (Ozhatay
et al., 2005).

The mean annual temperature (1938-2016) is 14.6
°C and the mean annual rainfall (1938-2016) is 583.7 mm
at Balikesir province (Anonim 2016).

In this study, we aimed to contribute to the
knowledge of the lichenized and lichenicolous fungi of
Edremit-Kazdag:.

Materials and Methods

Samples were collected from a total of 36 localities
(Figure 1, Table 1) on Kazdagi in 2001. They were
examined with a stereomicroscope (Leica EZ4 model),
and a light microscope (Olympus CX21) for morphology
and anatomical observations. The sections of the
specimens were examined in water, 10 % potassium
hydroxide (KOH) or Lugol's-iodine (l). Identifications were
determined with various lichen literatures (Brodo et al.,
2001; Smith et al., 2009; Wirth, 1995; Giralt, 2001).
Vouchers are stored in the Herbarium of Faculty of Arts &
Sciences, Uludag University, Bursa, Turkey (BULU).
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Figure 1. Map of collecting localities, Kazdagi, Balikesir.
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Table 1. The collected localities in Kazdagi, Balikesir.

Number Locality Altitude | Coordinates Date

39°37'N

1 Edremit; entrance of Ortaoba, olive area 340m |26°59 E 16.08.2001
Edremit - Ortaoba road, exit of Kadikdy, pine 39°36'N

2 area 160m [26°59' E 16.08.2001
Edremit; Yol6ren village, Degirmen place, olive 39°36'N

3 area 85m |26°58 E 16.08.2001
Edremit; Yoloren - Zeytinli road, entrance of 39°37'N

4 Zeytinli 80m |26°57'E 16.08.2001
Edremit; Zeytinli, Sitiven Waterfall, 39°38'N

5 Hasanboguldu picnic area 270 m |26°55'E 17.08.2001
Edremit; Beyoba - Pinarbasi road, exit of 39°38'N

6 Beyoba, pine forest 260 m |26°55'E 17.08.2001
Edremit; Beyoba - Pinarbasi road, entrance of 39°38'N

7 Pinarbasi, olive area 290 m |26°56' E 17.08.2001
Edremit; Pinarbasi - Zeytinli road, exit of 39°38'N

8 Pinarbasi, riverside 170 m |26°56' E 17.08.2001
39°37'N

9 Edremit; Gure, around of Kavurmacilar district 240 m |26°53' E 18.08.2001
39°37'N

10 Edremit; Gure, around of Yassigali, pine forest 110 m |26°53'E 18.08.2001
Edremit; Edremit - Camlibel road, entrance of 39°35'N

11 Camlibel, roadside 170 m |26°51'E 18.08.2001
Edremit; Edremit - Camlibel road, 1. km, pine 39°35'N

12 forest 90m |26°51'E 18.08.2001
39°35'N

13 Edremit; around of Tahtakuslar, pine forest 175m |26°51' E 18.08.2001
39°42'N

14 Edremit; Sarikiz Hill, open rocky area 1720 m | 26° 49' E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 5. km, pine 39°42'N

15 forest 1600 m | 26° 53 E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 8. km, pine 39°42' N

16 forest 1430 m | 26°53' E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 9. km, around 39°41'N

17 of Mermerli 1330 m | 26° 54' E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 11. km, rocky 39°40'N

18 area 1305 m [26°55' E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 12. km, 39°40'N

19 mixed forest 1235 m |26°55'E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 15. km, 39°40'N

20 mixed forest 1000 m | 26° 55' E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 18. km, 39°39'N

21 mixed forest 850m [26°56'E 19.08.2001
Edremit; Sarikiz Hill - Zeytinli road, 22. km, oak 39°39'N

22 area 505m |26°57'E 19.08.2001
39°38'N

23 Edremit; Mehmetalani - Zeytinli road, 3. km 295m |26°57' E 19.08.2001
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Table 1. continued

Number Locality Altitude | Coordinates Date

Edremit; exit of Kavlaklar, ridgeway, 2. km, 39°36'N

24 redpine forest 295 m |26°50'E 20.08.2001
39°34'N

25 Edremit; entrance of Kavlaklar, olive area 85m |26°50'E 20.08.2001
Edremit; Akcay - Altinoluk road, Avclilar village 39° 35N

26 ridgeway, sunny rocky slopes 255 m |26°48'E 20.08.2001
39°35'N

27 Edremit; Altinoluk, ridgeway, around of Sefa Hill | 280 m |26° 44' E 20.08.2001
Edremit; Altinoluk, Doyran village, ridgeway, 2. 39° 35’ N

28 km, pine forest 315m |26°42'E 21.08.2001
Edremit; Narl village, ridgeway, 1. km, pine 39°34'N

29 forest 265m |26°40' E 21.08.2001
Edremit; Narli village, ridgeway, 2. km, mixed 39°35'N

30 forest 330m |26°40'E 21.08.2001
Edremit; Narli village, ridgeway, 5. km, mixed 39°36' N

31 forest 480m [26°41'E 22.08.2001
Edremit; Narh village, ridgeway, 8. km, rocky 39°37'N

32 area 680m |26°41'E 22.08.2001
Edremit; Narl village, ridgeway, 10. km, around 39°36'N

33 of Daridere nursery, fruit garden 600 m |26°40'E 22.08.2001
Edremit; Narli village, ridgeway, 11. km, exit of 39°36'N

34 Daridere nursery, mixed forest 610m |[26°40'E 22.08.2001
Edremit; Narli village, ridgeway, 13. km, oak 39°37'N

35 area 690 m |26°41'E 22.08.2001
Edremit; Narh village, ridgeway, Domuz gukuru 39°40'N

36 place, mixed forest 900 m |26°41'E 22.08.2001

Results

The list of taxa is arranged in alphabetical order with
locality numbers and substrates. A herbarium number for
specimens (BULU) are indicated in the parenthesis.
Lichen taxa new to Balikesir province are indicated by an
asterisk (*).

Acarospora fuscata (Nyl.) Th. Fr.. 14, 18, 27, 31, on
siliceous rocks (18153, 18202, 18322, 18425)
* Acarospora sinopica (Wahlenb.) Korb.:
siliceous rocks (18154)

Alectoria sarmentosa (Ach.) Ach.: 36, on Pinus nigra
(18549)

Amandinea punctata (Hoffm.) Coppins & Scheid.: 5,9,
33, on siliceous rocks (18033, 18079, 18467)

* Arthonia punctiformis Ach.: 33, on Juglans sp.
(18447)

14, on

* Arthonia radiata (Pers.) Ach.:
(18497)

Aspicilia cinerea (L.) Kérb.: 5, 15, 24, 28, 31, 36, on
siliceous rocks (18039, 18168, 18294, 18345, 18426,
18282)

Aspicilia epiglypta (Norrl. ex Nyl.) Hue: 36, on siliceous
rocks (18559)

Aspicilia intermutans (Nyl.) Arnold: 5, 14, on siliceous
rocks (18035, 18160)

Athallia holocarpa (Hoffm.) Arup, Frédén & Sgchting:
1, 6, on Ficus sp. (17983, 18049), on Olea sp. (17977,
18053), 5, on Styrax officinalis (18031), 10, on Olea sp.
(18094), 21, on Crataegus sp., on Styrax officinalis
(18243, 18263), 24, 28, on siliceous rocks (18297, 18337),
33, on Cydonia oblonga (18450), 36, on Alnus sp. (18547)
* Bagliettoa parmigera (J. Steiner) Gams: 7, 10, 28, on
calcareous rocks (18061, 18105, 18335)

34, on Juglans sp.

42



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2018)9(1)39-49

* Bagliettoa marmorea (Scop.) Gueidan & Cl.Roux: 7,
on calcareous rocks (18057)
Biatora globulosa (Florke) Fr.:
(18418)

Blastenia crenularia (With.) Arup, Sgchting & Frédén:
1, on siliceous rocks with limestone (17994), 4, 5, 9, 10,
12, 23, 24, 27, 28, 31, 33, on siliceous rocks (18023,
18042, 18077, 18100, 18125, 18278, 18291, 18324,
18341, 18423, 18458)

Blastenia ferruginea (Huds.) A. Massal.: 3, 13, 25, on
Olea sp. (18014, 18143, 18308), 28, on Celtis sp., on Ficus
sp., on Olea sp. (18355, 18347, 18349), 29, on Pinus sp.
(18366), 30, on Pistacia sp., on Styrax officinalis (18391,
18397), 31, on Pinus brutia (18414), 34, on Abies sp.
(18502), 35, on Quercus frainetto (18525), 36, on Coryllus
sp. (18534)

* Blastenia herbidella (Hue) Servit: 17, on Celtis sp.
(18185)

* Blennothallia crispa (Huds.) Otélora, P.M. Jgrg. &
Wedin: 1,12, on calcareous rocks (17990, 18120), 10, on
siliceous rocks (18104)

Bryoria capillaris (Ach.) Brodo & D. Hawksw.: 15, 17,
on Pinus sp. (18162, 18200), 36, on Pinus nigra (18551)
Bryoria fuscescens (Gyeln.) Brodo & D. Hawksw.: 36,
on Pinus nigra (18552)

Buellia erubescens Arnold: 17, on Pinus sp. (18183),
19, 20, on Quercus sp. (18215, 18223), 33, on Cydonia
oblonga (18449), 34, on Alnus sp. (18489)

Buellia griseovirens (Turner & Borrer ex Sm.) Almb.:
17, on Pinus sp. (18184), 19, on Quercus sp. (18214), 21,
on Crataegus sp. (18241), 33, on Cydonia oblonga
(18451), 34, on Abies sp., Castanea sp. (18501, 18507),
35, on Quercus frainetto (18523)

* Caloplaca albopruinosa (Arnold) H. Olivier:
calcareous rocks (17986)

* Caloplaca atroflava (Turner) Mong.: 1, on calcareous
rocks (17991), 33, on siliceous rocks (18459)

Caloplaca cerina (Ehrh. ex Hedw.) Th. Fr.: 1, on Ficus
sp. (17984), 10, on Olea sp. (18092), 34, on Juglans sp.
(18496)

* Caloplaca erythrocarpa (Pers.) Zwackh: 26, 28, on
calcareous rocks (18309, 18332)

Caloplaca haematites (Chaub. ex St.-Amans) Zwackh:
28, on Celtis sp. (18356), 30, on Pistacia sp. (18408)

* Caloplaca irrubescens (Arnold) Zahlbr.: 1, 4,5, 12,
24, 27, 28, on siliceous rocks (17995, 18027, 18043,
18127, 18283, 18321, 18340)

31, on Pinus brutia

1, on

Candelariella vitellina (Hoffm.) Mall. Arg.: 1, 27, on
Ficus sp. (17985, 18318), 1, 4, 9, 14, 24, 27, 28, 29, 31,
32, 33, on siliceous rocks (18002, 18021, 18078, 18150,
18295, 18316, 18342, 18381, 18428, 18445, 18465), 3,
11, 13, on Olea sp. (18012, 18114, 18142), 28, on Celtis
sp. (18359), 30, on Pistacia sp., on Quercus sp., on Styrax
officinalis (18396, 18404, 18400)

Candelariella xanthostigma (Pers. ex Ach.) Lettau: 1,
on Pyrus sp. (17980), 11, 25, on Olea sp. (18113, 18304),
20, on Quercus sp. (18216)

* Catillaria atomarioides (Mull. Arg.) H. Kilias: 5, on
siliceous rocks (18047)

* Catillaria chalybeia A. Massal.: 4, 5, 10, 32, 33, on
siliceous rocks (18024, 18045, 18109, 18440, 18468), 26,
on calcareous rocks (18310)

Circinaria caesiocinerea (Nyl. ex Malbr.) A.Nordin et
al.: 1,9, 14, 27, 28, 31, 32, on siliceous rocks (18003,
18083, 18159, 18320, 18344, 18424, 18444), 12, on
siliceous rocks with limestone (18129)

Circinaria calcarea (L.) A. Nordin, Savi¢ & Tibell: 1, 17,
26, 28, on calcareous rocks (17987, 18190, 18314, 18334)
Cladonia coniocraea (Flérke) Spreng.: 34, on Pinus
nigra (18480)

Cladonia fimbriata (L.) Fr.: 33, on siliceous soil (18478)
* Cladonia parasitica (Hoffm.) Hoffm.: 21, on Pinus sp.
(18267)

Cladonia pyxidata (L.) Hoffm.: 16, 31, on siliceous rocks
(18179, 18422), 33, 36, on siliceous soil (18477, 18563)
Collema furfuraceum Du Rietz: 10, 11, on Olea sp.
(18097, 18112)

Collema nigrescens (Huds.) DC.: 8, 25, on Olea sp.
(18064, 18299), 13, 22, on Quercus sp. (18135, 18277),
21, on Crataegus sp. (18234), 31, on Pyrus elaeagnifolia
(18413)

Collema subflaccidum Degel.: 6, on Pyrus sp. (18054)
* Collema subnigrescens Degel.: 1,5, 9, 28, 32, on
siliceous rocks (17993, 18038, 18081, 18346, 18443), 10,
on Olea sp. (18096)

* Dermatocarpon miniatum (L.) W. Mann:
siliceous rocks (18442)

Diploschistes scruposus (Schreb.) Norman: 4, 9, 24,
on siliceous rocks (18028, 18086, 18284)

* Diplotomma chlorophaeum (Hepp ex Leight.)
Szatala: 4, 10, on siliceous rocks (18025, 18102)

* Diplotomma hedinii (H. Magn.) P. Clerc & CI. Roux:
7, on calcareous rocks (18059)

32, on
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* Enchylium polycarpon (Hoffm.) Otélora, P.M. Jarg. &
Wedin: 22, 28, on calcareous rocks (18274, 18330)
Enchylium tenax (Sw.) Gray: 12, on calcareous rocks
(18121)

Evernia prunastri (L.) Ach.: 20, on Quercus sp. (18217),
21, on Crataegus sp., on Pinus sp., on Quercus sp., on
Styrax officinalis (18247, 18268, 18269, 18254), 29, on
Pinus sp. (18363), 31, on Pinus brutia, on Pyrus
elaeagnifolia (18421, 18409), 35, on Quercus frainetto
(18531), 36, on Alnus sp. (18537)

* Flavoplaca citrina (Hoffm.) Arup, Frodén & Sgchting:
10, on siliceous rocks (18101)

* Flavoplaca flavocitrina (Nyl.) Arup, Frodén &
Sgchting: 12, on siliceous rocks (18126)

Gyalolechia flavorubescens (Huds.) Sgchting, Frodén
& Arup: 8, 34, on Juglans sp. (18068, 18495), 30, on
Quercus sp. (18403)

Hafellia disciformis (Fr.) Marbach & H. Mayrhofer: 21,
on Crateagus sp. (18231), 35, on Quercus frainetto
(18528)

Hypocenomyce scalaris (Ach. ex Lilj.) M. Choisy: 17,
21, on Pinus sp. (18186, 18265)

Hypogymnia farinacea Zopf: 17, 20, on Pinus sp.
(18187, 18226), 19, on Quercus sp. (18208), 31, on Pinus
brutia (18414), 36, on Pinus nigra (18553)

Hypogymnia physodes (L.) Nyl.: 21, on Crataegus sp.
(18248), 34, on Pinus nigra (18483), 35, on Quercus
frainetto (18512)

Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav.: 15, 16, 20, on
Pinus sp. (18174, 18176, 18227), 21, on Crataegus sp.,
on Styrax officinalis (18253, 18255), 34, on Pinus nigra
(18482), 35, on Quercus frainetto (18511)

* Lathagrium cristatum (L.) Otalora, P.M. Jorg. &
Wedin: 7,12,17,24, on calcareous rocks (18058, 18119,
18190, 18296)

* Lathagrium fuscovirens (With.) Otalora, P.M. Jarg. &
Wedin: 1, on calcareous rocks (18001)

* Lecania erysibe (Ach.) Mudd: 29, on siliceous rocks
(18388)

* Lecania inundata (Hepp ex Koérb.) M. Mayrhofer: 28,
on calcareous rocks (18325)

* Lecania naegelii (Hepp) Diederich & van den Boom:
34, on Juglans sp. (18498)

* Lecanora argentata (Ach.) Réhl.: 8, on Juglans sp.
(18070)

Lecanora bolcana (Pollini) Poelt: 14, 24, 27, 28, 32, 36,
on siliceous rocks (18156, 18285, 18319, 18343, 18433,
18566)

Lecanora campestris (Schaer.) Hue: 1, 4, 10, 31, on
siliceous rocks (17999, 18019, 18099, 18427)

Lecanora carpinea (L.) Vain.: 21, on Crataegus sp., on
Styrax officinalis (18232, 18261), 33, on Malus sp.
(18455), 34, on Juglans sp. (18493), 35, on Quercus
frainetto (18526), 36, on Coryllus sp. (18533)

Lecanora chlarotera Nyl.: 1, on Ficus sp., on Olea sp.
(17981, 17976), 3, 10, on Olea sp. (18013, 18091), 6, on
Ficus sp. (18050), 8, on Juglans sp. (18069), 15, 17, on
Pinus sp. (18163, 18201), 20, on Quercus sp. (18221), 21,
on Crataegus sp., on Styrax officinalis (18250, 18262), 30,
on Quercus sp., on Styrax officinalis (18405, 18398), 33,
on Malus sp. (18456), 34, on Castanea sp., Juglans sp.
(18508, 18492), 35, on Quercus frainetto (18524), 36, on
Alnus sp., on Coryllus sp. (18542, 18535)

Lecanora expallens Ach.: 31, on Pinus brutia (18419),
34, on Abies sp., on Juglans sp. (18505, 18490)

* Lecanora frustulosa (Dicks.) Ach.: 28, on siliceous
rocks (18327)

Lecanora intumescens (Rebent.) Rabenh.:
Quercus frainetto (18520)

* Lecanora polytropa (Ehrh. ex Hoffm.) Rabenh.: 15,
on siliceous rocks (18170)

* Lecanorarupicola subsp. subplanata (Nyl.) Leuckert
& Poelt: 14, 32, on siliceous rocks (18157, 18435)
Lecanora saligha (Schrad.) Zahlbr.: 17, 29, on Pinus
sp. (18188, 18368)

* Lecanora subcarpinea Szatala: 20, on Quercus sp.
(18222)

* Lecanora symmicta (Ach.) Ach.: 24, on Pinus brutia
(18289)

Lecidea fuscoatra (L.) Ach.: 9, 14, 15, 23, 24, 29, 36, on
siliceous rocks (18071, 18149, 18175, 18279, 18293,
18384, 18562)

* Lecidea lactea FI6rke ex Schaer.: 14, 15, 16, 36, on
siliceous rocks, (18158, 18171, 18181, 18565)

* Lecidea lapicida (Ach.) Ach.: 18, on siliceous rocks

35, on

(18204)
Lecidea sarcogynoides Korb.: 14, on siliceous rocks
(18151)
* Lecidea silacea (Hoffm.) Ach.: 28, on siliceous rocks
(18328)

Lecidella carpathica Korb.: 4,5, 10, 15, 33, on siliceous
rocks (18020, 18041, 18103, 18167, 18463)
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Lecidella elaecochroma (Ach.) M. Choisy: 1, on Ficus
sp. (17982), 3, 10, 13, 25, on Olea sp. (18008, 18090,
18144, 18303), 5, on Styrax officinalis (18032), 6, on Ficus
sp., on Olea sp. (18048, 18052), 8, on Juglans sp. (18067),
20, on Quercus sp. (18229), 21, on Crataegus sp., on
Styrax officinalis (18233, 18260), 28, on Celtis sp., on Olea
sp. (18354, 18352), 30, on Pistacia sp., on Quercus sp.
(18392, 18406), 31, on Pyrus elaeagnifolia (18411), 33, on
Cydonia oblonga, on Malus sp., Prunus avium (18448,
18454, 18479), 34, on Abies sp., on Alnus sp., on
Castanea sp., on Juglans sp. (18499, 18488, 18506,
18491), 35, on Quercus frainetto (18527), 36, on Alnus sp.,
on Coryllus sp. (18541, 18532)

* Lecidella stigmatea (Ach.) Hertel & Leuckert: 17, on
calcareous rocks (18192), 31, 33, on siliceous rocks
(18429, 18462)

* Lepraria finkii (B. de Lesd.) R.C.Harris: 20, 21, on
Pinus sp. (18228,18240)

* Lichenostigma cosmopolites Hafellner & Calat.: 9,
on Xanthoparmelia sp. (18087)

Lobothallia radiosa (Hoffm.) Hafellner: 1, on siliceous
rocks with limestone (18005), 12, 28, on calcareous rocks
(18115, 18326), 32, on siliceous rocks (18441)
Melanelixia glabra (Schaer.) O. Blanko et al.: 31, on
Pyrus elaeagnifolia (18410)

Melanelixia glabratula (Lamy) Sandler & Arup: 20, on
Quercus sp. (18218), 36, on Alnus sp. (18546)
Melanelixia subargentifera (Nyl.) O. Blanko et al.: 13,
on Olea sp. (18140)

Melanelixia subaurifera (Nyl.) O. Blanko et al.: 29, on
Pinus sp. (18390), 35, on Quercus frainetto (18517)
Melanohalea elegantula (Zahlbr.) O. Blanko et al.: 5,
29, on Pinus sp. (18029, 18362), 35, on Quercus frainetto
(18518)

Melanohalea exasperata (De Not.) O. Blanko et al.: 13,
25, on Olea sp. (18139, 18306), 21, on Crataegus sp., on
Styrax officinalis (18252, 18264), 35, on Quercus frainetto
(18519), 36, on Coryllus sp. (18536)

Melanohalea exasperatula (Nyl.) O. Blanko et al.: 19,
on Quercus sp. (18205)

* Micarea denigrata (Fr.) Hedl.:
(18485)

Monerolechia badia (Fr.) Kalb: 9, on Xanthoparmelia
pulla (18075), 32, on siliceous rocks with moss (18437)
Myriolecis dispersa (Pers.) Sliva, Zhao Xin &
Lumbsch: 33, on siliceous rocks (18461)

34, on Pinus nigra

Myriolecis hagenii (Ach.) Sliva, Zhao Xin & Lumbsch:
33, on Juglans sp. (18446)

* Nephroma tangeriense (Maheu & A.Gillet) Zahlbr.: 5,
on siliceous rocks with moss (18040)
Ochrolechia androgyna (Hoffm.) Arnold:
siliceous rocks (18107)

Ochrolechia arborea (Kreyer) Almb.:
(18063)

* Ochrolechia microstictoides Rasénen:
Pinus nigra (18484, 18548)
Ochrolechia parella (L.) A. Massal.:
rocks (18037)

Parmelia saxatilis (L.) Ach.: 5, 17, 20, 21, on Pinus sp.
(18030, 18189, 18720, 18266), 19, on Quercus sp.
(18213), 24, on Pinus brutia (18290), 34, on Pinus nigra
(18510), 35, on Quercus frainetto (18513), 36, on Alnus
sp., on siliceous rocks (18539, 18555)

Parmelia submontana Nadv.: 35, on Quercus frainetto
(18522)

Parmelia sulcata Taylor: 34, on Alnus sp. (18486), 35,
on Quercus frainetto (18514), 36, on Alnus sp., on Coryllus
sp. (18545, 18271)

* Parmelina carporrhizans (Taylor) Hale: 3, 10, on Olea
sp. (18010, 18088)

Parmelina quercina (Wild.) Hale: 19, on Quercus sp.
(18206), 35, on Quercus frainetto (18516)

Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale: 2, 29, on Pinus sp.
(18006, 18361), 4, on siliceous rocks (18026), 8, 10, 13,
25, on Olea sp. (18062, 18089, 18136, 18302), 20, on
Quercus sp. (18219), 21, on Crataegus sp. (18249), 31, on
Pinus brutia (18415)

Parmeliopsis ambigua (Wulfen) Nyl.: 15, on Pinus sp.
(18164)

* Peltula euploca (Ach.) Poelt ex Pisat: 29, on siliceous
rocks (18387)

Pertusaria albescens (Huds.) M. Choisy & Werner: 3,
10, 25, on Olea sp. (18015, 18093, 18300), 21, on
Quercus sp. (18230), 36, on siliceous rocks (18564)
Pertusaria amara (Ach.) Nyl.: 36, on siliceous rocks
(18557)

* Pertusaria flavicans Lamy:
(18382)

Pertusaria leioplaca DC.: 34, on Abies sp., on Castanea
sp., on Juglans sp. (18500, 18509, 18494)

Pertusaria leucosora Nyl.: 32, on siliceous rocks
(18434)

10, on
8, on Olea sp.
34, 36, on

5, on siliceous

29, on siliceous rocks
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Pertusaria pertusa (L.) Tuck.: 20, on Quercus sp.
(18220), 35, on Quercus frainetto (18521), 36, on Alnus
sp. (18540)

* Phaeophyscia ciliata (Hoffm.) Moberg: 8, on Juglans
sp. (18065), 22, on Quercus sp. (18272)
Phaeophyscia orbicularis (Neck.) Moberg:
Quercus sp. (18134)

Phlyctis argena (Ach.) Flot.: 21, on Quercus sp., on
Styrax officinalis (18270, 18259), 34, on Abies sp., on
Alnus sp. (18503, 18487), 36, on Alnus sp. (18544)
Physcia adscendens H. Olivier: 25, on Olea sp.
(18307), 28, on Celtis sp. (18353)

Physcia aipolia (Ehrh. ex Humb.) Firnr.: 13, on Olea
sp., on Quercus sp. (18137, 18133)

* Physcia caesia (Hoffm.) Hampe ex Frnr.:
siliceous rocks (18080), 29, on Pinus sp. (18364)
Physcia leptalea (Ach.) DC.: 21, on Styrax officinalis
(18239), 22, on Quercus sp. (18275), 28, on Celtis sp.
(18358), 30, on Pistacia sp. (18393), 31, on Pyrus
elaeagnifolia (18412)

Physcia stellaris (L.) Nyl.: 3, 10, 11, 25, on Olea sp.
(18009, 18095, 18111, 18301), 13, on Olea sp., on
Quercus sp. (18138, 18132), 29, on siliceous rocks

13, on

9, on

(18369)
Physconiadistorta (With.) J.R. Laundon: 3, on Olea sp.
(18011)
Physconia enteroxantha (Nyl.) Poelt: 13, on Olea sp.
(18141)

Physconia servitii (Nadv.) Poelt: 13, on Quercus sp.
(18131), 25, on Olea sp. (18305)

* Placynthium nigrum (Huds.) Gray:
calcareous rocks (18193, 18313, 18333)
Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. & C.F. Culb.: 15, 16,
17, 20, on Pinus sp. (18165, 18182, 18199, 18224), 19, on
Pinus sp., Quercus sp. (18212, 18211), 21, on Styrax
officinalis (18257), 31, on Pinus brutia (18416), 34, 36, on
Pinus nigra (18481, 18550)

Pleurosticta acetabulum (Neck.) Elix & Lumbsch: 21,
on Crataegus sp. (18235)

Polysporina simplex (Taylor) Vézda: 9, 29, 32, 33, on
siliceous rocks (18076, 18386, 18439, 18473)

Porpidia albocaerulescens (Wulfen) Hertel & Knoph:
33, on siliceous rocks (18464)

* Porpidia crustulata (Ach.) Hertel & Knoph: 9, 23, 33,
on siliceous rocks (18082, 18280, 18470)

* Porpidia macrocarpa (DC.) Hertel & A.J. Schwab: 33,
36, on siliceous rocks (18471, 18558)

17, 26, 28, on

* Protoblastenia rupestris (Scop.) J. Steiner: 17, on
calcareous rocks (18194)

Pseudevernia furfuracea var. furfuracea (L.) Zopf: 15,
on Pinus sp. (18166), 19, on Pinus sp., on Quercus sp.
(18209, 18210), 21, on Styrax officinalis (18258), 35, on
Quercus frainetto (18515), 36, on Pinus nigra (18554)
Pseudosagedia aenea (Wallr.) Hafellner & Kalb: 34, on
Abies sp. (18504)

* Pyrenodesmia alociza (A.Massal.) Arnold:
calcareous rocks (17988)

Pyrenodesmia variabilis (Pers.) A.Massal.: 7, 12, on
calcareous rocks (18060, 18122)
Ramalina farinacea (L.) Ach.:
(18236), 36, on Alnus sp. (18538)
Ramalina fastigiata (Pers.) Ach.: 21, on Crataegus sp.,
on Styrax officinalis (18246, 18256)

Ramalina fraxinea (L.) Ach.: 21, on Crataegus sp.
(18237)

* Ramalina subfarinacea (Nyl. ex Cromb.) Nyl.: 33, on
siliceous rocks (18476)

* Rhizocarpon badioatrum (Flérke ex Spreng.): 9, on
siliceous rocks (18084)

Rhizocarpon geminatum Korb.: 32, on siliceous rocks
(18436)

Rhizocarpon geographicum (L.) DC.: 1,5, 14, 15, 16,
32, 33, 36, on siliceous rocks (18004, 18034, 18155,
18172, 18180, 18431, 18469, 18556)
Rhizocarpon lecanorinum Anders:
rocks (18173)

* Rhizocarpon polycarpum (Hepp) Th. Fr.:
siliceous rocks (18561)

* Rhizocarpon reductum Th. Fr.: 18, 29, 33, on siliceous
rocks (18203, 18385, 18472)

* Rinodina capensis Hampe: 29, on Pinus sp. (18367),
30, on Pistacia sp., on Styrax officinalis (18394, 18399),
35, on Quercus frainetto (18529)

Rinodina exigua (Ach.) Gray: 1, 13, on Olea sp. (17978,
18145), 19, 22, on Quercus sp. (18207, 18276), 21, on
Crataegus sp. (18251), 30, on Pistacia sp., on Quercus sp,
on Styrax officinalis (18395, 18407, 18401), 31, on Pinus
brutia (18420)

*Rinodinaimmersa (Korb.) J. Steiner: 1, on calcareous
rocks (17989)

* Rinodina occulta (Kérb.) Sheard:
rocks (18460)

1, on

21, on Crataegus sp.

15, on siliceous

36, on

33, on siliceous
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* Rinodina oxydata (A. Massal.) A. Massal.: 5, 10, 12,
27, 28, on siliceous rocks (18046, 18108, 18128, 18323,
18336)

Rinodina sophodes (Ach.) A. Massal.: 1, on Olea sp.
(17979), 6, 27, on Ficus sp. (18051, 18317), 28, on Celtis
sp., Ficus sp., on Olea sp. (18357, 18348, 18351), 33, on
Cydonia oblonga (18453)

* Rinodina teichophila (Nyl.) Arnold: 24, on siliceous
rocks (18298)

*Rinodinatrachytica (A. Massal.) Bagl. & Carestia: 14,
24, 28, on siliceous rocks (18161, 18288, 18329)
Rufoplaca arenaria (Pers.) Arup, Sgchting & Frodén:
15, on siliceous rocks (18169)

* Rufoplaca subpallida (H. Magn.) Arup, Sgchting &
Frodén: 10, on siliceous rocks (18098)

* Sarcogyne regularis Korb.: 12, 26, on calcareous
rocks (18118, 18311)

Scoliciosporum umbrinum (Ach.) Arnold: 21, on
Crataegus sp. (18242), 33, on Cydonia sp. on Malus sp.,
(18452, 18457), 35, on Quercus frainetto (18530)

* Scytinium lichenoides (L.) Otélora, P.M. Jgrg. &
Wedin: 6, on Pyrus sp. (18055)

Squamarina cartilaginea (With.) P. James: 1, 12, on
calcareous rocks (18000, 18116), 17, on soil (18197), 29,
on siliceous rocks (18380)

Tephromela atra (Huds.) Hafellner: 1, 4, 5, 14, on
siliceous rocks (17992, 18022, 18044, 18152), 36, on
Alnus sp. (18543)

Toninia sedifolia (Scop.) Timdal: 12, 28, on calcareous
rocks (18117, 18331), 17, on soil (18198)

* Umbilicaria cylindrica (L.) Delise: 14, 16, on siliceous
rocks (18147, 18177)

*Umbilicaria deusta (L.) Baumg.: 16, on siliceous rocks
(18178)

* Umbilicaria nylanderiana (Zahlbr.) H. Magn.: 14, on
siliceous rocks (18148)

Usnea filipendula Stirt.: 21, on Crataegus sp. (18238)

* Usnochroma carphinea Arup, Sgchting & Frodén:
29, on siliceous rocks (18370)

*Variospora aurantia (Pers.) Arup, Frodén & Sgchting:
7, 12, on calcareous rocks (18056, 18123)

Variospora flavescens (Huds.) Arup, Sgchting &
Frodén: 28, on calcareous rocks (18360)

* Verrucaria macrostoma Dufour ex DC.:
calcareous rocks (18312)

Verrucaria muralis Ach.: 17, 21, 26, on calcareous rocks
(18196, 18244, 18315)

26, on

Verrucaria nigrescens Pers.: 10, 17, 21, on calcareous
rocks (18106, 18195, 18245), 12, 28, on siliceous rocks
(18124, 18339)

Xanthocarpia lactea (A.Massal.) A.Massal.:
concrete (18474)

* Xanthocarpia ochracea (Schaer.) A.Massal. & De
Not.: 28, on calcareous rocks (18338)

Xanthoparmelia conspersa (Ehrh. ex Ach.) Hale: 4, 9,
on siliceous rocks (18018, 18072)

* Xanthoparmelia delisei (Duby) O. Blanko et al.: 24,
on siliceous rocks (18287)

* Xanthoparmelia protomatrae (Gyeln.) Hale: 1, 4, 5,
29, on siliceous rocks (17997, 18016, 18036, 18383)
Xanthoparmelia pulla (Ach.) O. Blanko et al.: 1,9, 24,
32, 33, on siliceous rocks (17998, 18074, 18292, 18438,
18466)

Xanthoparmelia stenophylla (Ach.) Ahti & D.Hawksw.:
4,9, 14, 23, 36, on siliceous rocks (18017, 18073, 18146,
18281, 18560)

Xanthoparmelia tinctina (Maheu & A. Gillet) Hale: 1,
24, 32, 33, on siliceous rocks (17996, 18286, 18432,
18475), 29, on Pinus sp., on siliceous rocks (18365,
18389)

* Xanthoparmelia verruculifera (Nyl.) O. Blanko et al.:
9, on siliceous rocks (18085)

Xanthoria parietina (L.) Th. Fr.: 3, 11, 28, on Olea sp.
(18007, 18110, 18350), 8, on Juglans sp. (18066), 13, 22,
30, on Quercus sp. (18130, 18273, 18402), 31, on Pyrus
elaeagnifolia (18430)

33, on

Discussion

It has been determined 184 infrageneric taxa
belonging to 79 genera from Edremit-Kazdadi. Among
these taxa, 1 lichenicolous fungus, Lichenostigma
cosmopolites was found on the Xanthoparmelia sp. thallus
which growing on siliceous rocks. According to the
literature, 73 taxa are reported for the first time from
Balikesir province with this study.
First lichen records from Kazdagi published in 1964 by
Karamanoglu (Cladonia pyxidata, Lobaria pulmonaria (L.)
Hoffm., Rhizocarpon geographicum, and Usnea florida (L.)
F. H. Wigg.). Then, Platismatia glauca is recorded by
Culberson and Culberson in 1968. Also, in the year of
1971, Karamanoglu was reported 3 taxa (Hypogymnia
physodes, Ramalina calicaris (L.) Rohl., and Ramalina
fraxinea var. calicariformis Nyl.). Additionally, Parmelina
submontana was recorded as Parmelia contorta (Hoffm.)
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Spreng. by Schindler in 1975. 6 of these 9 taxa were found
in the present study. Ozdemir Tiirk et. al. (2015), were
recorded some Peltigera species (P. canina (L.) Willd., P.
monticola Vitik., P. neckeri Hepp ex Miuill. Arg., P.
polydactylon (Neck.) Hoffm., P. praetextata (Florke ex
Sommerf.) Zopf) from Kazdag.

Lichen samples were collected on 28 different substrates
from 36 localities. Of the determined lichen taxa, were
found to be 104 saxicolous, 86 epiphytic and 4 terricolous.
When the morphological structure of the lichen genera
determined from the study area are evaluated, it is seen
that 48 of them crustose, 23 are foliose, and 7 are
fruticose.

The percentage of the saxicolous lichen species growing
on siliceous rocks is 71 %, growing on calcareous rocks is
22 % and growing in two different rock types is 7 %,
approximately. For the epiphytic lichen species, the
percentage of the growing on broad-leaved trees is 58 %,
on pin-leaved trees is 20 %, and both of two different
substrate types is 22 %.

Edremit district is an intensive settlement and an important
place in terms of turism. It is suggested that the number of
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Oz: Afyon, Ladik (Samsun) ve Manavgat (Antalya) bolgelerinden toplanan mantar érnekleri

kurutulup, teshisleri yapildiktan sonra birlestirilerek tek bir numune halinde surekli ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen ekstraktinin esterlesme reaksiyonlari yapilarak yag asit kompozisyonlari
tayin edilmistir. Lycoperdon utriformis Bull. tirinin tayin edilen yad asiti kompozisyonlari
kromatogram ve tablo halinde verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Lycoperdon utriformis’te
oleik asit (%7.75), stearik asit (%7.63) ve a-linolenik asit (%6) yuzdelerinin en yiksek dizeylerde
oldugu belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Lycoperdon utriformis, Yag asiti kompozisyonu, Surekli Ekstraksiyon,
GC.

Determination of the Fatty Acid Compositions in Edible Species
Lycoperdon utriformis Bull. by Gas Chromatography (GC)

Abstract: Fungal samples collected from Afyon, Ladik (Samsun) and Manavgat (Antalya)
regions were dried and combined with each other after their diagnosis. Fatty acid compositions
were determined by performing esterification reactions of the extract obtained by continuous
extraction as a single sample lycoperdon utriformis Bull. The fatty acid compositions determined
for the test are given in chromatography and tabular form. According to the results obtained, the
highest levels of oleic acid (7.75%), stearic acid (7.63%) and a-linolenic acid (6%) were found in
Lycoperdon utriformis.

Key words: Lycoperdon utriformis, Fatty Acid composition, Continuous Extraction, GC

Girig

Mantarlardaki yag asitlerinin tayini genellikle elde
edilen  ekstratin  tlrevlendiriimesiyle @ GC (Gaz
Kromatografisi) ile yapilir. En yaygin olarak kullanilan
tirevlendirme yontemi, yag asitlerinin metanol ile metil
esterlerine dayali reaksiyonlardir (Barros ve Ark. 2007;
Heleno ve Ark. 2009;Kavishree ve Ark. 2008; Pedneault
ve Ark. 2006; Ribeiro ve Ark. 2009; Yilmaz ve Ark. 2006).

Besinlerdeki yaglar ve onlarin yad asitleri genel
olarak doymus, tekli doymamis ve ¢oklu doymamis olarak
U¢c grupta ele alinabilir. Doymus yag asitleri temel
yapisinda ¢ift bag icermez ve karbona bagh hidrojen
atomu igerirler. Bu tlr yad asitleri kandaki kolesterol
miktarini artinr ve kalp hastaliklarinda 6nemli etkiye

sahiptir. Bu yaglarin baslica kaynagini hayvansal yaglar
olusturmaktadir. Yag asitlerinin yapisinda bir ¢ift hidrojen
atomu eksik ise (bir ¢ift bag varsa), yag asidi tekli
doymamis olarak adlandirilir. Kolesteroll diizenleyici ve
iyi yonde etkileri vardir. Baslica kaynaklari zeytinyagdi ve
kolza tohumu yagidir. Yag asitlerinin yapisinda bir cift
hidrojen atomundan daha fazlasi eksilmisse, bu tir yag
asidine coklu doymamis yag asidi olarak siniflandirilir.
Bazi bitki yaglarinda ¢cok miktarlarda bulunurlar. Bazi balik
turlerinde ve ballkk yagdinda ¢oklukla rastlanirlar.
Doymamis yag asitleri 6zellikle C18:3 ve turevleri vicut
tarafindan sentezlenemedidi icin disardan ek besinlerle
almamiz gerekir. Omega 3 ve Omega 6 yag asitleri, diger
hayvansal ve bitkisel yaglara gore hi¢ bir yan etkisi ve
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zarari olmayan, aksine kalp damar sagligi agisindan
tiketilmesi gereken diyet ve saglik i¢in yararh bir yag
asididir. Ozellikle gocuklarin zeka ve bedensel gelisimi igin
oldukca faydalidir. Omega yag asitleri bircok yiyecekte
bulunmaktadir. Bu yiyeceklerin basinda balik-balik yaglari,
ceviz, findik, soya fasulyesi, lahana, ispanak, brokoli,
marul, kanola bitkisi gelmektedir. Ayrica yapilan
calismalarda mantarlarda da &nemli oranlarda kalp
saghginda etkili ve kolesterol dizenleyici yag asitlerini
icerdikleri ortaya konulmustur (Guillamén ve Ark. 2010;
Diez ve Alvarez 2001; Barros ve Ark. 2007; Kavishree ve
Ark. 2008; Pereira ve Ark. 2012; Pedneault ve Ark.
2006;Pedneault ve Ark. 2007; Valverde ve Ark. 2015; Liu
ve Ark. 2010; Dogan ve Akbas 2013; Ayaz ve Ark. 2011;
Ergonul ve Ark. 2013). Yapilan bu ¢alisma ile Lycoperdon
utriformis Bull.'un yag asidi bilesiminin belirlenmesi ve
insan saghgi acisindan oldukga faydali yad asitlerini
iceren mantarlara bir tarin daha ilavesi yapiimasi
amagclanmistir.

Materyal ve Metot

Analize tabi tutulacak mantar 6rnekleri 2015-2017
yillari arasinda Afyon, Ladik (Samsun) ve Manavgat
(Antalya) bolgelerinden toplanmistir. Toplanan &rnekler
laboratuvara getirildikten sonra, mantar kurutma dolabi
icerisinde 60°C’de suyunu kaybedinceye kadar tutularak
kurutulmus, makroskobik-mikroskobik 6zellikleri gikarila-
rak ve arazide elde edilen verilerle birlestirilerek teshis
kitaplari yardimiyla teshisleri yapilimistir (Watling (1973),
Philips (1981), Moser (1983), Ellis ve Ellis (1990),
Breitenbach ve Kranzlin (1984, 1986, 1991, 1995, 2000,
2005), Dahncke (1993),Jordan (1996), Winkler (1996).
Teshisi yapilan mantar 6rnekleri birlestirilerek tek bir
numune halinde surekli ekstraksiyon yontemine tabi
tutulmak Gzere toz haline getirilmigtir.

Sirekli Ekstraksiyon metodu

Surekli ekstraksiyon, kaynama noktasi sicakliginda
bir ekstraksiyon sivisi  buharinin  yodunlastirilarak
ekstrakte edilecek toz haline getirilmis 6rnek Uzerine
gonderilmesiyle elde edilir. Bu yontem i¢in Soxhlet cihazi
kullanilmis ve kurulumu yapilarak yogunlastirici su girig-
cikist ayarlanmistir.  Cihaz igerisine (100 mL’lik
ekstraksiyon kartusu) 6gutilmis mantar numuneleri
yerlestiriimistir. Cihaza bagh 250 mL’lik balon joje igerisine
saf hekzan (Merck) konularak ayarlanabilir isiticinin

Uzerine sistem sabitlenmistir. Ayarlanabilir 1siticinin
sicakhgi saf hekzanin kaynama noktasina (68°C) getirilmis
ve sicaklik sabitlenmistir. Strekli ekstraksiyon islemleri 6
saat slUreyle uygulanmigtir. Elde edilen mantar ekstrakti
Gaz Kromatografisi (GC)'deki yag asit tayinleri igin 6n
hazirhik ydntemi olan esterlesmeye tabi tutulmustur.
Hazirlanan mantar numunelerine ait ekstrakt, filtreden
gecirilerek GC’de Ug tekrarl yag asiti analizleri yapilmigstir.

Yag asit kompozisyon analizleri

Agilent 6890 GC’nin otomatik enjektdr kismina 1000
pL’lik vialler halinde analizi yapilacak olan numuneler
yerlestiriimistir ve enjeksiyon kismindan splitless olarak 10
ML enjeksiyon yapilmistir. GC’nin analiz kolonu HP-88
Capilary 100 m x 250 pm x 0.25dir. Sistemin tasiyici
hareketli gaz fazi He (1,3 mL/dk), sicaklik programi 0-50
‘C’ye 4 dakika ve 50-250 ‘C’ye kademeli olarak artiriimig
ve bu sicaklik degerinde 58 dakika analiz yapiimistir ve
FID dedektdrle sinyaller alinmigtir. Kalibrasyon igin
standart yag asit (FAME, Food Industry FAME Mix, Restek
Company) o6rneklerinin  analizi yapilmigtir. Mantar
numunesinden elde edilen analiz sonuglari, kalibrasyon
degerleriyle karsilastirilarak yag asit turi ve yuzdeleri
tespit edilmigtir.

Bulgular ve Tartigma

Afyon, Ladik (Samsun) ve Manavgat (Antalya)
yorelerinden toplanan Lycoperdon utriformis 6rnekleri,
kurutulup birlestirilerek degirmende ¢ekildikten sonra elde
edilen toz halindeki numunenin surekli ekstraksiyon
yontemiyle ekstrakti ¢ikartilip GC’de tayin edilen yag asiti
kompozisyonlari Sekil 1 ve Tablo 1°de verilmigtir.

GC'de yag asit kompozisyon tayini yapilan
Lycoperdon utriformis’e ait ylzde oranlari; C18:1c (Oleik
asit) %7.75, C18:0 (Stearik asit) %7.63, C18:3 w3 (a
Linolenik asit) %6, C20:1 (Eikosenoik asit) % 3.30, C18:2c
(Linoleik asit) %3.30, C16:0 (Palmitik asit) %2.77, C22:6
(Dokosaheksaenoik asit) %2.60, C24:1 (Nervonik asit)
%2.10, C18:3w6 (y Linolenik asit) %1.24, C24:0
(Lignoserik asit) %0.85, C20:0 (Arasidik asit) %0.67 ve
Doymus yag asidi (saturated fatty acid) %11.92, Tekli
doymamis yag asidi (Mono Unsaturated Fatty Acid;
MUFA) %13,12, Coklu doymamis yag asidi (Poly
Unsaturated Fatty Acid; PUFA) %13,11 seklindedir (Sekil
1 ve Tablo 1).
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Sekil 1. Lycoperdon utriformis’e ait yag asit kompozisyon analizi GC kromatogrami

(1. C16:0, 2. C18:0, 3. C18:1c, 4. C18:2c, 5. C18:3n6, 6. C20:0, 7. C18:3n3, 8. C20:1, 9. C24:1, 10. C24:0, 11. C22:6)

Tablo 1. Lycoperdon utriformis’in yag asidi kompozisyonlari

Pik Alikonma Yuzde alan Yag asidi
zamani (dk)

1 39.819 2.76904 C16:0
2 43.161 7.63201 C18:0
3 44.041 7.74754 C18:1cis
4 45.356 3.27359 C18:2cis
5 46.230 1.23990 C18:3wb6
6 46.373 0.67266 C20:0
7 46.862 5.99909 C18:3w3
8 47.053 3.28947 C20:1
9 51.578 2.08292 C24:1
10 51.825 0.84659 C24:0
11 55.725 2.59984 C22:6

Lycoperdon utriformis’te Oleik asit (%7.75), Stearik
asit (%7.63) ve a Linolenik asit(%6) miktarlarinin en
yuksek duzeylerde oldugunu gérmekteyiz. Genel olarak
bakildiginda, makrofungus d&rnekleri Uzerine vyapilan
calismalarda, ylksek oranda bulunan yag asitleri Linoleik

asit, Oleik asit ve Palmitik asittir (Ustiin 2011). Dolayisiyla

calisilan 6rnegin de makrofunguslarin genelinin yag asit

kompozisyon
konulmustur.
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Analizi yapilan tirde doymus ve doymamis yag
asitleri turleri ve miktarlarina bakildiginda; doymamis yag
asitleri (C18:1c, C18:2c, C18:3w3, C18:3w6, C20:1,
C24:1) miktarlarinin, doymus yag asitleri (C16:0, C18:0,
C20:0, C24:0) miktarlarina orani yaklasik olarak 2 kat fazla
oldugu gorulmastir. Dolayisiyla Gzerinde ¢alisma yapilan
tiriin, doymamis yad oraninin fazla olmasi oldukga

saglikli ve vyararli alternatif bir besin kaynagi oldugu
gorulmektedir.

Sonug olarak, yapisinda doymus ve doymamis yag
asitleri ihtiva eden Lycoperdon utriformis’in, 6zellikle hem
doymamis yag asiti kaynagdi olmasi hem de dogal olarak
yetismesi ve kolay elde edilebilir (Sesli ve Denchev 2014,
Yiimaz ve Ark. 2016) dolayisiyla halk agisindan ekonomik,

saglikli bir besin 6gesi oldugu gorilmustir.
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Abstract: In this study, fungal samples collected in Tokat province were identified as
Arachnopeziza aurelia (Pers.) Fuckel and recorded for the first time for the Turkish mycota. Short
description, photographs, locality, collection date and ecological features of the newly reported
species was provided.
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Turkiye Mikotasi igin Tokat Yéresinden Yeni Bir Kayit:
Arachnopeziza aurelia (Pers.) Fuckel

Oz: Bu galismada, Tokat ydresinden toplanan mantar érnekleri Arachnopeziza aurelia
(Pers.) Fuckel olarak teshis edildi ve Tirkiye mikotasi icgin ilk kez kaydedildi. Yeni rapor edilen
tirdn kisa tanimi, fotograflari, lokalitesi, koleksiyon numarasi ve ekolojik 6zellikleri verildi.

Anahtar kelimeler: Arachnopeziza aurelia, biyogesitlilik, makrofunguslar, yeni kayit,
Tokat, Turkiye

Introduction 2015; Kaya and Uzun, 2015; Kaya et al., 2016; Taskin et

Arachnopeziza is a genus of family al.,, 2015; Akgay and Uzun, 2016; Tagkin et al., 2016;
Arachnopezizaceae and it has approximately 39 species Oztiirk et al., 2016; Dogan and Kurt, 2016; Dogan et al.,
worldwide (Kirk, 2011). This genus is characterized by 2016; Acar and Uzun, 2016; Akata et al., 2016a, 2016b,
sessile apothecia seated on well-developed subicular 2016c; Uzun et al., 2017a, 2017b; Turkekul, 2017; this
mat. It is minute to medium large, cupulate to patellate, number has increased even more. The aim of this study
white to some shade of orange or buff. Moreover it has is to contribute for Turkish mycota.
septate excipular hairs. The asci are 8-spored, small to The area where samples were collected is about 8
fairly large, clavate to cylindrical. The ascospores are km away from Tokat city center and surrounded by mixed
hyaline, ellipsoid to fusoid to filiform, usually tapering forest. It has a transition climate between the Black Sea
below, 1- to 7-septate. Paraphyses hyaline, simple or climate and the continental climate. Some of the common
branched, filiform, usually septate, with an obtuse apex plants in the region are Pinus sylvestris L., Rosa canina
(Whitton et al., 2012; Korf 1951). L. and members of the genera Juniperus, Salix, Quercus,

According to Sesli and Denchev (2014), 2158 Crataegus.

macrofungi species were recorded for Turkish mycota. Of
these, 215 are Ascomycota. With recent studies such as;
Uzun et al., 2015a, 2015b; Kaya, 2015; Akata and Dogan,
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Materials and Methods

Fungal samples were collected in Tokat province in
spring 2017. Morphological and ecological characteristics
of the samples were recorded and they were
photographed in their natural habitats. Then, they were
brought to the laboratory and dried. Microscopic
descriptions were carried out predominantly on dried
specimens by using a light microscope. Some chemical
reagents (5% KOH solution, congo red; cotton blue etc.)
were used for the examination of macroscopic and
microscopic structures. Measurements of anatomical
features (spores, asci, paraphyse, hairs ) were presented
based on at least 20 measurements. Amyloid reactions
were tested by using Melzer's reagent. ldentification of
the samples was performed by measuring macroscopic
and microscopic features of the specimens. The following
literatire  were used for identification; Korf (1951),
Breitenbach and Kranzlin (1984), Wang (2009), Whitton
et al. (2012), Beug et al. (2014), Park et al. (1985),
Gamundi and Giaiotti (1994). The identified samples were
deposited in Fungarium of Biology Department of
Gaziosmanpasa University.

Results

Short description of newly reported species,
photograph of apothecia, microphotographs of asci,
paraphyses and spores are provided below.The
systematic of newly reported species are accordance with
Index Fungorum (www.speciesfungorum.org;accessed
16 December 2017).

Fungi

Ascomycota

Arachnopezizaceae

Arachnopeziza aurelia (Pers.) Fuckel (1870)
[1869-70].

Synonymy:  Arachnopeziza  fulgens (Hazsl.)
Boud.; Belonidium aurelia (Pers.) De Not.; Belonidium
fulgens (Hazsl.) Sacc.; Cryptomyces wauchii Grev.;
Lachnella aurelia (Pers.) Quél.; Peziza aurelia Pers.;
Peziza aurelia Pers. f. aurelia; Peziza wauchii Grev.;
Stictis wauchii (Grev.) Berk.; Tapesia aurelia (Pers.) W.
Phillips; Tapesia fulgens Hazsl.

Apothecia 0,3 - 2 mm, gregarious or scattered,
sessile, rounded and cup-shaped when young, becoming

shallowly cup-shaped at maturity, stalkless, att ached to
the substrate by yellowish mycelium; hymenium smooth,
pale yellow to golden yellow; outer surface and margin
covered with yellow-orange to orange hairs (Figure 1a).
Hairs with hyaline to orange walls and contents, often
cohering to form short teeth, flexuous, 3.5-4.1 ym wide
below, tapering to an apex 1.5-3 pm wide, usually
pointed, fairly thick-walled below, tending to be thin-
walled toward the apex, smooth, multiseptate, 100-500 x
5 um long (Figure 1c). Asci biseriate, 8 spored, clavate,
(88)102-115 x (7.2)7.7-9.2(11.5) pm (Figure 1b).
Ascospores hyaline, smooth, fusoid-cylindric, attenuate
below and often also above, obliquely uniseriate to
irregularly biseriate, 1-3 septate when mature, 12-22 x
3.5-5 pym (Figure 1b). Paraphyses hyaline, simple,
filiform, not or only slightly enlarged at the apex, 1-2 um
wide; septa few (Figure 1b).

On the undersides of decaying fallen logs, acorn cups,
branches, or leaves and especially on fruits and
involucres of members of the genera Quercus, Fagus.
Season spring, summer, and fall (Korf 1951).

Tokat center, Camdere village, on dead branches of
Quercus sp, 20. 05. 2017, 40° 23' 322" N, 36° 33' 145" E,
1335 m, ISIK 700.

Discussion

With this study, Arachnopeziza aurelia (Pers.) Fuckel
was reported for the first time from Turkey.
Arachnopeziza aurata was previously reported at genus
level for first time from Turkey by Siumer (1989) has
similar morphological characters with A. aurelia. Although
their macroscopic properties are similar, these two
species can easily be distinguished from each other by
differences in the spore structure (Breitenbach and
Krénzlin, 1984). Multiseptat spores of A.aurata are filiform
to slightly clavate and its sizes are different from A. aurelia
(60-75 x 1.5-3 ym). Other similar species are A. delicatula
Fuckel, A. arctostaphyli Cash, A. candidofulva (Schwein.)
Korf. A. delicatula has larger clavate spores (24-48 x 2—4
pum). Fruiting body of A. arctostaphyli is cream-colored
and its 7-septate spores are filiform. A. candidofulva can
be distinguished from A. aurelia by its 1-septate spores
at maturity (Korf, 1951; Breitenbach and Kréanzlin, 1984;
Beug et al. 2014).
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Figure 1. Arachnopeziza aurelia: a- ascocarps, b- asci with spores and paraphyses ( in lactophenol cotton blue), c- hairs (in
lactophenol cotton blue+KOH) (scale bars: a =4 mm; b and ¢ = 15 um)
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CClq ile Oksidatif Stres Olusturulan Sigcanlarda Pholiota
aurivella Liyofilize Ekstrenin Bazi Biyokimyasal ve Hematolojik
Parametrelere Etkisi
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Oz: Mantarlar, organizmalari bazi zararl bilesiklerin toksik etkilerinden korumak igin 6nemli
islev gorurler. Bu galismada, karbon tetrakloriir (CCls) ile oksidatif stres olusturulan siganlarda
P.aurivella liyofilize ekstrenin kan parametreleri Gzerindeki etkilerinin degerlendiriimesi
amaclanmistir. Ratlar, toksisite testi sonrasi dort deney grubuna ayrildi; Kontrol, CCla,
CClst+P.aurivella (100 mg/kg ekstre) ve CCls+P.aurivella (500 mg/kg ekstre) gruplari. 4 haftalik
muamele sonunda, CCls'un oksidatif stresine karsi P.aurivella ekstraktinin oral aliminin
hematolojik parametrelere, eritrosit farjilitesine ve sicanlarin eritrositlerinde antioksidan savunma
unsurlarindan redukte glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), superoksid dismutaz (SOD) aktiviteleri ve
malondialdehit (MDA) igerigi tespit edilerek degerlendirilmistir. Sonucglara goére, CCls ve
CClast+P.aurivella ekstresi uygulanan gruplarda GSH duizeyi Kontrol grubuna gére énemli disus
gosterdi. Diger yandan, CCls grubundaki GPx aktivitesi Kontrol ve CCls+P.aurivella gruplarina
g6re 6nemli dislUs gosterdi. Ayrica, CCls ve CCls+P.aurivella gruplarinda eritrosit frajilitesi
(6zellikle % 0.6 NaCl konsantrasyonunda) Kontrol grubuna gére 6nemli artis gézlendi. CCl4
grubunda RBC, HGB, HCT, WBC, PLT and PCT gibi bazi hematolojik parametrelerde dnemli
azalma gosterirken RDWs de ise 6nemli artma belirlendi. Bakilan parametreler tizerinde CCl4’iin
zararh etkileri olmasina ragmen bunu P.aurivella icin séylemek zordur. Fakat, P.aurivella eritrosit
hemolizine katki sundudu igin zararli olabilir. Bu yizden insanlarin bu mantari tiketiminde dikkatli
davranmasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: CCls, Pholiota aurivella, antioksidan enzimler, hematolojik
parametreler, eritrosit frajilite, sican.

Effect of Pholiota aurivella Lyophilized Extract On Some Biochemical and
Hematological Parameters Against CCls-Induced Oxidative Stress In Rats

Abstract: Mushrooms play an important function to protect organisms from the toxic effects
of some harmful compounds. In this study, it was aimed to evaluate the effects of Pholiota
aurivella lyophilized extract on blood parameters against carbon tetrachloride (CCls)-induced
oxidative stress in rats. After the toxicity test, rats were divided into four experimental groups:
Control, CCls, CCls+P.aurivella (100 mg/kg, extract) and CCls+P.aurivella (500 mg/kg, extract)
groups. At the end of 4 weeks experiment, the roles of the orally administrated P.aurivella extract
oral administration against CCls-induced oxidative stress were evaluated by measuring
hematological parameters, erythrocyte fragility, antioxidant defence system such as reducte
glutathione (GSH), glutathione reductase (GR), glutathione S-transferase (GST), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD) activities and malondialdehyde
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(MDA) content in erythrocyte of rats. According to the results, CCls and CCls+P.aurivella groups
caused significantly decrease in GSH level according to Control group. On the other hand, in CCl4
group GPx enzyme activity significantly decreased according to Control and CCls+P.aurivella
groups. Also, erythrocyte fragility (especially 0.6 % NaCl concentration) significantly increased in
the CCls and CCls+P.aurivella groups according to Control group. Significant decrease in some
hematological parameters (RBC, HGB, HCT, WBC, PLT and PCT) and markedly increase in
RDWs were observed in CCls group. Although CClas had clear harmful effects on the parameters
examined, it was difficult to say this for P.aurivella. However, P.aurivella might be harmful
because of its contribution to the hemolysis of erythrocytes. Therefore, people should be careful

consumption of this mushroom.

Key words: CCls, Pholiota aurivella, antioxidant enzymes, hematological parameters,

erythrocyte fragility, rat.

Girig

Dinyada hizla artan nifus insanlari yeni besin
kaynaklarina  yonlendirmistir.  Ancak bu besin
kaynaklarin varhid kadar kalitesi ve insan sagligi
tzerindeki etkileri de bir o kadar 6nemlidir. Giniimuzde
koruyucu tip ve gida endustrileri basta olmak Uzere,
yiyeceklerde  kisith  oranda  bulunan  sentetik
antioksidanlar yerine dogal antioksidanlara yogun bir ilgi
olusmustur (Sanchez, 2017). Bu dogal kaynaklardan biri
olan mantarlar igermis olduklari riboflavin, B vitaminleri,
selenyum, bakir, potasyum, diyet lifi, kitin, b-glukanlar,
steroller, alkaloidler, laktonlar, terpeneler, seramitler, D2
vitamini, fenolik bilesikler ve kukurt iceren amino asit
(ergotiyonin) yapilari sayesinde gugli antioksidan etkiye
sahip gidalardir (Regula ve Siwulski, 2007; Kalaras ve
ark., 2012; Roupas ve ark., 2012; Feeney ve ark., 2014).
Antioksidan etkileri nedeniyle, serbest radikallerden
hidroksil radikali (OH-) ve siiperoksit radikali (O2-) veya
superoksit kaynaklarindan hidrojen peroksiti (Hz202)
ortadan kaldirma ve lipid peroksidasyonunu
engelleyerek hiicre membranlarini koruma potansiyeline
sahiptirler. Mantarlarin antienflamatuar, anti-timor,
antibakteriyel,  antioksidan, antiviral, antialerjik,
antiaterojenik, hipoglisemik, imminomodulatér ve gesitli
hematolojik parametreler Gzerinde olumlu etkileri vardir
(Chen ve ark., 2009; Guillamoén ve ark., 2010). Ancak
genel anlamda koruyucu etkileri bilinen mantarlarin
istenmeyen ve Olimle sonucglanabilen ciddi toksik
etkileride bulunmaktadir. Agrocybe cylindracea veya
Agrocybe aegerita olarak bilinen ve halk arasinda
yenilebilir olarak ge¢cen mantarin deney hayvanlarinda
ciddi karaciger toksisitesine sebep oldugu bildirilmigtir
(Jin ve ark., 2014). Arastirmacilar ayni calismada,

Volvariella volvacea, Flammulina velutipes, Agaricus
bisporus and Lyophyllum shimeji mantarlari veya
bunlardan elde edilen bazi maddelerin noérotoksik,
kardiyovaskiler hastaliklar, embriyo geligiminin durmasi,
hiperkalemi ve miyokardiyal iskemi gibi hastaliklara
sebep oldugunu bildirmigtir.

Pholiota aurivella (Batsch) P. Kumm. mantari yaz
sonu ve sonbahar aylarinda Fagus, Fraxinus, Salix ve
Alnus sp. gibi canli agaglarin gévdeleri Uzerinde ve
genellikle kimeler halinde yetisen bir mantar turadur.
Baharatimsi bir kokusu ve sitimsu bir tadi olan bu
mantar hem yenilebilir hem de yenilmez olarak rapor
edilmistir (Solak ve Gucin, 1992; Breitenbach ve ark.,
1995). Turkiye’de Yukari Sakarya Boélumu; Erzurum-
Kars Bdlumu, Yukari Murat-Van Bolumu; Adana Bolumd;
Orta Firat Bélimia olmak dzere; Cin, Japonya, Uzak
Dogu, Rusya, Avrupa, Kuzey Amerika, Fas gibi dinyanin
pek cok Ullkesinde bulunan bir mantar tarudir (Imazeki
ve Hongo, 1987).

Bu calismada, CCl4 ile oksidatif stres olusturulan
siganlarda P.aurivella mantarindan elde edilen liyofilize
ekstrenin 100 ve 500 mg/kg dozlarinda oral yolla
verilerek eritrositlerde c¢esitli antioksidan savunma
sistemi enzim duzeylerine, lipid peroksidasyona, eritrosit
frajilitesine ve gesitli hematolojik parametrelere etkisinin
arastiriilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Sigan (rat)

Calismada Van Yzinci Yil Universitesi Deney
Hayvanlari Unitesinden temin edilen 2-6 aylik, 200-350
gr agirhgindaki 24 adet erkek sican (Wistar albino)
kullanildi. Siganlar 25+1 °C oda sicakliginda 12 saat
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aydinlik/12 saat karanlik 1sik periyodunda standart
plastik kaplarda ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.
Yapilan ¢alismada parametrelere olumsuz etki edecek
faktorlerin en aza indirilmesi icin gerekli bitin énlemler
alindu.

Mantar

Calismamda kullanilan Pholiota aurivella (Batsch)
P. Kumm mantari Salix agaci Uzerinden Van’nin
Gurpinar ilce merkezinde, Ekim 2016’'da Cemil
Sadullahoglu ve Prof. Dr. Yusuf Uzun tarafindan 38°
19'634"K, 43°23'867"D, koordinatlarindan toplanmistir.
Prof. Dr. Kenan Demirel tarafindan teshis edilen mantar
ornekleri (Numune no: 7488) Van Yuzincla Yil
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimi Mikoloji
Arastirma Laboratuarinda (VANF) saklanmaktadir.

Kimyasallar

Karbon Tetraklorur (CCls), Superoksid dismutaz
(SOD) enzim kiti (Ransod, SD125), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzim Kkiti (Ransel, RS504),
Redikte glutatyon (GSH), Okside glutatyon (GSSG),
Bitillenmis hidroksitolien (BHT),Ttiyobarbitlrik asit
(TBA), 1.1.3.3.tetraethoksipropan (MDA), 5-5’-Ditiobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB), Hidroksi metil amino metan
(Tris), Hidroklorik asit (HCI), Sodyum sulfat (Na2SOa),
Beta Nikotinamid Adenindinikleotit fosfat (NADPH),
Metafosforik asit (HPOgz), Triklor asetik asit (TCA),
Sodyum klortir (NaCl), Sodyum hidroksit (NaOH),
Disodyum hidrojen fosfat (Na2zHPOa4), Sodyum dihidrojen
fosfat (NaH2POa), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA),
Sodyum sitrat (NasCeHsO7), Sulfosalisilik asit (SSA),
disodyum karbonat (Na2COs), Etanol, Ketamin (% 10
[uK).

Ekstraksiyonun hazirlanmasi

Ogutilmis mantar numunesinden 100 gr
tartilarak, bir cam behere konuldu ve 1 It (% 80 etanol +
% 20 saf su) ile ekstre edilerek, beherin tizeri aliminyum
folyo ile kapatildi. +22 °C’de, 2 saat sureyle ¢alkalayicida
homojenize edilen karigim, daha sonra santrif(jj cihazina
yerlestirildi. Homojenize karisim 20 dk. boyunca (15320
g) +4 °C'de (Sorvall RC-5B; DuPont, Wilmington, DE,
USA,; rotor Beckman JA14 (137 mm) seri No. 02U8152,
USA) santrifilj edildi. Supernatanttan arta kalan c¢okelti
etanol  kullanilarak ayni  ekstraksiyon islemleri
tekrarlandi. Elde edilen supernatant +40 °C’de

evaporator yardimiyla ¢ézticiden arindirildi. Elde edilen
yogunlastiriimis fraksiyonlar, -85 °C sicaklik ve 50
millitor basin¢ altinda liyofilizatér cihazinda kuruyana
kadar bekletildi. Elde edilen Pholiota aurivella liyofilize
ekstreleri —20 °C’de saklandi.

Toksisite testi ve deney uygulamasi

Deneye baslamadan énce kullanilan mantarlarin
olasi toksik etkilerinin belirlenmesi igin P.aurivella mantar
turd icin 3 adet sigan toksisite testinde kullanildi. 3 adet
hayvana P.aurivella mantar ekstresi dusuk dozdan
yuksek doza dogru (20, 100, 250, 500, 1000 ve 2000
mg/kg) gavaj ile verilerek (OECD, 2001) 0.5, 2, 4, 8, 24,
48 ve 72 saat sonra ki muhtemel klinik ve toksikolojik
semptomlari gbzlemlendi. Toksisite testi sonrasi
uygulanacak dozlar belirlendi. 24 adet sigan asagidaki
gibi her grupta 6 sigan olacak sekilde gruplandirildi.

Kontrol grubu (n=6): Normal sican yemi ve
musluk suyu,

CCls grubu (n=6): [0.5 mL CCls+0.5 mL zetin
yagi= 1 mL/kg/haftada 2 kez (intraperitonal, i.p) (Suzek
ve ark., 2016).

CCls+P.aurivella (100 mg/kg, ekstre) grubu
(n=6): 100 mg/kg P.aurivella ekstresi gavaj ile giinde
birkez 4 hafta boyunca verildi ve ayrica (0.5 mL CCl4+0.5
mL zetin yagi=1 mL/kg/haftada 2 kez, i.p uygulamasi
yapildi.

CCls+P.aurivella (500 mg/kg, ekstre) grubu
(n=6): 500 mg/kg P.aurivella ekstresi gavaj ile glinde bir
kez 4 hafta boyunca verildi ve ayrica (0.5 mL CCl4+0.5
mL zetin yagi=1 mL/kg/haftada 2 kez, i.p uygulamasi
yapildi. Ayrica tim gruplarda yem ve su tiketimi ad
libitum olarak saglandi.

Kan orneklerinin alinmasi ve eritrosit paketinin

hazirlanmasi

Deney sonunda siganlar % 10’luk ketamin ile
anesteziye tabi tutularak enjektorler yardimiyla
kalplerinden kan alindi. Kanlar EDTA’L tiplere alindi. Bu
kandan eritrosit paketi, eritrosit frajilitesi ve hematolojik
parametreler cahgsildi. EDTA’lI cam tlplere alinan
kandan 1mL alinarak 3000 rpm’de +4 °C’de sogutmal
santrifijde 15 dakika santrifij edildi. Olusan plazma
atildi. Altta kalan hacme esit oranda soguk serum
fizyolojik (% 0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin yikanma
islemi gergeklestirildi. Serum fizyolojik eklenen tupler
2000 rpm'de +4 °C'de 8 dakika santriflj edildi. Her
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seferinde yukardaki islem tekrarlanarak eritrosit yilkama
islemi U¢ kez tekrarlandi. En sonunda elde edilen eritrosit
paketi (-80°C) difirize konularak muhafaza edildi.
Eritrositteki malondialdehit (MDA) icerikleri ve redikte
glutatyon (GSH) seviyeleri tayinleri ayni giin
gerceklestirilirken,  slperoksid dismutaz  (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz
(GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT) enzim
aktiviteleri hazirlanan eritrosit paketinde c¢alisildi.

Biyokimyasal analizler

Eritrositteki lipid peroksidasyon urdnid olan
malondialdehid (MDA) iceridi, indirgenmis glutatyon
(GSH) seviyesi, glutatyon s-transferaz (GST), glutatyon
rediktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPx), superoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerine
bakildi (Dogan ve ark., 2015).

Eritrosit frajilitesi

EDTA’'ll kan numuneleri oda sicakhdinda 24 saat
inklibe edildi. pH 7.4'te fosfat tamponu ile % 0.9 NaCl
stok solisyonu hazirlandi. Daha sonra stok solusyondan
% 0.9 NaCldan % 0.1'den % 0.9e degisen farkl
konsantrasyonlar hazirlandi. Hazirlanan farkh
konsantrasyondan 5 mL alinarak ayri tiplere konuldu
devaminda inkiibasyona birakilan kandan 30 uL alinarak
bu tlplere bosaltildi. Tupler oda sicakhdinda 30 dakika
bekletildikten sonra, 3000 rpm'de 5 dakika boyunca
santrifuje edildi. Tuplerdeki supernatanlar 540 nm'de
spektrofotometrik olarak okundu (Singh ve ark., 2016).

Hematolojik parametrelerin okunmasi

Deney sonunda EDTAlI tlplere alinan kan
ornekleri hematolojik analizator cihazinda (Coulter LH
780 Analyzer, ABD) okunmak Uzere Eritrosit (RBC),
Hemoglobin (HGB), Hematokrit (HCT), Ortalama eritrosit
hacmi (MCV), Eritrositteki ortalama hemoglobin miktari
(MCH), Eritrositteki ortalama hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC), Eritrosit dagihm genisligi
(RDW), Beyaz kan hicresi=Lokosit (WBC), Trombosit
sayisi (PLT), Trombositcrit (PCT) ve Trombosit dagilim
genigligi (PDW) parametrelerine bakildi.

istatistik analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistik analizinde
Minitab 14 paket programi kullaniimistir. Gruplar arasi
farkhhklarin belirlenmesinde tek yonli varyans analizi

(ANOVA) kullanildi. Gruplar birbiriyle kargilastirildiktan
sonra, gruplar arasindaki farkhliklar Tukey ikili
karsilastirma testinden yararlanilarak yapiimistir.

Bulgular

P. aurivella liyofilize ekstrenin MDA ve GSH

dizeylerine etkisi

Sekil 1’de gorildiugi gibi, MDA igerigi gruplar arasi
kiyaslamada istatistiksel acgidan &énemli bir fark
bulunmazken, GSH dlzeyi ise CCls, CCls+P.aurivella
(100 mg/kg) ve CCls+P.aurivella (500 mg/kg) gruplarda
Kontrol grubuna gére 6nemli azalma gdsterdi.

P.aurivella liyofilize ekstrenin antioksidan

enzim aktivitelerine etkisi

Tablo 1’de goérildiga gibi GST, GR, GPX, CAT ve
SOD enzim aktivitelerine bakildi. Bu parametrelerden
GPx aktivitesi CCls grubunda hem Kontrol hem de
CCls+P.aurivella (100 ve 500 mg/kg) gruplarina gore
Onemli azalma gobsterdi. Diger antioksidan enzim
aktivitelerinde ise belirlenen gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli degisiklik gbzlenmedi.

P.aurivella liyofilize ekstrenin eritrosit

frajilitesine etkisi

Sekil 2'de goéruldigu gibi eritrosit membraninin
NaCl'un farkli konsantrasyonlarondaki hemoliz olma
durumunu géstermektedir. Hemoliz olayinin % 0.6 NaCl
konsantrasyonundan baslayarak % 0.1 NaCl ise hemoliz
olayinin % 100’e yakin gergeklestigini gdstermektedir.
Ozellikle % 0.6 konsantrasyonundaki hemoliz olayinda
CClsve CClsa+P.aurivella (100 ve 500 mg/kg) gruplarinin
Kontrol grubuna gbére Onemli artis gdsterdigi
gorulmektedir.

P.aurivella liyofilize ekstrenin hematolojik

parametrelere etkisi

Tablo 2’de gorilduga gibi, CCls grubunda
hematolojik parametrelerden RBC, HGB ve HCT
dizeyleri Kontrol grubuna gére dnemli disls gdsterdi.
Ayrica, HCT parametre %’si CCls+P.aurivella (100
mg/kg) grubu Kontrol grubuna ve CCls+P.aurivella (500
mg/kg) grubuna gbére onemli dusus goOsterdi. MCV
parametresi ise CCls grubunda hem Kontrol hem de
CClst+P.aurivella (100 ve 500 mg/kg) gruplarina gore
onemli artig gosterdi. Diger yandan, Kontrol grubu RDW
(%) ve RDW-SD (fL), degerleri tim gruplara gére énemli
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disus gosterirken, Kontrol grubu WBC ve PLT degerleri ise CCls+P.aurivella (100 ve 500 mg/kg) gruplarda
tim gruplara goére o6nemli artis gosterdi. Trombosit Kontrol grubuna gére énemli artig gosterdi.
parametrelerinden PCT hem CCls hem de

CClat+P.aurivella (100 mg/kg) grubunda Kontrol grubuna

gobre 6nemli disus gosterdi. Diger yandan PDW degeri

15 -
BMDA (nmolL/g) BGSH (mg/mL)

Eritrosit

10

MDA doku (nmol/g), GSH doku (mg/mL)

Kontrol CCl4a CCl4+P.aurivella CCl4+P.aurivella
(100 mg/kg) (500 mg/kg)

Sekil 1. CCl4 ile oksidatif stres olusturulan siganlarda P.aurivella mantar ekstresinin eritrosit MDA ve GSH diizeyine etkisi
Onem derecesi biitiin testler icin (p < 0.05) olarak kabul edildi.

a:Kontrol grubuna gére farkli (p < 0.05).

CCla:karbon tetraklorirr, P.aurivella: Pholiota aurivella, GSH: redikte glutatyon, MDA: malondialdehit

Tablo 1. CCls ile oksidatif stres olusturulan Rat’larda P.aurivella liyofilize ekstrenin eritrosit antioksidan enzim aktivitelerine etkisi

Enzimler Kontrol ccl CCl4+P. aurivella CCl4+P. aurivella
N (100 mg/kg) (500 mg/kg)

GST U/ml 0.85+0.19 0.69+0.21 0.88+0.17 0.88%0.05

GR U/ml 0.75%0.20 0.52+0.14 0.70+0.16 0.73+0.17

CAT U/ml 092.74+249.62 801.94+190.58 843.61+209.00 854.17+73.25

GPx U/ml 753.79+95.85 286.21+74.002 505.60+116.31ab 508.53+104.91ab

SOD U/ml 2024.06+115.09 2042.85+95.41 1998.68+109.39 2100.24+83.05

Onem derecesi biitiin testler icin (p < 0.05) olarak kabul edildi.

aKontrol grubuna gore farkli (p < 0.05)

bCCls grubuna gére farkl (p < 0.05)

¢CCla+P.aurivella (100 mg/kg, ekstre) grubu CCla+ P.aurivella (500 mg/kg, ekstre) grubuna gore farkli (p < 0.05)

CCla:karbon tetrakloriir, P.aurivella: Pholiota aurivella, GST: glutatyon S-transferaz, GR: glutatyon rediktaz, CAT: katalaz, GPx:
glutatyon peroksidaz, SOD: siiperoksid dismutaz

62



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Nisan(2018)9(1)58-66

120,00
—o—Kontrol
— 100,00
B Ty
— . cCl4

= 80,00 e ——
: \
S 00,00 \ CCl4+P.aurivella
= 100mg/k
= 2000 ~ ( a/kg)
P \v . CCl4+P.aurivella

20,00 ‘i'\ (500mg/kg)

0,00 — @
%0.1 %0.2 %03 %0.4 %05 %0.6 %0.7 %0.8 %0.9

% NaCl

Sekil 2. CCl4 ile oksidatif stres olusturulan siganlarda P.aurivella mantar ekstresinin eritrosit frajilitesine etkisi.
Onem derecesi biitiin testler icin (p < 0.05) olarak kabul edildi.

*:Ayni konsantrasyon noktadaki ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

CCla:karbon tetraklorir, P.aurivella: Pholiota aurivella, % NaCl: ylizde sodyum klortr

Tablo 2. CCls ile oksidatif stres olusturulan Rat’larda P.aurivella liyofilize ekstrenin hematolojik parametrelere etkisi
Hematolojik CCls+P.aurivella CCls+P.aurivella

parametreler Kontrol CCly (100 mg/kq) (500 mg/kq)
RBC (x108/uL) 8.13+0.43 7.16+0.652 7.83+0.70 7.75+0.27
HGB (g/dL) 14.78+0.52 12.94+1.762 13.78+0.94 14.88+0.39
HCT (%) 45.72+1.56 40.80+3.482 41.48+1.892 44.88+1.62¢
MCV (fL) 55.14+3.01 63.40+7.612 53.06+2.54b 52.05+0.79°b
MCH (pg) 18.20+0.82 19.20+1.71 17.06+0.66 17.73+0.85
MCHC (g/dL) 32.82+0.91 30.98+2.08 33.18+0.96 33.08+0.60
RDW (%) 12.36+0.69 18.06+3.632 17.50£3.652 15.98+0.222
RDW-SD (fL) 26.96+1.69 40.18+6.252 35.36+7.022 32.38+0.372
WBC (x10°%/uL) 4.44+0.89 2.92+0.322 2.18+0.722 2.28+0.832
PLT (x103/uL) 975.20+63.08 758.40+68.652 768.60+44.832 825.50+52.142
PCT(%) 0.59+0.06 0.48+0.042 0.47+0.032 0.53+0.06
PDW (fL) 16.08+0.26 16.86+0.87 16.84+0.442 16.50+0.222

Onem derecesi biitiin testler icin (p < 0.05) olarak kabul edildi.
a:Kontrol grubuna gore farkl (p < 0.05).
b:CCl4 grubuna gére farkli (p < 0.05).
¢:CCl4+P.aurivella (100 mg/kg, ekstre) grubu CCls+ P.aurivella (500 mg/kg, ekstre) grubuna gore farkli (p < 0.05).

CCla:karbon tetraklorir, P.aurivella: Pholiota aurivella, RBC: eritrosit, HGB: hemoglobin, HCT: hematokrit, MCV: ortalama

eritrosit hacmi, MCH: eritrositteki ortalama hemoglobin miktari, MCHC: eritrositteki ortalama hemoglobin konsantrasyonu, RDW:
eritrosit dagilim genisligi, WBC: beyaz kan hiicresi, PLT: trombosit sayisi, PCT: trombositcrit, PDW: trombosit dagilim genisligi.

63



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2018)9(1)58-66

Tartisma

Oksidatif stres, pek c¢ok hastaligin gelisimine
onculik eden, kronik hastalik riskini artiran, yaslanma
sureclerinde dnemli rol oynayan, dlimcul sonuglari olan
endojen ve eksojen kaynakl olarak meydana gelebilen
karmasik olaylar dizisidir. Oksidatif stres yapici
olumsuzluklardan kaginmak igin vicudun antioksidan
savunma sisteminin gig¢li  olmasi gerekmektedir.
Mantarlar tiamin, riboflavin, askorbik asit, ergosterol ve
niasin gibi vitaminler, esansiyel amino asitler, gesitli
proteinler, yaglar, glikozitler, ugucu yaglar, tokoferoller,
fenolik bilesikler, flavonoidler, karotenoidler, folatlar,
organik asitlerler bakimindan etkili antioksidan bilesikler
icerirler (Patel ve Goyal, 2012). Mantarlar antioksidanca
zengin besinler olmalarinin yani sira Lentinula,
Ganoderma, Lactarius, Pleurotus, Auricularia, Ramaria,
Agrocybe, Volvopluteus, Bovista, Tricholoma ve
Hericium gibi mantar cinslerinin 6nemli biyolojik
aktiviteye sahip olduklari ve tip alaninda kanser
tedavilerinde yararlanildigi rapor edilmistir (Alkan ve
ark., 2017).

Bu calismada, kayitlara hem yenilebilir hem de
yenilmez olarak gecen P.aurivella mantarindan elde
edilen liyofilize ekstrenin CCls ile oksidatif stres
olusturulan siganlara verilerek cesitli kan
parametrelerine  etkisi  arastinimistir.  P.aurivella
ekstresinin  in  vivo olarak eritrositlerdeki cesitli
antioksidatif parametrelere, lipid peroksidasyonuna,
eritrosit frajilitesine ve ¢esitli hematolojik parametrelerine
etkisi ilk defa bu calismada incelenmistir. Sekil 1’de
goruldaga gibi kullanilan P.aurivella ekstraktinin lipid
peroksidasyonunu engellemedigi tam aksine CClsun
olumsuz etkileri gibi GSH dizeyinde énemli disltse
neden oldugu goérilmektedir. Bu bulgular bize P.aurivella
ekstresinin rat modelellerinde eritrosit hlicre membranini
koruma potansiyelinin olmadigini ve vicutta 6nemli
savunma gorevi goren antioksidan enzimlerden GSH
diizeyinde diislise neden olmasi sebebiyle toksik etkili
olabilme ihtimalini kuvvetlendirmektedir. Bu mantar ile
ilgili  yapillan in vivo c¢alismalarin bulgularina
rastlanilmadigindan karsilagtirma  yapilamamistir.
Ancak, Pleurotus ostreatus, Volvariella volvacea,
Flammulina velutipes, Lactarius necator, Agaricus
bisporus, Lyophyllum shimeji, Pleurocybella porrigens ve
A. aegerita gibi c¢esitli mantarlarin  in  vivo
calismalarindaki bulgular bu mantarlarin ¢esitli toksik
etkilere sahip olmalari ile bizim ¢alismamiza benzerlik

gOstermektedir (Jin ve ark., 2014). Yapilan bir diger
calismada, CCl4 ile oksidatif stres olusturulan sicanlarda
CCls grubunda MDA igeriginin 6nemli artis, GSH
dizeyinin ise 6nemli diusls gosterdigi ve tedavi amagli
kullanilan CCls+silymarin ve CCls+Macrocybe gigantea
etanolik ekstratinin uygulandigi rat gruplarinda ise bu
parametrelerde tam tersi etki goéruldigu, bu nedenle
silymarin ve mantarin koruyucu etki gosterdigi
belirtiimigtir (Acharya ve ark., 2012). Tablo 1' de
gorulduagu gibi galismada GST, GR, CAT, GPx ve SOD
gibi antioksidan enzim aktivitelerine bakildi. CCla
toksisitesine karsi mantarin kullanilan gruplarda GPx
enzim aktivitesinde artisa neden oldugu goruldi. GPx,
H20: varliginda indirgenmis glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) oksitlenmesini ve oksitlenen
GSSG’nin glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla tekrar
GSH’a  donlstirdlmesini sagladigi  igin ~ GPx
aktivitesindeki bu artisa sebep olmus olabilir. Ayrica,
mantarlarla ilgili yapilan cesitli ¢calismalarda CCls'un
cesitli karaciger harabiyet parametrelerinde (AST ve ALT
gibi) ve lipid peroksidasyon dizeyinde artiga neden
oldugu ancak koruyucu amagch kullanilan mantarlarin
antikosidan savunma enzim seviyelerindeki artisla
beraber bu olusan hasari baskiladigi rapor edilmistir
(Anand ve ark., 1996; Jayakumar ve ark., 2006).
Calismamizda kullanmis oldugumuz P.aurivella liyofilize
ekstresi ise eritrosit MDA igerigini CCls grubuna gore
distremedigi ve GPx enzimi disinda gesitli antioksidan
savunma  sistemi  enzimlerinde  aktivite  artigi
gorulemediginden bu mantarin lipid peroksidasyonunu
engelleme ve antioksidan doku koruyucu etkisinin zayif
veya olmadigini géstermektedir.

Calismada bakilan bir diger 6nemli parametre
eritrositlerin parcalanmaksizin  su alabilme yetenedgi
anlamindaki eritrosit frajilitesidir. Eritrositlerin membran
esnekligi hidcre agregasyonunun belirlenmesinde
onemlidir.  Eritrosit  frajilitesi  genellikle  herediter
sferositoz, immun hemolitik anemiler, herediter
stomasitozis, hipokromik mikrositik anemiler ve
karaciger hastaliklarin tanisinda kullanilan 6énemli bir
testtir. Sekil 2’de gorildigu gibi, % 0.6 NaCl
konsantrasyonuna  birakilan  eritrositlerin  CCly,
CClg+P.aurivella (100 mg/kg) ve CCls+P.aurivella (500
mg/kg) gruplarindaki hemoliz durumu Kontrol grubuna
gére onemli artis gosterdigi ve eritrositlerdeki hemoliz
olayinin en fazla % 0.6 ve % 0.5 civarindaki NaCl
konsantrasyonlarinda oldugu tespit edilmigtir. Bu
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sonuglar antioksidan savunma sistemindeki
parametrelerle uyum gosteren bir durumdur. Oksidatif
stres plazma membranini dengesiz hale getirerek
gegcirgenligini arttirmasi, akigkanligini azaltabilmesi ve
membran stabilitesindeki azalma ile iligkili énemli bir
faktor olmasi (Paraiso ve ark., 2014) nedeniyle, eritrosit
farjilite testi endirekt antioksidan statintin
degerlendirmesi olarak ta tanimlanabilir. CCls’un
karaciger toksisite etkisi ile bilinen zehirli bir madde
olmasi, sitokrom P450 elektron tasima zincirindeki
NADPH ile genellikle triklorometil radikali (¢CCl3) ve
triklorometil peroksit radikalleri (CClsO2¢) olarak
disunllen maddelere karacigerde metabolize olmasi ve
bu maddelerin Oz ile hizli tepkimesi sonucu serbest
radikal Uretimini ve eritrosit osmotik frajilitesini artirdigi
belirlenmistir (Fujita, 1990; Ganie ve ark., 2011). Bu
veriler P.aurivella ekstresinin CCla kaynakli eritrositlerin
hemolizini engellemedigi goriimustur.

Eritrosit ve hemoglobin igerigi, memelilerin oksijen
alimindaki rolleri ve hayatta kalmasinin korunmasinda
onemli rol oynamaktadir. Tablo 2’de géruldigu gibi CCla
grubunda RBC, HGB, HCT, WBC, PLT ve PCT dizeyleri
Kontrol grubuna gére 6nemli disus gdsterirken MCV ve
RDWs degerleri ise artis gosterdi. Daha 6nce siganlar
Uzerinde yapilan bir ¢calismada, CCls'un RBC ve HGB
diizeyinde diismeye neden oldugu bildirilmistir (Elshater
ve ark., 2013). Bir bagka g¢alismada, CCl4'un WBC, RBC,
HGB ve PLT diizeyinde Kontrol grubuna goére énemli
dusUs gosterdigi rapor edilmistir (Rahmouni ve ark.,
2017). Bulgularimiz bu c¢alisma verileriyle uyumludur.
Calismamizin bagka parametrelerinde de bazi 6nemli
degisikliklerin bulunmus olmasiI calismadaki deney
suresi ile iligkili olabilir. CClsun karaciger hasari ile
beraber olusan serbest radikaller kemik iligindeki
eritropoetik ve trombopoietik aktiviteleri engellenmesi
sonucu RBC, PLT ve diger hiicre Uretiminin
baskilanmasina sebep olabilecegi bildirilmistir (Moritz ve

Kaynaklar

Pankow, 1988). CCl4 ile beraber kullanilan frakli dozdaki
P.aurivella ekstrenin  MCV, RDW-SD ve HCT
parametrelerinde 6nemli etki gosterdigi bulunmustur. Bu
etkiler kesin olmamakla beraber anemi, B12 vitamin
eksikligi, eritrosit  frajilitesindeki  hassaslik ve
hematopoetik surecindeki kotu eritrositlerin olusumuna
bagh olabilir. Kullanilan mantar ekstrenin CCls hasarina
karsi cesitli hematolojik parametreler Uzerinde godzle
goruldr degisikliklere sebep olmasi, ileriki calismalarda
P.aurivella mantarinin hematolojik parametrelerle olan
mekanizmasinin ayrintili  ¢alisiimasi klinik anlamda
Onemli katkilar sunabilir.

Sonug olarak, CCls ile oksidatif stres olugturulan
sicanlarda P.aurivella mantar ekstresinin antioksidan
savunma sistemi enzimlerinden GSH diizeyinde dislse,
GPx aktivitesinde artmaya neden oldugu goérilmustar.
Bu iki parametre dongu icinde birbiriyle iligkili olan
parametreler oldugundan bir parametredeki aksaklik
diger bir parametre dizeyini etkileyebilmenin sonucu
olabilir. Ayrica, kullanilan mantar ekstresinin her iki
dozunun CCls gibi eritrosit hemolizini artirdiyi ve
hematolojik  parametreler  Uzerinde ise  gesitli
dalgalanmalara neden oldugu belirlenmistir. Bu
c¢alismadan elde edilen bulgulara dayanilarak P.aurivella
mantarinin toksik etkilerinin olabilecegi, insanlarin bu
mantari tiketiminden kaginmasi gerektigi; ancak gesitli
hematolojik hastaliklar ve kanser c¢alismalarinda bu
mantarin etkilerinin ortaya konulmasinin énemli olacagi
sonucuna variimistir.
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Oz: Flukonazol, klinikte sik kullanilan triazollerdendir. Diger azoller gibi, aromatik halkalar
iceren bir bilesiktir. Flukonazol Candida albicans, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr, C.
parapsilosis, C. lusitaniae ve C. tropicalis'e etkilidir. C. krusei flukonazole dogal direncli olup C.
glabrata'nin birgok susu da direngli veya az duyarldir. Flukonazol, etkisini mantar htcre
membraninin énemli bir pargasi olan fungal sterol ergosteroliin sentezini engelleyerek
gergeklestirir. Flukonazole direng gelismesi nadir bir olaydir; ancak gergeklestiginde ¢ogunlukla
tim azollere ¢apraz direnc¢ seklindedir. Flukonazol ile tedavi basarisini 6ngérmede flukonazol
konsantrasyonu - zaman egrisinde maksimum ila¢g konsantrasyonunun (Cmax), egri altinda kalan
alanin ve minimum inhibitdr konsantrasyon Gzerindeki serum ilag konsantrasyonuna ulasmak igin
gerekli strenin (Ttwu) minimum inhibitér konsantrasyon degerine oranlarinin degerlendirilmesi
Onerilmektedir. Flukonazol, oral yolla veya intravendz infizyon seklinde verilir. Tamamina yakini
(%=90) mide-bagirsak yolundan emildidi igin, flukonazoliin oral ve intravendz farmakokinetigi
benzerdir. Flukonazol, beyin-omurilik sivisi da dahil olmak Uzere sute ve butin vicut sivilarina
gecer. Baslica endikasyonlari blastomikozis, kandidemi ile yaygin kandida enfeksiyonlari, ylksek
riskli hastalarda kandidiyaz profilaksisi, koksidiyoidomikozis ve kriptokokozistir. Klinik kullanimda
anidulafungin, kaspofungin, amfoterisin B ve flusitozinle birlikte kullaniimasinin olumlu
etkilesimlerle sonuglanabilecegi disinilmektedir. Hepatik CYP2C9 veya CYP3A4 izoenzimlerin
substrati olarak islev géren ve QT aralidini uzatan diger ilaglarla birlikte kullanimi, yakin izlem
gerektirir. Gebeliklerinin ilk trimesterinde yliksek dozda flukonazol alan kadinlarin bebeklerinde
konjenital bir anomali sendromuna neden olabilse de yan etkileri nadirdir.

Anahtar kelimeler: Flukonazol, Kandida, Antifungal ajanlar
Fluconazole

Abstract: Fluconazole is one of the most commonly-used triazoles in clinic. Like other
azoles, it is a compound composed of aromatic rings. Fluconazole is effective against Candida
albicans, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr, C. parapsilosis, C. lusitaniae, and C.
tropicalis. C. krusei is naturally resistant to fluconazole and many strains of C. glabrata are either
resistant or less sensitive. Fluconazole exerts its antifungal effects by inhibiting the synthesis of
ergosterol, which is an integral part of the fungal cell membrane. Development of resistance is
rare, but when occurs, it is in the form of cross-resistance to all azoles. In order to predict the
therapeutic effectiveness of fluconazole in an individual case; the ratios of the maximum drug
concentration (Cmax) on fluconazole concentration — time curve, the area under the curve, and the
time needed to reach the serum drug concentration above minimum inhibitory concentration (Ttau)
to the minimum inhibitory concentration should be taken into account. Fluconazole may be
administered via oral or intravenous route. Oral and intravenous pharmacokinetics of fluconazole
are similar since the drug is absorbed almost completely (=%90) from the gastrointestinal system.
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Fluconazole penetrates into all body fluids, including cerebrospinal fluid and human milk. Main
indications include blastomycosis, candidemia, systemic candida infections, candidiasis
prophylaxis in high-risk patients, coccidioidomycosis, and cryptococcosis. In clinical usage, it is
thought that fluconazole will interact favorably with anidulafungin, caspofungin, amphotericin B,
or flucytosine in either simultaneous or sequential usage. Concomitant administration with other
drugs which act as hepatic CYP2C9 or CYP3A4 isoenzyme substrates or prolong the QT interval
requires close monitoring. Although fluconazole may cause a congenital anomaly syndrome in
infants born to women who have received the drug in high-doses in the first trimestre, its side

effects are rare.

Key words: Fluconazole, Candida, Antifungal Agents

Girig

Azol grubu antifungaller, imidazoller ve ftriazoller
olmak Uzere iki sinifa ayrilir. Bu ilaglar, her ne kadar etki
dizenegi ve etkinlik spektrumu agisindan benzer olsa da,
farmakokinetikleri ve terapdtik kullanimlari agisindan
birbirinden ¢ok farklidir. Genellikle cilt enfeksiyonlari igin
kullanilan imidazollerin aksine triazoller, hem dermatolojik
hem sistemik enfeksiyonlarin  profilaksisinde ve
tedavisinde kullanilir. Sik kullanilan triazoller arasinda
flukonazol, itrakonazol, posakonazol ve vorikonazoll
saymak mumkindir (Kisgen, 2015). Flukonazolin
ketokonazol gibi erken dénem azollerinden baslica farki,
imidazol yerine triazol halkasi icermesidir (Owens ve ark.,
2010).

Bulgular Ve Tartigsma

Tarihge

Antifungal ilaglarin gelisimi, antibakteriyel ve
antiparaziter ilaglarinkinin gerisinde kalmistir; yine de
artik uzak gegmis olarak baktigimiz 1903 yilinda bile
potasyum iyodur gibi bilesiklerin sporotrikoz tedavisinde
kullanildigi bilinmektedir.

Antifungal etkinlik goOsteren maddelerin
kesfedilmesi, 1930'larda grizeofulvinle basladi.
Grizeofulvini bes yil sonra azol bilesikleri (6rn.
benzimidazol) izledi; ancak bu bilesiklerin (6rn.
grizeofulvin, klorimidazol) klinik kullanima girmeleri
1950'lerin ikinci yarisina kadar pek mimkin olmadi.

Benzimidazol, antifungal etkisi gdsterilen ilk azol
olarak 1944'te mikoloji tarihine gegcti. Tibbi dnemi olan ilk
azoller klotrimazol ve mikonazoldl; ancak toksisiteleri ve
yalnizca parenteral yolla uygulanabilmeleri, kullanimlarini
kisithyordu.

Klorimidazol, 1958'de dermatofit enfeksiyonlarinda
topikal preparat olarak piyasaya sunuldu. Klorimidazol,

O6zel olarak gelistirilip pazarlanan ilk azol tlrevi
antifungaldi. Azollerin ylksek tedavi edici potansiyellerini
fark edip bu antifungal grubu Gzerinde duran ilk sirketler
Janssen Pharmaceutica ve Bayer AG oldu. Daha sonra
Merck, Sharp & Dohme’nin 1961'de piyasaya sirdigu
genis spektrumlu antihelmentik tiabendazol, Aspergillus'a
ve dermatofitlere etkinliginin gosteriimesine karsin
mayalara kars! etkisiz bulundu ve antifungal olarak fazla
arastirmaya konu olmadi. Klotrimazol ve mikonazol,
1969'da, kot biyoyararlanimlari ve yuksek ilk gecis
metabolizmalari nedeniyle vyalnizca topikal olarak
kullanim alani buldu. Mikonazol, parenteral yolla sistemik
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek kadar disik
toksisitesi olan ilk azoldi. Klotrimazol, deney
hayvanlarinda ve insanda yeterince etkili ve emniyetli bir
kullanim umudu veren ilk oral azoldli; ama karaciger
mikrozomal enzimlerini indiklemesi ve bdylece
metabolizmasinin hizlanmasi sorunu yizinden kullanimi
sinirh kaldi. Janssen Pharmaceutica tarafindan
geligtirilen mebendazollin genis antihelmentik
ozelliklerinin yani sira antifungal etkinligi de kesfedildi.
1970'ler ve '80'lerde malignite, organ nakli, insan
bagisiklik yetmezligi virisu (“HIV") enfeksiyonu ve yaygin
olarak kullanilmaya baslayan antibakteriyel ilaglarla iligkili
mantar enfeksiyonlarinin  inanilmaz  bir  yukselis
gOstermesi sonucunda etkili, emniyetli ve gesitli yollarla
uygulanabilen birgok antifungal ilag gelistirildi.
Ketokonazol, 1977'de, ilk onayl oral antifungal
olma Gnvaniyla kullanima girdi. Oral biyoyararlaniminin
yuksekligi, etkinlik spektrumunun genigligi ve yan
etkilerinin  dUsUkliglu bakimindan diger azollerden;
kullanim kolayhdi ve toksisite azligi bakimindan
amfoterisin B'den Ustlindi. Ketokonazol ve amfoterisin
B'nin uzun yillar sistemik mikozlarin tedavisinde ilk
secenek olarak yerlerini korumalarina kargin antifungal
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dinyasinda yan etkiler ve ila¢ etkilesimleri birer sorun
olmaya devam ediyordu.

1970'lerin sonu — '80'lerin basinda Pfizer Ltd
flukonazolli, Janssen Pharmaceutica ise itrakonazoli
gelistirdi. Bu iki antifungal genis etki spektrumlari, disik
toksisiteleri ve yiiksek biyoyararlanimlari ile tedavide
onemli bir yer edindi (Ridgway ve Clark, 2013).

Kimyasal yapi

Flukonazol diger azoller gibi, en az bir adet besg
dyeli halka ile karbon-azot baglariyla bagl ve aromatik
Ozellik gbsteren bagka halkalar iceren bir bilesiktir. Bes
dyeli halkalardan her birinde imidazollerde iki, triazollerde
U¢ azot atomu vardir. ilacin kimyasal formili
CisH12F2NeO  geklindedir (Owens ve ark., 2010).
Flukonazoliin kimyasal adi “a-(2,4-Diflorofenil)-a-(1H-
1,2,4-triazol-1-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-1-etanol dir
(American Society of Health System Pharmacists, Inc.
2011).

Etki spektrumu

Flukonazol Candida albicans, C. dubliniensis, C.
guilliermondii, C. kefyr, C. parapsilosis, C. lusitaniae ve C.
tropicalis’e etkilidir. C. krusei flukonazole dogal direngli
olup C. glabrata'nin birgok susu da direncgli veya az
duyarlidir. Daha énce C. haemulonii olarak bilinen C.
auris ise azollere, ekinokandinlere, polienlere veya her ¢
grup antifungale 6nemli oranlarda direnglidir (Centers for
Disease Control and Prevention, 2016). Yeni bir glikan
sentez inhibitdri olan SCY-078, bu mantarla meydana
gelen enfeksiyonlarin tedavisinde umut vaat etmektedir
(Larkin ve ark., 2017).

Flukonazol, kandida disi mantarlardan
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, C.
posadasii, -bazi suslari direngli olmak Uzere-
Cryptococcus neoformans ve Histoplasma capsulatum'a
da etkili olup Aspergillus'a, Malassezia pachydermatis'e
ve Scopulariopsis tirlerine etkisizdir (American Society of
Health System Pharmacists, Inc., 2011).

Etki diizenegi

Antifungaller etki diizeneklerine gore hiicre duvari
veya membranina etkililer, hicre icinde etkililer ve
digerleri olarak Ug¢ grupta incelenir. Hicre duvari veya
membranina etkili antifungaller ergosterol inhibitorleri ve
B-glukan sentaz inhibitdrleri olarak ikiye ayrilir. Ergosterol
inhibitérleri de kendi iginde azoller, polienler, skalen
monooksijenaz inhibitrleri ve diderleri olarak doérde
ayrilir. Azoller imidazoller (klotrimazol, ketokonazol,

mikonazol, tiyokonazol vd.), triazoller (flukonazol,
itrakonazol, posakonazol, vorikonazol vd.) ve tiyazoller
(abafungin) olmak Uzere baslica G¢ gruptur (Owens ve
ark., 2010).

Flukonazol, etkisini mantar hicre membraninin
Onemli bir pargasi olan fungal sterol ergosterolin
sentezini engelleyerek gergeklestirir. Ergosterol eksikligi
membran yapisini bozar, membrani daha gecirgen hale
getirir, kitin sentezi ve besin tasinmasinda anormalliklere
yol acar. Sonugta mantarin ¢odalmasi ve buylumesi
onlenmis olur (Post, 2017).

Etki dizenegdi tam olarak soyle islemektedir:

Flukonazollin bes Uyeli halkasindaki azot atomuyla
mantarin P-450 enzimi lanosterol C-14 metilazinin hem
kismi arasinda bir kompleks meydana gelir. Bu kompleks,
lanosterollin ergosterole dénidsimuandeki kritik
demetilasyon (lanosteroliin karbon 14 konumundaki a-
metil grubunun koparilmasi) basamaginin
gerceklesmesine engel olur (American Society of Health
System Pharmacists, Inc., 2011; Post, 2017).

Flukonazolliin hedefi olan P-450 enzimi, insan ve
diger memelilerde de vardir ve lanosterolden kolesterol
yapimi icin gereklidir. Flukonazol ve diger azoller,
imidazollere gore insan organizmasina daha az toksiktir
ve daha az ilag¢ etkilesimine neden olur. Bunun nedeni,
flukonazoliin ve diger triazollerin mantar sitokrom P-
450'sine insaninkinden daha buyuk bir kuvvet ve daha
yuksek bir 6zgullikle baglanmasidir. Flukonazol ve diger
triazoller, oral biyoyararlanim ve serum yarilanma émri
bakimindan da imidazollerin c¢oguna godre daha
avantajhdir.

Azollerin fungistatik olmalari, etki gdsterebilmeleri
icin saglam bir konak bagdisikligi gerekliligine isaret eder
(Kisgen, 2015).

Direng

Azol direnci, giinimuzde giderek daha buyuk bir
sorun halini almaktadir. Ozellikle "HIV" pozitif veya kemik
iligi nakli gegirmis hastalarda bu sorun daha belirgindir.
En o6nemli iki diren¢g dlzenedi, C-14 a-demetilaz
genindeki daha az azol baglanmasina yol agan
mutasyonlar ve azolli hicre disina pompalayan efliks
pompasidir (Kisgen, 2015).

Flukonazole direng gelismesi nadir bir olaydir;
ancak gergeklestiginde ¢ogunlukla tim azollere ¢apraz
direng seklindedir. Flukonazolin in vitro etki duzeyi, diger
azollerde oldugu gibi, in vivo etkisiyle paralellik
gOstermeyebilir. Bunun nedeni flukonazolin ve diger
azollerin in vitro ortam pH'sina, besiyerinin icerigine,

69



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Nisan(2018)9(1)67-75

mantarin spor, maya veya micel déneminde olmasina,
inklbasyon suresine, inokulum buyikluglne ve kalsiyum
ile diger katyonlarin kulturdeki derisimine c¢ok duyarl
olmasidir. Bundan  dolayi minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) ve diger in vitro duyarlilik testleri,
azollere klinik yanitin bir gostergesi degildir (American
Society of Health System Pharmacists, Inc., 2011).

Direng sorununda in vitro test sonuglarinin

klinik yanit ile iligkisi

Flukonazol direncinin gelismesinde risk faktorleri
olarak konagin bagisiklik sisteminin baskilanmigs olmasi,
biyofilm olusumu, antifungal profilaksi, tekrarlayan fungal
enfeksiyon ve tekrarlayan antifungal tedavi sayilabilir.
Flukonazole karsi C. krusei ve C. glabrata izolatlarinda
dogal direng; C. albicans, C. dubliniensis, C. norvegensis,
C. inconspicua, C. tropicalis, H. capsulatum ve
Aspergillus izolatlarinda ise sekonder direng gorulebilir
(Martinez ve ark., 2002; Pfaller ve ark., 2004). Otuz bir
Ulkeden arastirmacilarin katildigi ve 1 846 susta yapilan
bir slrveyans c¢alismasinda, flukonazol direnci C.
glabrata'da %11,6, C. tropicalis'te ise %11,9 olarak
saptanmisgtir (Castanheira ve ark., 2016); ayrica son
dénemde 6zellikle Hindistan ve Japonya’'da yogun bakim
Uniteleri ve pediatrik kandidemi hastalarindan izole edilen
102 C. auris izolatinin timiinde yiiksek flukonazol MiK
degerleri (MiKso = 64 ug/mL) ve goklu antifungal direnc
g6zlenmistir (Kathuria ve ark., 2015).

Duyarlihgin degisme nedeni, ilacin, aktif transport
yardimli proteinler tarafindan hiicre disina atiliminin
artmasidir. Diger olasi duzenekler sterol yapisinda
degisiklik nedeniyle membran gegirginliginin azalmasi ve
sonugta ilacin disik dizeyde tutulmasi, hedef enzim 14-
dimetilaz sitokrom P-450'de mutasyon ve sonucta
azollere baglanmada azalma ve ERG geni CYP 51 veya
11 ile hedef enzimin fazla tretimidir (Van den Bossche ve
ark., 1994).

Ayrica AFR1 geninin sadece direngte degil, etkenin
makrofaj icindeki virllansinda da rol oynadig
gOsterilmistir (Sanguinetti ve ark., 2006).

Antifungal duyarlihk testlerinin  uygulanmasi
direncin 6nceden saptanmasinda, ilacin aktivitesinin
olciminde ve antifungal tedavi segiminde 6nemlidir
(Tortorano ve ark., 2014). Bu testler 6zellikle direncin
gOrulebildigi bir tir izole edildiginde (6rn. C. glabrata),
beklenmeyen bir klinik yanitsizlik oldugunda, tedaviye
bagl sekonder direng gelisimi riski nedeniyle izlem igin ve
her merkezde periyodik olarak epidemiyolojik veri elde
etmek amaciyla yapiimahdir (Lortholary ve ark., 2012).

Duyarllik testi olarak sivi mikrodilisyon testi kullanilir ve
bu testler Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitisi
(CLSI) veya Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Komitesi'nin (EUCAST) dokimanlari rehber alinarak
yapilir. Bu test sonucunda belirlenen MIK degeri, diisiik
oldugunda antifungalin klinik basarisini tahmin etmekten
¢ok, yuksek oldugunda (direng) klinik basarisizhigr tahmin
etmeye vyardimcidir. Fungal enfeksiyonlarda etken
flukonazole direngli bulunsa bile tedavide basari
saglanabilir. Kandida enfeksiyonlarinda flukonazol MiK
degeri >64 pug/mL (direng) ise enfeksiyonlarin %42’sinin
tedavi edilebildigi ve bu durumun enfeksiyonun yiizeyel
veya invaziv olmasina bagl olmadigdi belirtiimistir (Pfaller
ve ark., 2006). Metaanaliz sonuglarina gore flukonazole

direngli  izolatlarin  %48inde  duyarh  izolatlarin
ise %91'inde tedavi basarili bulunmustur (Rex ve Pfaller,
2002).

Direncin dnceden saptanabilmesi igin, izole edilen
tire, duyarlihk yontemine ve inkubasyon siresine 6zgu
klinik diren¢c sinir degerlerinin  dikkate alinmasi
onerilmektedir. Bu deger, epidemiyolojik “cut off” degeri
(ECD) olarak bilinmekte ve fenotipik olarak direng
gostermeyen sokak tipi (“wild type”) suslar arasinda
saptanan en yiiksek MiK degeri olarak tanimlanmaktadir.
Pfaller ve ark.'’nin bir calismasinda EUCAST ve CLSI
yontemleri arasinda %95 uyum saptanmis, her iki
yontemle de ECD’ler C. albicans igin 0,5-1 pg/mL, C.
parapsilosis ve C. tropicalis igin 2 ug/mL, C. glabrata igin
32 pg/mL ve C. krusei igin 64-128 pg/mL olarak
bulunmustur. Bu calismanin sonucunda flukonazolin
sinir degeri C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis
icin duyarli £2 pg/mL, doza bagh duyarh 4 pg/mL, direngli
28 pg/mL ve C. glabrata icin doza bagli duyarli <32
pg/mL, direngli 264 ug/mL olarak belirlenmistir (Pfaller ve
ark., 2010).

Farmakokinetik veya farmakodinamik
parametrelerin antifungaller igin degerlendirilmesi, bilim
adamlarinin yeni ilgi alanidir (Andes ve ark., 2003; Groll
ve ark.,, 2001). Flukonazol ile tedavi basarisini
ongormede flukonazol konsantrasyonu - zaman egrisinde
maksimum ilag konsantrasyonunun (Cmax), egri altinda
kalan alanin (EAA) ve MIK Uzerindeki serum ilag
konsantrasyonuna ulagmak igin gerekli stirenin (Tiau) MIK
degerine oranlarinin degerlendiriimesi dnerilmektedir (Pai
ve ark., 2007). Farmakodinamik sinir degerlerinin
belirlenmesi, klinik ve laboratuvar isbirliginin en 6énemli
amacidir (Groll ve Kolve, 2004). Son yillarda
klinisyenlerin  flukonazol kullanimina karar vermesi
konusunda farmakodinamik kriterlerin dikkate alinmasi
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giderek vyayginlasmaktadir (Clancy ve ark., 2005;
Rodriguez-Tudela ve ark., 2007).

Bundan bagka, flukonazol dozunun MIK degerine
orani, sadece MIK sinir degerini dikkate almaktan daha
dnemli olabilmektedir. ilacin dozunu artirdikga gériilen
etki miktarini belirlemek icin, flukonazol >200 mg/gin
dozunda tolere edilebildiginden ve kandidemilerin
cogunun etkeni azollere duyarli veya doza bagimli duyarli
suslar oldugundan, in vitro test sonuglari ¢ikana kadar
antifungalin yliksek dozdan kullanimi &nerilmektedir.
Rodriguez-Tudela ve ark., flukonazol ile tedavi edilen
kandidemi ve orofaringeal kandidiazis hastalarindaki
flukonazol dozu / MIK oranini  Kklinik yanit ile
karsilastirmiglardir. Buna gére, flukonazol dozu / MiK >50
oldugunda tedavi basarisinda artma, doz/MiK <50
oldugunda ise tam tersi durum saptanmistir (Rodriguez-
Tudela ve ark., 2007). Benzer olarak, Lee ve ark.'nin,
kandidemi calismasinda fraksiyonel doz / MiK >50 olan
hastalarin %79’unda (11/14) tedavi saglanmistir; doz/MiK
<50 oldugunda ise hastalarin %57’'sinde (4/7) tedavi
basarisiz olmustur (Lee ve ark., 2016). Baska bir
calismada, doz/MIK >75 ise tedavi basarisinin %90'In
Uzerinde oldugu saptanmistir (Cuesta ve ark., 2010).

Flukonazol yanitini 6ngérme belirteci olarak
EAA/MIK  oraninin  degerlendirildigi  calismalarda
EAA/MIK>25 ise tedavi hastalarin %91-99'unda basarili,
bu oran <25 ise %26-35'inde basarisiz olarak
bulunmustur (Pfaller ve ark., 2006; Rex ve ark., 2001).
Ortalama MIK degeri 64 kat artis gdsteren C. albicans
izolatlari ile yapilan in vivo calismalarda EAA/MIK
oraninin yaklasik olarak 25 bulunmasi, flukonazoliin
etkinligi seklinde yorumlanmistir (Andes ve ark., 2003;
Andes ve ark., 2004). Andes ve van Ogtrop, MK degerleri
500 katina kadar degisiklik gdsteren C. albicans
enfeksiyonlarinda EAA/MIK degeri 25 ise tedavinin
basarili oldugunu kanitlamiglardir (Andes ve van Ogtrop,
1999).

C. neoformans enfeksiyonlarinda, in vitro test
sonuglari ile klinik basariy! karsilastiran galisma sayisi
¢ok azdir. Bir calismada in vitro flukonazol direnci, tedavi
basarisizhi@i ile iligkili bulunmustur (Dannaoui ve ark.,
2006). Bunun nedeni, belki de CLSI belgelerinde C.
neoformans igin MIK sinir degerlerinin gok net
olmamasidir (Rex ve ark., 2001). Menichetti ve ark.'nin
calismasinda MIK <4 ug/mL ise beyin omurilik sivisindan
artik kriptokok izole edilemedidi, tersi durumda ise
kultirde izole edilebildigi belirtiimistir (Menichetti ve ark,
1996). Genellikle, C. neoformans izolatlari flukonazol,
vorikonazol ve posakonazole karsi disik MIK

gOstermektedir. Birkag calismada %11'e kadar varan
oranlarda flukonazol MiK'i >16 pg/mL bulunmustur
(Yildiran ve ark., 2002; Bii ve ark., 2006).

Sonug olarak, primer flukonazol direncinin
belirlenmesi igin tir tanimlanmasi énemlidir. Etkenin tiru
bilinmiyorsa en muhtemel etiyolojiyi ve ampirik tedaviyi
belilemede bdlgesel epidemiyoloji ve konak risk
faktdrlerinin bilinmesi anahtar noktalardir. Flukonazole
duyarliligin dnceden saptanmasi, tedavi bagsarisini
etkileyebilir. Duyarlihdin saptanmasinda CLSI veya
EUCAST gibi standart yontemler kullaniimali ve glincel
epidemiyolojik diren¢  sinir  degerleri  bilinmelidir.
Flukonazole direngli izolatlarla enfekte olan bazi hastalar
tedaviye yanit verebilir. Direngli oldugu sonradan
saptanan bir sugla enfekte ve tedaviye yaniti bulunan
hastalarda tedavi yaklasiminin nasil olmasi gerektigi net
degildir. Genel olarak, ¢ok yiiksek direncin saptandigi
durumlarda hastanin bagisiklik durumuna, enfeksiyonun
ciddiyetine ve tedavi yanit hizina gore alternatif tedaviye
gecilmesi dusUnulebilir.

Uygulanim sekli

Flukonazol, oral yolla veya intravendz (iV) infiizyon
seklinde verilir. Mide-bagirsak yolundan emilimi hizli ve
tama yakindir; bu nedenle oral kullanimin mimkin
olmadigi durumlarda IV yol tercih edilir; oral ve iV
dozajlari aynidir. Tedavinin ilk gini dozajin iki kati
miktarinda bir ylkleme dozu &nerilir. Yiyecekler, emilimi
etkiiemez (American Society of Health System
Pharmacists, Inc., 2011).

Farmakokinetik

Tamamina yakin bir kismi (%2=90) mide-bagirsak
yolundan emildigi igin, flukonazolin oral ve iV
farmakokinetigi  benzerdir. ilag, maksimum plazma
konsantrasyonlarina 1-2 saatte ulasir.  imidazol
tirevlerinin bazilarinin aksine, emilimi gastrik pH'den
etkilenmez; yani yemekle alindiginda maksimum plazma
konsantrasyonlarinda bir degisiklik olmaz.
Suspansiyonlariyla tabletleri biyoesdegerdir.

itrakonazol ve ketokonazol gibi bazi azollerin
aksine, flukonazol, beyin-omurilik sivisi da dahil olmak
Uzere slte ve butun vicut sivilarina gecger. Sitte plazma
konsantrasyonlarina ulasir (Force, 1995). Sicanlarda
plasentaya da gecer; insanlarda bu gecisin olup olmadigi
henilz bilinmemektedir.

itrakonazol, mikonazol ve ketokonazol gibi bazi
azollerin aksine, plazma proteinlerine g¢ok az oranda
(%11-12) baglanir. Baslica itrah yolu bdbreklerdir.
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ilacin  %60-80'i degismeden idrarla viicuttan atilr.
Hemodiyaliz ve periton diyaliziyle kandan uzaklastiriimasi
mumkuandur.

Yarilanma zamani yenidoganlarda ilk dozda 88
saattir, sonraki dozlarda bu slre azalir. Yarilanma
zamani, 9 ay - 13 yas arasinda 19,5-25, 5-15 yaslarinda
15,2-17,6 saattir. Karaciger islev bozuklugundan
etkilenmez.

Bobrek yetersizligi olanlarda plazma
konsantrasyonlari daha ylksek, yarilanma émri daha
uzundur. Cocuklarda bu konunun farmakokinetigi
calisiimamistir; bu nedenle erigkinler i¢in yapilan
dnerilere uyulmalidir: Uretici firma (Pfizer), ilaci bélinmis
dozlarda alan hastalar igin yUkleme dozundan sonra
kreatinin klirensi >50 mL/dakika olanlara gunlik
dozun %100'Gndn, kreatinin klirensi <50 mL/dakika
olanlara giinlik dozun %50'sinin verilmesini 6nermektedir
(American Society of Health System Pharmacists, Inc.,
2011). Tek doz tedavi alan hastalarda dozaj
modifikasyonu gerekli degildir.

ilaci boliinmiis dozlarda alan diyaliz hastalarina ise
her diyaliz déneminden sonra gunlik dozun %2100'U
verilir. Diyaliz yapilmadigi guinlerde dozlar, kreatinin
klirensi dikkate alinarak hesaplanir.

Saklama kosullan

Saklama sicakligi tabletler, sispansiyonlar ve cam
ampuller igin <30°C, plastik ambalajlar igin 5-25°C
olmalidir. Sispansiyonlar hazirlandiktan sonra 5-30°C'ta
tutulmali, iki hafta sonra atilmahdir.

Endikasyonlar

1. Blastomikozis: Flukonazol, blastomikoziste
IV amfoterisin B ve oral itrakonazole ikinci secenek olarak
kullanilabilir (Chapman ve ark., 2008).

2. Kandidemi ve yaygin kandida
enfeksiyonlari:  Notropenik  olmayan  hastalardaki
kandidemi ve invaziv kandidiyaziste, agir derecede hasta
olmayan ve flukonazole direngli kandidalarin etken
oldugundan stphelenilmeyen hastalarda kullanilabilir.
Osteoartikiiler enfeksiyonlarda IV ekinokandinlere bir
segenek olarak ilk tercih olabilir (Pappas ve ark, 2016;
Kimberlin ve ark., 2015).

3. Yuksek riskli  hastalarda  kandidiyaz
profilaksisi: Kemik iligi, kok hiicre ve organ nakli olanlar
ve invaziv kandida enfeksiyonu riskinin ylksek oldugu
baska hastalarda kullanilabilir. Amerika Enfeksiyon
Hastaliklari Dernegi ve Amerikan Pediyatri Akademisi
tarafindan ¢ok dusiuk dogum agirlikli yenidoganlarda da

kullanilabilecegi belirtiimistir (Pappas ve ark, 2016;
Kimberlin ve ark., 2015).

4, Orofarenks kandidiyazisi: Bagisiklig
baskilanmis hastalarda ilk tercih flukonazoldir (Pappas
ve ark., 2016).

5. Ozofagus kandidiyazisi: Bu endikasyonda
flukonazol ilk tercihtir (Pappas ve ark., 2016).

6. Vulvovajinal kandidiyazis: Komplikasyonlu
ve komplikasyonsuz sekillerinde flukonazol, endikedir
(Workowski ve ark., 2015). Amerikan Gida ve ilag Dairesi,
bu endikasyonla oral flukonazol kullanan gebelerde
disuklerin artmig olarak bildirildigi bir Danimarka
galismasina dayanarak glvenlik calismalari
tamamlanana kadar gebelerde oral flukonazollin dikkatle
recete edilmesini tavsiye etmistir (U. S. Food and Drug
Administration, 2016).

7. Koksidiyoidomikozis: Coccidioides immitis
veya C. posadasii'nin neden oldugu
koksidiyoidomikozlarin  tedavi ve  dnlenmesinde
flukonazol kullanilabilir (Galgiani ve ark., 2005).

8. Kriptokokozis: ~ Flukonazolin  kriptokok
menenijitinde kullaniimasi 6nerilmektedir (Perfect ve ark.,
2010).

9. Histoplazmozis: Flukonazol, ancak oral
tedavide ve itrakonazolden sonra segenek olabilecek bir
ilactir (Wheat ve ark., 2007).

10. Sporotrikozis: intravenéz amfoterisin B'nin
kullanilamadigi veya yetersiz kaldigi durumlarda
flukonazol, etkisinin disukligli nedeniyle, ancak diger
oral segenekler uygun degilse kullaniimalidir.
Osteoartikuler, pulmoner ve menengial sporotrikozda
kullanilmamalidir (Kauffman ve ark., 2007).

11. Dermatofitozlar: Hastada bagisiklik
yetersizligi veya komorbidite varsa, hastalik topikal
tedaviye yanit vermediyse, hastallk yayginsa veya
dermatofit folliklileri mevcutsa oral flukonazol kullanilabilir
(American Society of Health System Pharmacists, Inc.,
2011).

12. Onikomikozis: Oral flukonazol yerine
terbinafin veya itrakonazol, etkisi daha garantili bir se¢cim
olabilir (Arca ve ark., 2002).

13. Pitiriyazis (tinea) versikolor: Topikal tedaviye
yanit vermeyen, yaygin veya tekrarlayan enfeksiyonlarda
flukonazol topikal tedaviye ek olarak veya yalniz basina
kullanilabilir (American Society of Health System
Pharmacists, Inc., 2011).
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Diger antifungallerle birlikte kullanim

Flukonazolin bagka antifungallerle kullanimi
Uzerine arastirmalar sirmektedir:

Rosato ve arkadaslari, flukonazolin, bazi kandida
tirlerinde  anidulafunginle  birlikte  kullanildiginda
antimikotik efikasisinde artma saptamislardir (Rosato ve
ark., 2012). Kaspofungin-flukonazol kombinasyonu,
“time-kill” yontemiyle C. glabrata izolatlarina karsi %14
oraninda sinerjist etki gostermistir (Kiraz ve ark., 2010).
Flukonazolle flusitozinin, klinikk C. neoformans
izolatlarinin %77'sine karsi sinerjistik etkinligi vardir
(Schwarz ve ark., 2003). Amfoterisin B ile flukonazolin C.
neoformans izolatlarinin  %67’sine karsi aditif etki
g6sterdigi, aditif etkinin BALB/c farelerle yapilan deneyde
in vivo olarak da siOrdugu, sigcanlarda olusturulan
kritokokkozda amfoterisin B ile flukonazoliin ayni anda
veya birbirinin ardi sira kullanilmasi sirasinda ilaglarin
birbiriyle olumlu etkilesimler gdsterdigi saptanmistir
(Barchiesi ve ark., 2000). Amfoterisin B ile yliksek doz
flukonazolun birlikte kullanildigi bir sigan kriptokokkozu
modelinde kombinasyon tedavisinin monoterapiden daha
etkili oldugu sonucuna variimistir (Santos ve ark., 2017).

Kontrendikasyonlar ve birlikte kullanimda 6zel
dikkat gerektiren ilaglar (American Society of
Health System Pharmacists, Inc., 2011)

1. Flukonazol veya preparatin bilesimindeki bir
maddeye asiriduyarlidi olan hastalarda gerekli 6nlemler
alinmalidir.

2. Bitiin azoller gibi flukonazol de hepatik
CYP2C9 veya CYP3A4 izoenzimlerini gesitli oranlarda
inhibe eder. Bu izoenzimlerin substrati olarak iglev goéren,
diger bir deyigle bu enzimlerle metabolize olan ilaglari
(6rn. amfoterisin B, antiasitler, varfarin, karbamazepin,
fenitoin, rifampin, vorikonazol vd.) flukonazolle eszamanli
olarak kullanan hastalarda bu ilaglarin kan dizeyi ylkselir

Kaynaklar

ve toksisite tehlikesi bas gosterir (Kisgen, 2015).
3. Flukonazolin QT araligini uzatan diger
ilaclarla birlikte kullanimi da yakin izlem gerektirir.

Yan etkiler

¢ Hepatotoksisite: Ciddi bir karaciger tepkimesi
¢ok nadirdir. Transaminaz ylksekligi  gorulebilir;
derigsimler kendiliginden veya tedaviden sonra normale
doner.

¢ Diger gastrointestinal yan etkiler: Karin agrisi,
bulanti, kusma, ishal gérilebilir.

e Dermatolojik yan etkiler: Dokuntl ve kasinti,
O6limle  sonucglanan  Stevens-Johnson  sendromu
bildirilmistir.

o Fetal/neonatal morbidite: Flukonazol, agir
mantar enfeksiyonu nedeniyle gebeliklerinin ilk
trimesterinin blylk bir kisminda yiuksek dozda (400-800
mg/gun) flukonazol alan kadinlarin bebeklerinde
brakisefali, anormal yiz sekli, anormal kalvaryum
gelisimi, yarik damak, femur kivrilmasi, kaburgalarda
dizlesme, uzun kemik yapisi, artrogripozis ve dogumsal
kalp hastaliklari ile kendini gdsteren bir konjenital
sendroma neden olabilir. Bu durum, vulvovajinal
kandidiyazis icin oral tek doz (150 mg) flukonazol alan
gebelerde gorulmez.

o Asiniduyarhk tepkimeleri: Nadirdir. Diger
azollere karsi asinduyarhigi olanlarda capraz tepkime
gelisip gelismedigi konusunda kesin bir bilgi olmamakla
birlikte boyle durumlarda dikkatli olunmalidir.

o Kardiyovaskiiler yan etkiler: QT uzamasina,
“torsades de pointes’e neden olabilir.

¢ Merkezi sinir sistemine etkileri: Basdénmesine
ve ndbetlere yol agabilir.

Yan etkiler nedeniyle ilaci birakma orani %1,51-
5,76 olarak saptanmistir (Chang ve ark., 2007).
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Oz: Uriner sistem enfeksiyonlari gogunlukla bakteriler tarafindan olusturulmaktadir.
Bakteriler icinde de daha ¢ok Gram negatifler, ¢zellikle de Escherichia coli tirleri izole
edilmektedir. Bakterilerden sonra gelen mantar enfeksiyonlari iginde de siklikla Candida cinsine
ait tirlerin neden oldugu enfeksiyonlara rastlanmaktadir. Calismamizda on yillik periyotta (2006-
2016 vyillari arasinda) Yeditepe Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda idrar
orneklerinden izole edilen Candida kokenlerinin dagilimi belirlenmistir. Tanimlamada C. albicans
ayrimi icin germ tup testi yapilmis olup, Non-albicans Candida turleri icin ise API ID32C ve Vitec
2.0 (Biomerieux, Fransa) cihazlari kullanilarak tur tayinleri yapiimistir. Toplamda 249 adet
Candida uremesi goézlenmistir. En fazla izole edilen tir C. albicans (%54.2) olmustur. Bunu C.
tropicalis (%14.1), C. glabrata (%12.4), C. parapsilosis (%4.4) izlemistir. idrarda Candida tiirleri
sik goérulmemekle birlikte son yillarda bir artis gdézlenmektedir. Bazi érneklerin alimi sirasinda
meydana gelen kontaminasyon da g6z dnlnde bulundurularak hastanin klinigi ile kaltir sonucu
birlikte degerlendirilerek tedaviye baslanmalidir.

Anahtar kelimeler: Uriner Sistem, idrar, Kandida, Candidiasis

Retrospective Evaluation of Candida Species Isolated
From Urine in a University Hospital

Abstract:. Urinary system infections are mostly caused by bacteria. Gram negatives,
especially Escherichia coli species, are isolated among the bacteria. Fungal infections following
bacterial infections are also frequently infections caused by the genus belonging to the genus
Candida. In our study, the distribution of Candida genus were determined which were isolated
from urine specimens in the Yeditepe University Hospital Microbiology Laboratory for a period of
ten years (2006-2016). Germ tube test was done for the identification of C. albicans, and for
species of Non-albicans Candida species were determined using APl ID32C and Vitec 2.0
(Biomerieux, France) devices. 249 Candida species were observed in total. The most isolated
species was C. albicans (54.2%). This was followed by C. tropicalis (14.1%), C. glabrata (12.4%)
and C. parapsilosis (4.4%). Candida species are not common, but an increase is observed in
recent years. Considering the contamination of some samples during the intake, treatment should
be started by evaluating the culture result with the patient's clinic.

Key words: Urinary System, Urine, Candida, Candidiasis

Girig mikroorganizma C. albicans olmaktadir (Erdem ve Ark.,
Yatan hastalarda en sik gorulen enfeksiyon tipi olan 2012). Cryptococcus neoformans and Trichosporon asabhii
uriner sistem enfeksiyonlarinda, etken genellikle bakteriler gibi diger mayalar, Aspergillus tirleri ve Mucorales'e ait
iken, kandiduriler icinde ise en sik izole edilen turler disemine enfeksiyon sirasinda bdbrek tutulumu
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yaparlar ve nadiren idrar yollarinda semptomlar
gosterirler. Candida turleri enfeksiyon etkeni olmakla
birlikte idrar yollarinda kolonize de olabilmektedirler
(Kauffman, 2014). Saglkl bireylerde kandida tdrleri idrar
orneklerinden genellikle izole edilmezken, hastanede
yatan hastalarda  sorunlu  enfeksiyonlar  olarak
gorulmektedir. Blastomyces ve Coccidioides tirleri daha
cok endemik bélgelerde yasayan insanlarda
gorulmektedir. Fungal enfeksiyon siphesi olan idrar
orneklerinden besiyerine 10 pL ekilip, inkiibasyan siresi
48-72 saate; endemik bolge dykusu olan hastalarda ise ¢
haftaya kadar uzatiimalidir (Klimud, 2015).

Diyabet, yaslilik, kadin cinsiyet, hastanede uzun
sureli yatig, yogun bakimda vyatig, Uriner sistemdeki
dogustan bozukluklar, genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, eslik eden bakterilri, mesane tasi gibi etkenler
kandiduri ve kandida kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarini
arttirabilmektedirler (Sobet ve Ark., 2011).

idrar yolundaki Kandida enfeksiyonlari, idrarda
maya varlidi ile tanisi konulan, alt ve Ust Uriner sistem ile
bdbrekteki enfeksiyonlari igerir. Kandiduri ise sadece idrar
yolu enfeksiyonu degil, ayni zamanda kontaminasyon,
kolonizasyon veya disemine kandida enfeksiyonu
anlamina da gelmektedir. Kandida tirleri deride,
gastrointestinal sistemde ve genital sistemde normal
florada yer aldigi i¢in idrar kulturlerinde kontaminasyon
nedeni ile de saptanabilirler. Kiltirlerin tekrar edilmesi ile
elde edilen tekrarlayan tremler oldugunda kolanizasyon
mu yoksa enfeksiyon mu oldugu arastiriimalidir (Arisoy,
2007).

Kandidiri daha ¢cok yatan hastalarda asemptomatik
olarak gorilen ve genellikle kolonizasyon veya
kontaminasyon nedeni ile goralir. C. albicans idrarda en
fazla izole edilen maya turtuddr. Bunu C. glabrata ve C.
tropicalis takip ederken, kandidemi nedeni olan C.
parapsilosis daha c¢ok sistemik enfeksiyonu olan
yenidodan hastalarinin  idrar  drneklerinden izole
edilmektedir. Ancak bir ¢ok klinik laboratuvar, 6zellikle
istenmedikge tur tayini yapmaz. Bu durumda gerektigi
zaman turlerdeki degisiklikler ve direng egilimleri
izlenemez (Kauffman, 2005). Bu nedenle tir tayini
yapilmasi gereklidir.

Materyal ve Yéntem

Calismamizda, 2006-2016 yillari arasinda Yeditepe
Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
basvuran ayaktan ve yatan hastalarin idrar érneklerinden

izole edilen Candida kokenlerinin dagiliminin belirlenmesi
hedeflenmistir. Tanimlamada &ncelikle germ tip testi
kullanilarak C. albicans ayrimi yapilmistir. Bu testin
sonucuna g@ore pozitif olanlar C. albicans olarak
tanimlanmiglardir. Non-albicans Candida turleri i¢in ise
API ID32C ve Vitec 2.0 (YST) (Biomerieux, Fransa)
cihazlari kullanilarak tur tayinleri yapiimistir. Toplamda
246 adet idrar; 3 adet de idrar kateterinden 6rnek alinmis
olup toplamda 249 &rnegdin sonucu retrospektif olarak
degerlendirilmistir (inci ve Ark., 2012).

Bulgular ve Tartigma

Calismamizda 249 o6rnekten 249 adet Kandida
uredigi gozlemlenmistir. En fazla izole edilen tir C.
albicans (%54.2) olmustur. Bunu C. tropicalis (%14.1), C.
glabrata (%12.4), C. parapsilosis (%4.4) C. kefyr (%3.2),
C. lusitinae (% 2.4), C. famata (% 2), C. krusei (Yeni adi
ile Issatchenkia orientalis) (% 1.6), C. sphaerica (% 1.6),
C. intermedia (%1.2) ve C. sake (%1.2) izlemigtir. Tar
tayini yapilmayan érnekler ise Candida spp (% 1.6) olarak
bildirilmistir (Tablo 1). C. albicans ¢odunlukta olsa da Non-
albicans Candida sayisi da oldukga fazladir. Gelisen
teknoloji ile birlikte hastaliklarin tedavisinde kullanilan yeni
yeknikler, HIV/AIDS ve immin sistemi baskilayici diger
etkenler mantar enfeksiyonlarindaki sayinin artisina
neden olmaktadir (Behzadi et al., 2015).

Maya iligkili idrar yolu enfeksiyonlari, yeni
doganlarda nadiren gorilmekle birlikte, kandidemi ve
kandiduri yeni dodan ve pediatrik yodun bakimlarda
sikhkla goérilmektedir. Yetiskinlerde ise kandida kaynakli
idrar yolu enfeksiyonlari genellikle yogun bakim
hastalarinda gorulmektedir ve bu enfeksiyonlar cogunlukla
idrar  kateteri bulunan hastalarda goriimektedir
(Leblebicioglu ve Esen, 2003; Sobel et al., 2011).
Calismamizda U¢ adet kateter iligkili kandida enfeksiyonu
gozlenmigtir.

Kandida enfeksiyonlari, erkeklere oranla kadinlarda
daha sik gériilmektedir. Ozellikle gebelik gibi bagdisiklik
sistemini baskilayici durumlar da go6rilme sikhdini
arttirmaktadir. Calismamizda da kadinlarda goériimek
sikhgr % 61.4 (Sekil 1) olarak saptanmistir (Achkar ve
Fries, 2010).

idrar yolu enfeksiyonlarinda en fazla izole edilen
kandida turt C. albicans olmaktadir. Her ¢alismada farkl
oranlarda saptanmakla birlikte ortalama %50 ile %70
araliginda olmaktadir (Kauffman, 2005). Calismamizda
idrar yollarindaki C. albicans izolasyon orani % 54.2 olarak
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saptanmistir. Ulkemizde yapilan farkli calismalarda
c¢alismamiz ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Tablo 1. Kandida turlerinin dagilimi

Tir Adi

Candida albicans

C. famata

C. glabrata

C. intermedia

C. kefyr

C. krusei
(Issatchenkia orientalis)

C. lusitinae

C. parapsilosis

C. sake

C. sphaerica

C. tropicalis

Candida spp.

Toplam

Sayi %
135 54.2
5 2.0
31 12.4
3 1.2
8 3.2
4 1.6
6 2.4
11 4.4
3 1.2
4 1.6
35 14.1
4 1.6
249

m KADIN m ERKEK

Sekil 1. Idrar killtiirinde saptanan kandida etkenlerin

cinsiyete gére dagilimi (%).

Eskisehir'de yapilan bir galismada bu oran % 64
(Nayman Alpat ve Ark., 2011), Ankara'da yapilan bir
calismada % 52.4 (Ketan ve ark., 2014), Konya'da yapilan
bir calismada ise % 56.9 (Ozer ve Ark., 2016) olarak
saptanmigtir.

Sonuglar

idrar yollarinda en fazla bakteriyel enfeksiyonlar
gorulmektedir. Etken olarak siklikla Escherichia coli izole
edilmektedir. Maya enfeksiyonlari géz 6niine alindiginda
siklikla kandida tarleri gorilmekte, kandida disinda
Cryptococcus ve Trichosporon cinslerine ait tirler
gorulmektedir. Kandida tirleri icinde ise en fazla gortlen
tur C. albicans olmaktadir.
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C. albicans disinda ise siklikla izole edilen tirler; C. gereklidir. Bu nedenle hekimlerin ulusal ve uluslararasi
tropicalis, C. glabrata ve C. parapsilosis'tir rehberlere uygun sekilde hareket etmeleri gerekmektedir.
Mantar enfeksiyonlari erkeklere oranla kadinlarda
daha sik gorilmektedir. Ozellikle ba@isiklik sistemini Tesekkir
baskilayici durumlarda daha da sik gériimektedir. Calismanin yapilmasina destek ve onay veren Prof. Dr.
idrar yolu enfeksiyonlarinda kolonizasyon mu yoksa Giilden CELIK ve Prof. Dr. Yesim GUROL’a tesekkiir ve
kontaminasyon mu oldugunun ayirt edilmesi ve hastanin saygilarimi sunarim.

klinigi ile uyumlu olmasi durumunda tedavi edilmesi
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Farkli Dozlarda Uygulanan Sitokininin Beyaz $Sapkali Mantarin
(Agaricus bisporus) Muhafazasi Uzerine Etkisi
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Oz: Bu galismada, modifiye atmosfer kosullarinin ve sitokinin hormon uygulamalarinin,
mantarin hasat sonrasi fizyolojisi Gzerine etkileri arastiriimistir. Ayni olgunlukta hasat edilen
mantar sapkalari (Agaricus bisporus) 0, 5, 10, 15 ppm’lik sitokinin (Nitrozyne) sollisyonuna
daldirilarak, 0°C sicaklikta ve %90-95 neme sahip soguk hava depolarinda agikta, stre¢ ve
polietilen (PE) ambalaj malzemeleri ile 9 glin muhafaza edilmistir. Bu érneklerde hasat déneminde
ve soguk hava deposuna alindiktan sonra 3 guin araliklarla agirlik kaybi, renk (L, C" ve H"), C
vitamini, toplam fenolik (TF) ve polifenol oksidaz enzimi (PPQO) miktarlari belirlenmigtir.
Arastirmada, modifiye atmosferli depolama kosullari ile sitokinin uygulamalarinin depolama
suresince agirlik kaybi, sapka rengi, C vitamini kaybi, toplam fenolik bilesik kaybi ve PPO enzim
aktivitesinin azalmasi agikta depolama kosullari ve kontrollere gére daha etkili bulunmustur.
Muhafaza sonunda hemen hemen bitiin ambalaj ve uygulamalarda agirlik kaybr ve PPO
aktivitesinde artis oldugu gorilirken, toplam fenolik bilesik miktarinda, C vitamini miktarinda ve
L* degerlerinde bir azalis meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, A. bisporus
mantar tirinin PE ve stregle kaplanmasi ile 9 glin sliresince basarili bir sekilde muhafaza
edilebilecegi sonucuna variimigtir.

Anahtar kelimeler: Agaricus bisporus, MAP, Sitokinin, Hormon

The Effect of Various Cytokinin Doses on Storage of White Button
Mushrooms (Agaricus bisporus)

Abstract: In this study, the effects of modified atmosphere conditions and cytokinin
applications were studied on postharvest physiology of mushroom (Agaricus bisporus).
Mushroom caps (Agaricus bisporus) harvested at the same maturity levels were maintained at
cold storage having 0°C temperature and 90-95 % moisture conditions in the open, stretch and
polyethylene (PE) packaging materials after immersing the caps with Nitrozyne (0, 5, 10, 15 ppm
as nitrozyne) for 9 days. The weight loss, color (L*, C* and H*), vitamin C, total phenolics (TP)
and polyphenol oxidase (PPO) levels of the samples were determined at the harvest period and
at 3 day intervals in cold storage conditions. In the study, for weight loss, cap color, vitamin C
loss, total phenolic compounds loss and PPO enzyme activity decrease, modified atmosphere
storage conditions and cytokinin applications were found to be more effective compared to the
control and open stored conditions. At the end of the storage, it was observed that there were
decrease in total phenolic compounds, vitamin C and L values while there were increase in weight
loss and PPO activity. As a result of this study, it was concluded that Agaricus bisporus can be
successfully stored for 9 days with PE and stretch coating.

Key words: Agaricus bisporus, Cytokinin, MAP, Hormone
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Giris

Agaricus bisporus (J.E. Lange )Imbach (beyaz
sapkall mantar), diinyada oldugu gibi Ulkemizde de ticari
olarak kultiri vyapilan en Onemli mantar tlraduar.
Ulkemizde kiltir mantarcih@i ile ilgili ilk calismalara
1960'h  yillarda  baslaniimakla  birlikte  Gretimin
yayginlagsmasi 1970’li yillara rastlamaktadir (Eren ve ark.,
2016). 2000 yilinda 7000 ton olan mantar Gretim miktari,
2013 yilina kadar duzenli bir artis gostererek 34494 tona
yukselmistir. 2010 yillarinda 21559 ton civarinda Uretilse
de, dretim 2016 yilinda 40272 tona yukselmis olmasi
(FAO, 2018) mantar yetigtiriciliginin tegvikler kapsamina
alinmasi sebebiyle Uretim miktarlarinda gézle géruldr bir
artis meydana geldigi ve yillar itibariyle de bu artigin
devam edecegi distintlmektedir.

Mantarlar fenolik bilesik, antioksidan ve kendine
0zgu amino asitler agisindan zengindir. Protein icerigiyle
de hayvansal gidalardan saglanamayan protein agiginin
giderilebilecegdi son derece lezzetli bir gida Granudur.

Bahge Urunlerinin hasat sonrasi d6mrini uzatmak
icin birgok uygulamalar yapiimaktadir. Kalite, tazelik ve
lezzet, modifiye atmosfer ambalajlarda (MAP) ¢ok daha
uzun siireli muhafaza edilebilmektedir. Ozel karisima ve
konsantrasyona sahip farkh  modifiye = atmosfer
ambalajlarin  (MAP) kullaniimasi mikroorganizmalarin
cogalmasini  6nlemekte, oksidasyon proseslerini
azaltmakta, kuru driinleri nemlenmekten, hassas urunleri
deforme  olmaktan, kesilmis  Urlnlerin  birbirine
yapismaktan korumaktadir. Mantarlarda raf omrini
uzatmada ekonomik ve ¢ok etkili bir ydntem oldugu kabul
edilen modifiye atmosfer paketleme, son yillarda yaygin
olarak kullaniimaktadir (Tano ve ark., 2007).

Mantarlarda hasat sonrasi kalite kaybi, 6nemli
Olclide su kaybi, enzimatik kararmadan meydana gelen
renk degisimi ve sapkalarda acllmalardan
kaynaklanmaktadir. Mantarin dis koruyucu bir tabakasi
olmamasi nedeniyle hasat sirasinda diger Urlnlere
gosterilmesi gerekenden daha fazla 6zen gdosterilmesi
gerekmektedir. Yeterli 6zen gosteriimemesi sonucunda
meydana gelen zararlanmalar, hastalik etmenlerini etkin
hale getirmekte ve bdylece kalite kayiplarini
hizlandirmaktadir. Muhafaza sirasinda uygun sicaklik ve
nem dizeyinin saglanamamasi nedeni ile mantarlarda su
kaybiyla birlikte yaslanma belirtilerinde ve depo
hastaliklarina duyarlilikta bir artis s6z konusu olmakta ve
mantarlarin muhafaza siresi kisalmaktadir.
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Hasat sonrasi yaslanmanin dnlenmesinde igsel
hormonlarin, bunlar arasinda da sitokininlerin énemli
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Sitokininler, hiicrede t-
RNA (zerine olan etkilerinden dolayl proteinlerin
bozulmasini engelleyebilmektedir (Kays 1991, Clarke ve
ark., 1994). Ayni zamanda bu uygulamanin yapildig
bitkilerde zeatin ribosid (ZR) proteinin daha az
parcalandigi gozlenmistir. Bu sonuglar digsal sitokinin
uygulamalarinin sicaklik stresine bagli olusan olumsuz
etkileri azalttigini ve buna bagh olarak yaprak
yaslanmasini geciktirdigini veya baski altina aldigini
gostermektedir.  Sitokininlerin, proteaz  aktivitesini
yavaslatarak ve heat- shock (sicaklik soku) proteinlerini
artirarak sicaklik stresine bagl zararlanmay azaltmakta
oldugu dusunulmektedir (Veerasamy ve ark., 2007).
Hasat sonrasinda sitokinin uygulamalarinin brokolide
(Clarke ve ark. 1994), Bruksel lahanasinda (Fuller ve ark.,
1977) ve karnabaharlarda (Cavusoglu ve Halloran, 2010)
olumlu sonuglar verdigi farkh arastiricilar tarafindan
belirtiimistir. Hasat sonrasinda ¢ok hizli bozulan tarim
drtnleri arasinda yer almakta olan mantarlar, uygun
sicakllk ve nemde muhafaza edilmedigi takdirde
sapkalarda acgilma ve ardindan renkte kararmalar
meydana geldigi gortlmektedir. Bu olumsuz durumu
ortadan kaldirmak icin hasat sonrasinda bir takim
uygulamalar yapilmaktadir. Ornegin CaCl, nitrik asit ve
sitokinin uygulamalari bunlardan bir  kacgidir.
Depolamanin sonunda mantarlarin dayanma direncine
bagl olarak enfeksiyonlarin varhidiyla kararmalar c¢ok
yiksek diizeyde meydana gelmekte bu durum da daha
genis alanda kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplari
onlemek amaciyla modifiye atmosfer ve kontrolll
atmosfer ile depolama teknikleri uygulanmaktadir. Bu
depolama teknikleri yaninda kalinti riski olugturmayacak
dizeyde sitokinin uygulamalarinin yaslanma Uzerine
daha etkili olacagi distuntlmektedir.

Bu calismada, farkli ambalaj tipleri ile sitokinin
uygulamalarinin mantarlarda yaslanmaya etkisi, agirlik
kaybi, renk degisimi (L', C ve H), toplam fenolik, C
vitamini ve polifenoloksidaz enzim aktivitesi 6lcim ve
analizleri ile belirlenmeye calisiimigtir.

Materyal ve Metot

Van'da ticari olarak mantar 0Uretimi yapan bir
firmadan temin edilen A. bisporus mantarlar
kullaniimigtir. Hasat edilen mantarlar ayni olgunluga
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sahip 1. Flastan hasat edildikten sonra 6n sogutmaya tabi
tutulmustur. Arastirma, Yuzinci Yil Universitesi, Ziraat
Fakdiltesi Bahge Bitkileri Bolimine ait Soguk Hava
Deposunda yuratilmuastir.

Hasat edilen mantarlar 0, 5, 10, 15 ppm’lik sitokinin
solusyonuna daldirilarak, 0°C sicakliga sahip depolarda
acikta, stre¢ ve polietlen ambalaj malzemeleri ile
muhafaza edilmistir. Bu érneklerde hasatta ve 3 gin
araliklarla soguk hava deposundan alinan &rneklerde
asagida belirtilen 6lgim ve analizler gergeklestirilmistir.

Agirlik Kaybi

Muhafaza suresince agirlik kayiplarini belirlemek
icin ise ayrilan érneklerde agirlik dlgimleri hasat dénemi
ile hasadi izleyen haftalik analiz dénemlerinde yapilmis
hassas terazi ile ve agirlik kayiplari baslangica gore %
olarak hesaplanmistir.

Renk

Arastirma suresince mantarlarda renk degisimleri
Minolta CR-400 marka renk olcer ile L » a" b* renk
duzleminde belirlenmigtir. Her tekerrlre ait bitkilerde 3
farkli boélgede 6lgiim yapilmistir. Sonuglar L*,a*b* C ve H
olarak ifade edilmistir.

Toplam Fenolik Bilesik igeriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik bilesik igeriginin belirlenmesinde
Obanda ve Owuor (1997) tarafindan belirtilen Folin-
Ciocalteu spektrofotometrik yéntemin modifiye
edilmesiyle gelistirilen ydntem kullaniimistir.  Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisi 1:3 oraninda seyreltiimistir. Doygun
sodyum karbonat (%35) ¢ozeltisi kullaniimistir. Gallik asit
konsantrasyonu 0-55 pg/ml arasinda degisen 9 ayri
¢cOzelti olarak hazirlanmigtir. Farkli konsantrasyonlardaki
gallik asit ¢calisma c¢o6zeltilerinin (9 adet) her birinden 1 ml
alinarak 1 ml Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ile karistiriimistir.
Karisima 5 dakika sonra 2 ml sodyum karbonat ilave
edilerek iyice calkalanip ve 2 ml su ile seyreltilmistir. Elde
edilen karigim 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra
olusan mavi rengin spektrometrede 700 nm dalga
boyunda absorbans degeri okunmustur. Gallik asidin bu
farkli konsantrasyonlarina kargi okunan absorbans
degerleri kalibrasyon egrisi Uzerinden hesaplanmistir.
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C Vitamini igeriginin Belirlenmesi

Bu amagla 3 g dizeyinde tartilan o&rnekler
¢6zindurilmeksizin 1s1k gecirmeyi engellemek icin
aliminyum folye ile sarilmig 50 ml’lik santrifijj tlpleri igine
alinmis ve 10 ml %6'lik (W/V) metafosforik asit (Sigma,
M6285, %33.5) cOzeltisi icinde 15 saniye slre ile
dakikada 24000 devirde homojenize edilmistir.
Homojenizasyon isleminden hemen sonra 1°C sicaklikta
dakikada 14000 devirde 10 dakika sure ile santrifij
edilmistir. Sulu kisimdan alinan érnekler 0.45 um delik
¢apina sahip olan 6rnek stzme filtrelerinden gegirilerek
1.5 mllik amber renkli vialler icinde toplanmistir.
Ekstraksiyonu vyapilan 6rnekler hi¢ bekletiimeksizin
HPLC’de analiz edilmistir. (Cemeroglu, 2007).

HPLC analizlerinde C vitamini Cis kolonda
(Phenomenex Luna Cis, 250 x 4.60 mm, 5 )
gerceklestiriimistir. Kolon firini sicakhigi 25°C olarak
ayarlanmistir. Sistemde mobil faz olarak 1 ml/dakika akis
hizinda pH diizeyi H2SO4 ile 2.2°e ayarlanmis saf su
kullaniimistir. Okumalar DAD dedektérde 254 nm dalga
boyunda  gergeklestiriimistir. C  vitamini  pikinin
tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesinde farkli
konsantrasyonlarda (50, 100, 500, 1000, 2000 ppm)
hazirlanan L—askorbik asit (Sigma A5960) kullaniimistir.

Polifenoloksidaz (PPO) Enzim Aktivitesi

Polifenoloksidaz (PPO) aktivitesi, Yemenicioglu ve
ark. (1997), tarafindan belirtilen ybénteme gore
belirlenmistir.  Polifenol Oksidaz enzim aktivitesini
belirlemek igin dncelikle 50 gr mantar tartilmistir. Uzerine
pH's1 6.8’e ayarlanmis soguk olarak 500 ml 0.1 M’lik
sodyum fosfat tampon cozeltisi eklenerek
homojenizatéorde 20 sn kadar homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnek buz icerisinde adi filtre kagidi ile
suzulmastdr. Sicak su banyolu spektrofotometre
kullanilmistir. Bu spektrofotometre 30°C’ye ayarlanmis ve
kuvarz spektro kuveti icerisine 6nce 2 ml 0.01M sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisi konulup ve daha sonra 200 pl 0.5
M katasol eklenerek spektro fotometre bu karigim ile
sifirlanmistir. Polifenol oksidaz enzim aktivitesini 6lglimu
icin karisim Uzerine 100 yl stziintl eklenmistir. Aktiviteyi
belilemek amaciyla 420 nm dalga boyunda 4 dakika
sureyle 5sn araliklarla spektrofotometrede absorbans
degeri belirlenmigtir. Elde edilen kalibrasyon egrisiyle
PPO enzim aktivitesi hesaplanmistir.
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istatistik Analiz

Uzerinde durulan &zellikler igin tanimlayici
istatistikler; Ortalama ve Standart hata olarak ifade
edilmistir. Bu 6zellikler bakimindan; Depolama slresi ve
Uygulamalar arasinda fark olup olmadigini belirlemek
amaciyla; Faktoriyel (Ug Faktérli) Varyans Analizi
yapilmistir. Varyans analizini takiben farkh gruplari
belirlemede Duncan testi kullaniimistir. Hesaplamalarda
istatistik  6nemlilik dizeyi %5 olarak alinmis ve
hesaplamalar i¢cin SPSS istatistik paket programi
kullaniimigtir.

BULGULAR

Agirhik Kaybi (%)

Acikta, polietilen ambalajda ve streg filmde 0°C ve
%90-95 nisbi nemde depolanan Agaricus bisporus kiltir
mantarinda depolama boyunca agdirlik kaybinda (%)
meydana gelen degisimler Tablo 1 verilmistir. S6z konusu
Tablo incelendijinde muhafaza sireleri uzadikca
mantarlarin  ortalama agirhik  kayiplarinin  arttigi
gorulmektedir.

Modifiye atmosfer depolama galismasinda agikta
muhafaza edilen 0, 5, 10 ve 15 ppm organik sitokinin
uygulanan mantar Orneklerinin 3. gintnde agirlk
kayiplari sirasiyla %6.925, 9.155, 7.370 ve 5,800 olarak
belirlenirken ayni uygulama érneklerinde depolama sonu
olan 9. giinde ise %26.700, 15.500, 14.780 ve 19.350
olarak belirlenmistir.

Tablo 1. Depolama siresince farkli ambalaj tiplerinde muhafaza edilen mantarlarin agirlik kaybinda (%)

meydana gelen degisimler.

Doz [zg;ir)n Acik Polietilen Stre¢
0 0.000 b, A, a=0.000 0.000 a, A, a=0.000 0.000 c, A, a+0.000
0 3 6.925 b, A, a+0.085 1.720 a, B, a+1.400 0.575 bc, B, a*0.125
6 5.590 b, A, a+4.030 2.990 a, A, a+1.390 1.270 ab, A, ax0.270
9 26.700 a, A, a+0.800 13.950 a, A, a+12.650 1.895 a, A, a+0.375
0 0.000 c, A, a+0.000 0.000 a, A, a+0.000 0.000 b, A, a+0.000
3 9.155 ab, A, a+2.545 0.580 a, B, a+0.300 0.265 a, B, a+0.025
> 6 7.885b, A, a+1.485 0.570 a, B, a+0.070 0.325 a, B, b+0.095
9 15.500 a, A, a+2.000 0.875 a, B, a+0.815 0.115 ab, B, b+0.065
0 0.000 b, A, a=0.000 0.000 b, A, a=0.000 0.000 b, A, a+0.000
10 3 7.370 ab, A, a=0.260 0.130 ab, B, a+0.080 0.325 b, B, a+0.185
6 9.855 a, A, a+0.015 1.195 a, B, a+0.535 1.080 a, B, a+0.040
9 14.780 a, A, a+4.820 0.495 ab, B, a+0.005 0.130 b, B, b+0.060
0 0.000 c, A, a+0.000 0.000 a, A, a=0.000 0.000 b, A, a+0.000
15 3 5.800 b, A, a+p.420 1.285 a, B, a+0.295 0.685 a, B, a*0.225
6 7.985Db, A, a+0.515 1.095 a, B, a+0.365 0.345 ab, B, b+0.085
9 19.350 a, A, a+2.850 1.640 a, B, a+0.970 0.175 ab,B, b+0.115

*— A, B: Ayni satirda farkl buylk harfi alan ambalaj gruplari arasi fark énemlidir (p<0.05)
**], a,b,c: Ayni siitunda farkl kiiglik harfi alan giinler (ddnemler) arasi fark énemlidir (p<0.05)
***Ayni ginde (ddnemde) ve ambalaj grubunda farkli italik harfi alan doz gruplar arasi fark dnemlidir (p<0.05).

Polietilen ~ ambalajinda  depolanan  mantar
sapkalarinda benzer sekilde duzenli olarak agirlik
kaybinda artiglar gortimustir. Depolamanin 3. ginde

%1,720; 0,580; 0,130 ve 1,285 olan agirlik kayiplari ayni
siralama ile depolama sonunda %13,950; 0,875; 0,495 ve
1,640 olarak degisim gdstermigstir. Stre¢ filme kaplanan
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mantarda 3. glinde gézlenen agirlik kaybi %0,575; 0,265;
0,325 ve 0,685 iken, depolamanin sonunda ise %1,895;
0,115; 0,130 ve 0,175 degerine ulagsmistir. Tablo 1'deki
verilerden de anlasilacag! gibi muhafaza baslangicindan
muhafaza sonuna kadar butiin uygulama gruplarinda
agirhk kaybinda artislar gézlenmistir. Yapilan bu deneme
sonucunda en az agirhk kaybinin streg filmle kaph ve 5
ppm sitokinin uygulanan mantarlarda oldugu dikkati
cekmistir. Mantar muhafazasinda agirlik kaybi agisindan
stre¢ filmle kaplanan mantarlarda daha az agirlik kaybi
oldugunun gbézlenmesi bu uygulamanin mantar
muhafazasinda basarili bir sonu¢ verecedi kanisini
uyandirmigtir. Bunun yanisira PE ile olusturulan modifiye
atmosfer muhafaza ise hi¢c de azimsanmayacak diizeyde
iyi sonuclar vermistir. Mantarlari muhafaza acgisindan
diger meyve ve sebzelerden ayirt eden o6zelligi dis
koruyucu bir tabakanin olmayisidir. Bu 6zelligi yaninda
cok hizl bir solunum gergeklestirmesi sebebiyle agirlik
kaybinda artiglara sebep olmaktadir (Ares ve ark, 2007).

Renk Analizi (L",C ,h)

L" rengin aciklik koyuluk koordinatlarini belirler.
Mikemmel siyah rengin L* degeri “0” iken, mikemmel
beyaz rengin L* degeri “100” diur. Agikta, polietilen
ambalajda ve strec¢ filmde 0°C ve %90-95 nisbi nemde
depolanan Agaricus bisporus kuiltir mantarinda
depolama boyunca L* degerlerinde meydana gelen
degisimler Tablo 2'de verilmistir.

Depolama sonucunda L* degerleri her iki MAP’da
(5 ppm Nitrozyne uygulanan strecle kaplanan mantar
ornekleri hari¢) duzenli bir azalis gdstermistir. Depolama
baslangicinda 0 doz sitokinin uygulamasinda (kontrol)
acikta, polietiien ve stre¢ ile kaplanan mantar
sapkalarinda L* degeri 86,635 olarak saptanirken
depolama sonunda bu deger sirasiyla 82,055; 81,855;
85,805 olarak belirlenmistir. Her Gi¢ ambalaj seklinde de
dususler gdzlenmis olup en iyi sonug streg filmle kaplanan
mantarlarda gézlemlenmistir. Mantarlara 5 ppm sitokinin
uygulamalarinda ise depolama baslangicinda 85,960
olarak tespit edilmistir. Muhafaza sonunda ise yine ayni
siralama ile 85,530; 85,585 ve 86,620 olarak
belirlenmistir. 5 ppm uygulamasi sonunda kontrol
grubunda oldugu gibi en iyi sonug strec¢ ile kapli mantar
orneklerinde gbézlenmistir. 0 ve 5 ppm uygulamalarinda
stre¢ film en iyi sonucu verirken 10 ppm sitokinin
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uygulamasinda ise en iyi sonucu polietilen ambalaj sekli
vermigtir.

Mantarlarda kararma kalite kriterleri agisindan en
onemli kriterlerin basinda gelmektedir. Herhangi bir
uygulama olmaksizin agikta yapilan muhafaza ile streg ve
PE ile elde edilen MAP (modifiye atmosfer paketleme) L*
degderi ac¢isindan kargilastirildiginda en iyi rengi koruyan
uygulamanin 15 ppm uygulanan sterch filmle kaplanan
orneklerde oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda
elde edilen L* degerlerinin pazarlanabilme agisindan
Briones ve ark. (1992) yapmis oldugu c¢alismada L*
degeri icin bildiriimis olan 80,000 degerinin Uzerinde bir
seyir g0stermistir. Béylece depolama sonunda denemeye
alinan mantar Orneklerinin L* degeri agisindan
pazarlanabilir 6zelligini kaybetmedigi sdylenebilir.

Kroma rengin doygunluk derecesini ifade
etmektedir. Depolama stiresince farkli ambalaj tiplerinde
muhafaza edilen mantarin C degerlerinde meydana gelen
degdisimler Tablo 4’te verilmigtir.

Depolama baslangicinda 0 ppm  sitokinin
uygulanan mantarlarin tim ambalaj tirlerinde C degeri
16,665 olarak tespit edilmistir. Agikta (kontrol grubunda)
0 ppm sitokinin uygulanan mantarda 3. glinde bu deger
19,770’e yUkselmis, 6. gunde 21,110 ve 9. glinde 21,990
olarak artig gostermistir. Agikta muhafaza edilen 5 ve 10
ppm dozda uygulama vyapilan sapkalarda 0 ppm
uygulama yapilan érneklerdeki degisimlerin de benzeri
degisimler gosterdigi gdézlenmistir. 15 ppm yapilan
uygulamada ise 6. gune kadar C degerinde artislarin
oldugu depolama sonu olan 9. ginde ise dususlerin
oldugu gdézlenmigtir. Agikta muhafazada, doénemler
degerlendirildiginde; 0 ve 3. gunler arasindaki fark
istatistik olarak ©nemli bulunurken, 6. ve 9. gunler
arasindaki kroma renk bakimindan olan fark 6nemli
bulunmamistir. Benzer sekilde, uygulamalar igin de 0 ve
10 ppm uygulamalari arasindaki fark, istatistik olarak
6nemli bulunurken, 5 ve 15 ppm uygulamalari arasi fark
6nemli bulunmamistir. Diger yandan, 10 ppm sitokinin
uygulanan agikta ve polietlen ambalajlarda saklanan
Orneklerde ise kroma degerleri bakimindan istatistik
olarak herhangi bir fark bulunmamistir.

Calismada diger bir renk kriteri olan Hue (h) degeri

temel renklerin butin oranini  ifade etmek igin
kullaniimaktadir. Hue degeri bakimindan depolama
suresince farklh ambalaj tiplerinde meydana gelen
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degisimler Tablo 4’te verilmistir. Hue degerleri agisindan
0. dozda uygulamalar arasinda fark 6nemli bulunmazken
5, 10, ve 15 ppm uygulamalarinda uygulamalar
arasindaki farklar dnemli bulunmustur. Uygulamalar ve

dozlar arasindaki fark sadece 6. giinde gbzlemlenmeye
baglanmistir.

Tablo 2. Depolama siiresince farkli ambalaj tiplerinde muhafaza edilen mantarlarin L degerlerinde meydana gelen degisimler.

(opm) Doz E)Gdgﬁ)m Acikta Polietilen Streg
0 86.635 a, A, a +0.635 86.635 ab, A, a+0.635 86.635 a, A, a+0.635
3 84.940 a, A, a+0.030 87.825 a, A, a+1.165 87.615 a, A, a+1.155
0 6 82.955 a, A, a+2.665 84.660 bc, A, b+0.070 87.500 a, A, a+1.400
9 82.055 a, B, c+0.695 81.855 c, B, b+0.705 85.805 a, A, a+0.515
0 85.960 a, A, a+2.450 85.960 a, A, a+2.450 85.960 a, A, a+2.450
3 83.220 a, A, a+0.760 88.045 a, A, a+0.585 86.695 a, A, a+1.965
° 6 84.855 a, B, a+0.455 88.600 a, A, a+0.300 87.845 a, A, a+0.275
9 85.530 a, A, ab+0.780 85.585 a, A, ab+0.025 86.620 a, A, a+0.410
0 88.340 a, A, a+0.340 88.340 a, A, a+0.340 88.340 a, A, a+0.340
3 83.700 a, A, a+2.780 87.245 a, A, a+0.955 86.890 a, A, a+1.850
10 6 82.130 a, B, a+2.310 87.205 a, AB, a+0.105 89.395 a, A, a+0.255
9 82.445 a, A, bc+1.325 86.380 a, A, a+1.750 85.805 a, A, a+0.855
0 88.110 a, A, a+0.230 88.110 a, A, a+0.230 88.110 a, A, a+0.230
3 84.800 b, B, a+0.360 87.205 ab, A, a+0.345 87.265 a, A, a+0.065
1o 6 85.085 ab, A, a+0.175 87.350 ab, A, a+0.990 88.555 a, A, a+0.965
9 85.930 ab, A, a+0.000 85.540 b, A, ab+0.280 87.220 a, A, a+2.260

*— A, B: Ayni satirda farkh biyik harfi alan ambalaj gruplari arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
**|, a,b,c: Ayni siitunda farkl kiiglik harfi alan giinler (dénemler) arasi fark énemlidir (p<0.05)
***Ayni glinde (d6nemde) ve ambalaj grubunda farkli italik harfi alan doz gruplari arasi fark énemlidir (p<0.05)

Toplam Fenolik

Acikta, polietilen ambalajda ve stre¢ fiimde 0°C ve %90-95 nishbi nemde depolanan Agaricus bisporus kultlr
mantarinda depolama boyunca toplam fenolik madde i¢eriginde meydana gelen degisimler ise Tablo 5'te verilmistir.

Depolama baglangicindaki kontrol grubunda toplam fenolik dederi 0.360 mg/g muhafaza sonunda bu deger agikta,
polietilen ve stre¢ MAP ambalajlara gére sirasiyla 0.435 mg/g; 0.060 mg/g ve 0.410 mg/g olarak tespit edilmistir. Deneme
sonucunda Polietilen ambalaj icerisinde biutin 6rneklerde depolama sonunda toplam fenolik miktarinda azalmalar oldugu
tespit edilmistir ve 5 ppm uygulanan 6rneklerde 0.575 mg/g olan bu deger muhafaza sonunda sirasiyla 0.640 mg/g; 0.500
mg/g; 0.395mg/g olarak tespit edilmistir. 10 ppm yapilan uygulamada depolama baslangicinda 0.360 mg/g olan bu deger
depolama sonunda 0.210 mg/g; 0.055 mg/g ve 0.505 mg/g oldudu belirlenmistir. 15 ppm uygulanan mantarlarda ise
baslangicta 0.285 mg/g olan toplam fenolik miktari 0.175 mg/g; 0.620 mg/g ve 0.320 mg/g oldugu saptanmistir. Acikta
tutulan mantarlarda depolama sonunda 0 ve 5 ppm sitokinin uygulananlarda artis gosterirken 10 ve 15 ppm sitokinin
uygulananlarda azalig gdstermistir. Strec filmle kaplanan érneklerde 5 ppm uygulanan mantarlarda azalis gézlemlenmisgtir.
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Tablo 3. Depolama siiresince farkli ambalaj tiplerinde muhafaza edilen mantarlarin Kroma degerinde meydana gelen degisimler.

Doz (ppm)

Donem
(Gun)

Acikta

Polietilen

Streg

0

16.665 b, A, a+0.385
19.770 ab, A, a+0.020
21.110 a, A, a+1.680
21.990 a, A, a+1.030

16.665 b, A, a+0.385
15.770 b, AB, a+0.650
18.295 b, A, a+1.185
21.660 a, A, a+0.590

16.665 a, A, a+0.385
15.320 a, B, a+1.560
16.445 a, A, a+0.785
17.125 a, B, a+0.385

16.995 a, A, a+1.895
19.470 a, A, a+1.190
19.230 a, A, a+0.350
19.805 a, A, a+0.365

16.995 a, A, a+1.895
16.235 a, A, a+0.055
15.910 a, A, a+0.290
19.125 a, A, ab+0.845

16.995 a, A, a+1.895
16.920 a, A, a+1.600
16.390 a, A, a+0.110
17.640 a, A, a+0.130

10

15.330 b, A, a+0.530
18.750 ab, A, a+2.010
22.050 a, A, a+1.390
22.025 a, A, a+1.035

15.330 b, A, a+0.530
15.820 b, B, a+0.190
17.040 ab, B, a+0.140
18.215 a, B, b+0.805

15.330 a, A, a+0.530
16.210 a, B, a+1.560
14.420 a, B, a+0.110
17.515 a, B, a+0.305

15
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14.890 a, A, a+0.370
18.945 a, A, a+0.025
19.625 a, A, a+0.405
10.325 a, A, a+7.985

14.890 a, A, a+0.370
15.520 a, B, a+0.760
16.105 a, B, a+0.685
17.700 a, A, b+1.060

14.890 a, A, a+0.370
16.410 a, B, a+0.610
14.810 a, B, a+0.660
15.840 a, A, a+2.700

*— A, B: Ayni satirda farkl buylk harfi alan ambalaj gruplari arasi fark énemlidir (p<0.05)
*+| a,b,c: Ayni siitunda farkli kiigiik harfi alan giinler (dénemler) arasi fark dnemlidir (p<0.05)

***Ayni giinde (d6nemde) ve ambalaj grubunda farkli italik harfi alan doz gruplari arasi fark 6nemlidir

Tablo 4 Depolama sliresince farkli ambalaj tiplerinde muhafaza edilen mantarlarin Hue degerlerinde meydana gelen degisimler.

Doz(ppm)

Donem
(Gin)

Aclkta

Polietilen

Streg

83.725 a, A, a+0.395
81.830 a, A, a+0.150
81.435 a, A, ax1.985
81.635 a, A, a+0.265

83.725 ab, A, a+0.395
84.865 a, A, ax1.035
81.955 a, A, ¢+0.235
82.125 ab, A, a+0.875

83.725 a, A, ax0395
84.060 a, A, a+0.690
84.270 a, A, b£0.790
84.030 a, A, a+0.590

81.755 a, A, a+1.905
82.100 a, A, a+0.110
82.645 a, B, a+0.425
83.110 a, A, a+0.610

81.755 a, A, a+1.905
84.545 a, A, a+0.875
85.110 a, A, a+0.650
83.985 a, A, a+0.575

81.755 a, A, a+1.905
83.560 a, A, a+1.590
84.120 a, AB, b+0.110
83.260 a, A, a+0.290

10

83.885 a, A, a+0.385
82.655 a, A, a+1.805
82.290 a, B, ax1.410
82.280 a, A, a+0.940

83.885 a, A, a+0.385
84.115 a, A, ax1.305

84.045 a, AB, ab+0.025

84.930 a, A, ax1.220

83.885 a, A, a+0.385
83.575 a, A, ax2.135
86.070 a, A, ax0.070
83.165 a, A, a+0.155

15
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9

83.525 a, A, a+0.035
82.480 a, A, a+0.220
83.270 a, B, a+0.110
80.480 a, A, a+0.330

83.525 a, A, a+0.035
82.675 a, A, a+0.375
83.455 a, B, bc+0.445
83.105 a, A, a+0.635

83.525 a, A, a+0.035
82.930 a, A, a+0.380
85.060 a, A, ab+0.250
83.400 a, A, a+2.030

*— A, B: Ayni satirda farkh biyik harfi alan ambalaj gruplari arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
**], a,b,c: Ayni siitunda farkl kiiglik harfi alan giinler (dénemler) arasi fark énemlidir (p<0.05)

***Ayni glinde (d6nemde) ve ambalaj grubunda farkli italik harfi alan doz gruplari arasi fark énemlidir (p<0.05)
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Doz Donem

(ppm) (Giin) Aglkta

Polietilen

Streg

0 0.360 a. A, a+0.100
0.150 a, A, a+0.080
0.145 a, A, a+0.025

o o w

0.435 a, A, a+0.185

0.360 a, A, a+0.100
0.150 a, A, a+0.000
0.240 a, A, a+0.110
0.060 a, A, b+0.050

0.360 a, A, a+0.100
0.215 a, A, a+0.115
0.385 a, A, a+0.135
0.410 a, A, a+0.040

0.575 a, A, a+0.025
0.705 a, A, a+0.515
0.200 a, A, a+0.060
0.640 a, A, a+0.210

0.575 a, A, a+0.025
0.260 a, A, a+0.210
0.330 a, A, a+0.220
0.500 a, A, ab+0.110

0.575 a, A, a+0.025
0.075 b, A, a+0.005
0.390 ab, A, a+0.110
0.395 ab, A, a+0.185

0.360 a, A, a+0.120
0.135 a, A, a+0.035
10
0.425 a, A, a+0.265

0.210 a, A, a+0.020

0.360 a, A, a+0.120
0.650 a, A, a+0.500
0.335 a, A, a+0.025
0.055 a, A, b+0.025

0.360 a, A, a+0.120
0.350 a, A, a+0.300
0.340 a, A, a+0.050
0.505 a, A, a+0.345

0.285 ab, A, a+0.105

0.560 a, A, a+0.030
15
0.345 ab, A, a+0.095
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0.175b, A, a+0.115

0.285 a, A, a+0.105
0.495 a, A, a+0.035
0.470 a, A, a+0.020
0.620 a, A, a+0.190

0.285 a, A, a+0.105
0.155 a, B, a+0.005
0.270 a, A, a+0.020
0.320 a, A, a+0.070

*— A, B: Ayni satirda farkh biyik harfi alan ambalaj gruplari arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
**], a,b,c: Ayni siitunda farkl kiiglik harfi alan giinler (ddnemler) arasi fark énemlidir (p<0.05)
***Ayni ginde (ddnemde) ve ambalaj grubunda farkl italik harfi alan doz gruplar arasi fark dnemlidir (p<0.05)

C Vitamini

Acikta, polietilen ambalajda ve strec filmde 0°C ve
%90-95 nisbi nemde depolanan Agaricus bisporus kulttr
mantarinda depolama boyunca C vitamini iceriginde
meydana gelen degisimler ise Tablo 6,’da verilmistir.
Tablo 6 incelendiginde genel olarak, her Ug¢ faktorin
seviyelerine gére de vitamin C miktarinda istatistik olarak
onemli farkhhiklar oldugu sdylenebilir. Ambalaj tipi
bakimindan olugsan farkhliklarin, genelde 3. veya 6.
ginden sonra ortaya c¢iktigi ve “5. Gin 3. Doz’
kombinasyonu disinda diger kombinasyonlarda agik
ambalaj tipinden elde edilen vitamin C miktar
ortalamalarinin diger iki ambalaj tipinden daha ylksek
oldugu soylenebilir.
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Tablo 6, gunler arasi farkliliklar bakimindan
incelendiginde, genel olarak her doz ve ambalaj tipi
kombinasyonunda; 0. gine gbére 3. glnden itibaren
vitamin C miktari ortalamasinda istatistik olarak 6nemli
duguslerin oldugu soylenebilir. Diger yandan ayni ambalaj
tipi ve gun kombinasyonlarinda dozlar arasi farkliliklar
incelendiginde; “0. gin ve acglk ambalaj tipi”
kombinasyonu disinda diger kombinasyonlarda dozlar
arasi farkhliklarin istatistik olarak énemli oldugu goralir.
Ancak vitamin C miktarindaki degisimlerin, doz artigi ile
birlikte yukselme ya da azalma yodnunde bir seyir
izlemedigi sOylenebilir.
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Tablo 6. Depolama siresince farkli ambalaj tiplerinde muhafaza edilen mantarlarin C vitamini (mg/kg) igeriginde meydana gelen

degisimler.

Doz Donem Agclkta
(ppm) (Gun)

Polietilen Streg

0

69.790 a, A, a+5.075
28.517 b, A, a+4.734
60.108 a, A, a+0.508
23.682 b, A, b+0.483

69.790 a, A, ax5.075
48.145 b, A, a+3.358
18.741 c, B, a+1.825
11.591 ¢, A, b+5.001

69.790 a, A, a+5.075
26.297 b, A, a+10.629
54.907 a, A, a+3.040
11.135 b, A, bc+0.960

63.662 a, A, ax2.544
16.673 a, B, a+1.901
52.808 a, A, a+23.526
21.875 a, A, b£6.575

63.662 a, A, a+2.544
19.402 b, B, b+3.949
21.482 b, A, ax1.340
12.128 b, A, ab+2.097

63.662 a, A, ax2.544

41.724 ab, A, a+6.743
24.772 b, A, ax17.614
14.524 b, A, b££2.631

10

57.957 a, A, a+12.792
19.023 b, A, a+7.462
26.511 b, A, a+2.125
25.741 b, A, b£3.074

57.957 a, A, ax+12.792
25.910 a, A, b+7.111
29.185 a, A, a+8.527
29.725 a, A, a+6.225

57.957 a, A, a+12.792
18.899 b, A, a+0.173
18.576 b, A, a+5.902
6.135 b, B, c+0.699

15
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53.393 a, A, a+14.173
19.688 b, A, a+7.622

39.333 ab, A, a+0.221
46.701 ab, A, a+3.097

53.393 a, A, a+14.173
20.194 b, A, b+6.275
15.573 b, B, a+2.663
21.435 b, B, ab+3.332

53.393 a, A, a+14.173
16.514 b, A, a+1.712
19.576 b, B, a+1.549
22.507 b, B, a+1.630

*— A, B: Ayni satirda farkh biyik harfi alan ambalaj gruplari arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
*+| a,b,c: Ayni siitunda farkli kiiglik harfi alan giinler (dénemler) arasi fark dnemlidir (p<0.05)
***Ayni glinde (dénemde) ve ambalaj grubunda farkli italik harfi alan doz gruplari arasi fark énemlidir (p<0.05)

Polifenol Oksidaz Enzimi (PPO)

Polifenol Oksidaz Enzimi (PPO) ilk olarak 1856
yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik mantarlarda
bulunmustur (Whitaker 1972). Polifenol oksidaz bitkilerde
kararmaya sebep olan oksidorediktaz sinifindan bir
enzimdir (Vamos-Vigyazo ve Haard 1981). Bircok meyve
ve sebzede bulunmasinin yani sira istakoz, karides,
yengeg gibi kabuklu deniz hayvanlarinda (Simpson et al.
1988) ve bazi mikroorganizmalarda da bulunmaktadir
(Pomerantz 1963).

Acikta, polietilen ambalajda ve strec filmde 0°C ve
%90-95 nisbi nemde depolanan Agaricus bisporus kiltir
mantarinda depolama boyunca PPO aktivitesinde
meydana gelen degisimler ise Tablo 7.’de verilmigtir.

Polifenol oksidaz enzimi aktivitesi bakimindan doz,
débnem ve ambalaj tipleri arasindaki farkliklar
incelendiginde; genel olarak farkhhklarin istatistik olarak
onemli bulunmadigi, ancak 0. doz ve 3. dénemde
ambalajlar arasi farkin istatistik olarak 6nemli oldugu
g6rulur. Buna gore; agik ambalaj tipinde diger iki ambalaj
tipine gore ortalama olarak daha yiksek PPO enzimi
g6zlenmigtir. Benzer sekilde, doz 10 ve donem 6'da da
ambalajlar aras! fark istatistik olarak énemli bulunmus
olup, en yiksek PPO degeri ortalamasi stre¢ filmle
kaplanan grupta gdzlenirken, en dusik deger agik
ambalaj tipinde gézlenmistir.
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Ayni doz ve ayni ambalaj igin, ddnemler arasi fark
incelendiginde; yalnizca 0. doz ve 2. ambalaj tipinde
dénemler arasi fark istatistik olarak énemli bulunmustur.
Buna gore; en yiksek PPO ortalamasi 33.331 degeri ile
0. dénemde elde edilirken, en distk ortalama deger
15.082 ile 6. dénemde elde edilmistir. Adi gegen
farklhihklar disinda diger farkhliklar istatistik olarak 6nemli
bulunmadigindan, herhangi bir harflendirme
yapilmamistir.

Tartisma

Dinyada oldugu gibi Ulkemizde de ticari olarak
kultart yapilan en 6nemli mantar tirt yaygin olarak beyaz
sapkall mantar adiyla bilinen Agaricus bisporus’dur. Tim
bahge bitkileri Grtnlerinde oldugu gibi mantarlarda da
hasat sonrasi kalite kaybi énemli bir sorundur. Hasat
sonrasi mantarlarda biylk o6l¢cide su kaybi meydana
gelmekte, buna ilaveten enzimatik kararmadan meydana
gelen renk degisimi de gorulmekte ve sapkalarda
aclimalar meydana gelmektedir. Mantarlar diger sebzeler
ile karsilastirildiklari zaman 3-4 gunlik bir raf émrine
sahip bulunmaktadir. Ginimizde mantarlarin raf
Omrunin uzatilmasi amaciyla sogukta muhafaza,
modifiye atmosferde muhafaza, kontrolli atmosferde
muhafaza, kurutarak muhafaza ve konserveye isleme
yontemlerinden yararlaniimaktadir.
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Tablo 7. Depolama stiresince farkli ambalaj tiplerinde muhafaza edilen mantarlarin Polifenol Oksidaz Enzimi (Unite) iceriginde meydana

gelen degisimler.

Doz (ppm) (D(;)Sr%m Aclkta Polietilen Streg

0 33.331+6.099 33.331**a+6.099 33.331+6.099
0 3 39.823 A*+1.972 23.841 ab B+4.127 16.560 B+2.366

6 29.177+8.674 15.082 b+0.099 24.052+0.395

9 23.132+8.412 27.521 ab+2.287 24.281+9.844

0 46.237+16.061 46.237+16.061 46.237+16.061
5 3 39.823+1.972 32.554+7.926 27.155+0.057

6 21.686+0.395 27.232+4.048 34.960+6.440

9 27.995+10.646 21.686+0.395 26.746+0.066

0 45.737+13.406 45.737+13.406 45.737+13.406
10 3 35.486+14.983 36.694+10.014 18.479+5.073

6 18.216 B+1.656 20.240 AB+1.840 28.449 A+0.123

9 18.926+3.155 23.657+9.463 31.937+2.760

0 20.898+9.069 20.898+9.069 20.898+9.069
15 3 16.955+0.395 17.288+3.094 17.375+7.071

6 15.234+1.828 25.300+8.740 21.357+1.643

©

15.640+0.920

26.977+3.199 23.263+3.549

*— A, B: Ayni satirda farkh biyik harfi alan ambalaj gruplari arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
**], a,b,c: Ayni siitunda farkl kiiglik harfi alan giinler (ddnemler) arasi fark énemlidir (p<0.05)
***Ayni glinde (d6bnemde) ve ambalaj grubunda farkli italik harfi alan doz gruplari arasi fark énemlidir (p<0.05)

Yapilan arastirmalar, mantarin raf &mrindn
uzatiimasinda bazi kimyasal maddeler uygulandiktan
sonra degisik ambalaj materyalleri ile disUk sicaklikta
depolamanin uygun bir teknik olacagini géstermektedir.

Bu calismada, farkli ambalaj tipleri (acgikta,
polietilen, strec film) ile sitokinin uygulamalarinin (0, 5, 10,
15 ppm) mantarlarda yaglanmaya etkisi, agirlik kaybi (%),
renk degisimi (L*, C ve H), toplam fenolik, C vitamini ve
polifenoloksidaz enzim aktivitesi dlcim ve analizleri ile
belirlenmeye calisiimistir. Agikta, polietilien ambalajda ve
stre¢ filmde 0°C ve %90-95 nisbi nemde depolanan
Agaricus bisporus kiltir mantarinda depolama boyunca
agirlik kaybinda (%) meydana gelen degisimler Tablo 1
verilmistir. S6z konusu Tablo incelendiginde muhafaza
sureleri  uzadikga mantarlarin  ortalama  agirlik
kayiplarinin arttiyi gérilmektedir.

Modifiye atmosfer depolama calismasinda acikta
muhafaza edilen 0, 5, 10 ve 15 ppm organik sitokinin
uygulanan mantar 6rneklerinin 3. gundnde agirlik
kayiplar sirasiyla %6.925, 9.155, 7.370 ve 5,800 olarak
belirlenirken ayni uygulama érneklerinde depolama sonu
olan 9. gunde ise %26.700, 15.500, 14.780 ve 19.350
olarak belirlenmistir.

Polietilen = ambalajinda  depolanan  mantar
sapkalarinda benzer sekilde dizenli olarak agirlik
kaybinda artiglar gorulmustir. Depolamanin 3. giunde
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%1.720; 0.580; 0.130 ve 1.285 olan agirlik kayiplari ayni
siralama ile depolama sonunda %13.950; 0.875; 0.495 ve
1.640 olarak degisim gostermistir. Stre¢ filmle kaplanan
mantarda 3. gtinde gézlenen agirlik kaybi %0.575, 0.265,
0.325 ve 0.685 iken, depolamanin sonunda ise %1.895;
0.115; 0.130 ve 0.175 degerine ulasmistir. Tablo 1.'deki
verilerden de anlasilacagi gibi muhafaza baslangicindan
muhafaza sonuna kadar bitiin uygulama gruplarinda
agirhk  kaybinda artiglar  gdézlenmistir.  Modifiye
atmosferde depolanan mantarlarda 6zellikle streg¢ filme
kapli ambalajda agirlik kaybinin daha az dizeyde
olmasinin nedeni oksijenin dusuk ve karbondioksit daha
yuksek  dizeyde  tutarak  solunum siddetinin
azaltmasindan kaynaklandigi dusunutlmektedir (Kader,
1986; Salveit, 1997; Gorris ve Tausher, 1999). Modifiye
atmosfer paketleme (MAP) mantarlarin raf omrini
uzatmada etkili bir ydntem oldugu ve kayiplari azaltmasi
sebebiylede ekonomik agidan 6nemli uygulama (Tano ve
ark.,1999) oldugunu rapor etmesiyle bulgularimiz
benzerlik gbstermektedir.

Mantarlarda kararma kalite kriterleri agisindan en
6nemli kriterlerin basinda gelmektedir. Herhangi bir
uygulama olmaksizin agikta yapilan muhafaza ile streg ve
PE ile elde edilen modifiye atmosfer depolama L" degeri
acisindan kargilagtirildiginda en iyi rengi koruyan
uygulamanin 15 ppm uygulanan stre¢ filmle kaplanan


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461001681X#b0100
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orneklerde oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda
elde edilen L* degerlerinin pazarlanabilme acisindan
Lopez-Briones ve ark. (1992) yapmis oldugu calismada
L* degeri icin bildiriimis olan 80.000 degerinin tzerinde bir
seyir gostermistir. Boylece depolama sonunda denemeye
alinan mantar oOrneklerinin  L* degeri agisindan
pazarlanabilir ~ 6zelligini  kaybetmedidi  sOylenebilir.
Depolamadan 32 giin sonra bile CPPU (ticari sentetik
sitokinin) uygulamalarinda yanal kollardaki L* deg@erlerini
korumustur (Carvaial-Millan, 2001). Mantarlarda L*
degerindeki azalma (84.3 den 76.1) buyik olasilikla doku
yaslanmasina baghdir (Kim ve Hall 1976, Makhlouf ve
ark.,1989, Bastrash ve ark., 1993). Calismamamizda elde
edilen bulgularla benzerlik go6stermistir Meyve ve
sebzelerde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler serbest
radikalleri yakalayici antioksidatif etki gosteren guglu
antioksidanlar olarak bilinmektedir ve lipit
peroksidasyonunu katalizieme vyeteneginde olma
Ozelligindedirler (Kris-Etherton ve ark., 2002). Fenolik
bilesikler, bitkiler tarafindan normal gelisme sireci ile
enfeksiyon, yaralanma, UV ve radyasyon gibi stres
kosullarinda sentezlenen ikincil metabolitler olarak
bilinmektedir. Meyvelerin renk, burukluk ve lezzet gibi ya
da tat, koku gibi duyusal 06zellikleri ile oksidatif
stabilitesinde etkili olmalari ile bilinmektedirler. (Naczk ve
Shahidi, 2004). Toplam fenolikler agisindan ambalajlar ve
depolama sireleri arasinda istatistiksel olarak fark
clkmamis olsada her G¢ ambalajin 5 ppm sitokinin
ugulamasinda diger dozlara gére daha yulksek diizeyde
oldugu belirlenmistir. Hasat sonrasinda dayanim, hastalik
ve zararllarla mucadele uUzerinde etkili olan fenolik
bilesikler diizeyinin korunmasinda yaslanmay! erteleyen
sitokinin dozlari etkili oldugunu belirlenmigtir.

Calisma sonucunda, modifiye atmosferli depolama
kosullari ile sitokinin uygulamalarinin  depolama
siresince agirlik kaybi, sapka rengi, C vitamini kaybi,
toplam fenolik bilesik kaybi ve PPO enzim aktivitesinin
azalmasi agikta depolama kosullari ve kontrollere gére

Kaynaklar

daha etkili bulunmustur. Ozellikle sitokinin
uygulamalarinin kontrolle kiyaslandiginda agirlik kaybi
(%) acisindan etkin oldugu goérilmustir. Bunun sitokininin
yaslanma (zerine etkili bir buyimeyi diizenleyici madde
olmasindan kaynaklandigi dastnilmektedir.

Pek ¢cok sebzede enzimatik esmerlesmeye sebep
olan PPO enzimi ile etkilesime giren oksijen ve fenolik
bilesikler elemine edilebilir. Fakat isleme esnasinda
oksijenin ortadan kaldiriimasi zordur. Cunku oksijen
hemen hemen bitin ortamlarda mevcuttur (Walker,
1995; Mayer ve Harel, 1979; Va 'mos-Vigya'zo", 1981;
Vaughn ve ark., 1988; Walker ve Ferrar, 1998).
Uziimlerde CPPU uygulamasi ile hasattan sonra PPO
aktivitesi azalmistir. Enzimatik doku kararmasi, diger
dokulardaki hicre membranlarinin  yiksek CO:
konsantrasyonlarindaki hasarlarina bagldir. Normalde
hucresel kisimda yer alan fenolik bilesikler, oksijene
maruz kalmis ve bozulan hiicre membraninin serbest
biraktigi polifenol oksidaz enzimiyle oksitlenmis ve olusan
bu bilesikler kahverengi  pigmentleri meydana
getirmiglerdir (Tano ve ark., 2007).

Muhafaza sonunda hemen hemen bitiin ambalaj
ve uygulamalarda agirlik kaybi (%) ve PPO aktivitesinde
artis oldugu gortulurken, toplam fenolik bilesik miktarinda,
C vitamini miktarinda ve L* degerlerinde bir azalis
meydana geldigi gézlemlenmistir. Stre¢ film ile kaplanan
mantarlarin gerek acikta gerekse de polietilen
ambalajlarda muhafaza edilenlere gére agirlik kaybi (%)
ayni zamanda Agaricus bisporus mantar turinin PE ve
strecle kaplanmasi ile 9 giin suresince basarili bir sekilde
muhafazasinin mumkun olabilecegi sonucuna variimigtir.
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VE ARASTIRMA MERKEZi MUDURLUGU yayme: kurulus olarak belirtilmesi ve Bilimsel Dergiye
atifta bulunulmasi sartiyla izin verilir. Atif yapilirken Dergi Adi, Makale Adi, Yazar(lar)in Adi, Soyadi, Cilt No, Say1
No ve Y1l verilmelidir. Yayimlanan veya Yayima kabul edilmeyen makalelerle ilgili dSkiimanlar (fotograf, orijinal
sekil v.b.) karar tarihinden baslamak iizere bir yil siireyle S. U. Mantarcilik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Miidiirliigii tarafindan saklanir ve bu siirenin sonunda imha edilir. Ben/Biz, telif hakki ihlali nedeniyle
iigiincii sahislarca istenecek hak talebi veya agilacak davalarda S. U. Mantarcilik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Miidiirliigii ve Bilimsel Dergi Editorleri'nin higbir sorumlulugunun olmadigini, tiim sorumlulugun
yazarlara ait oldugunu taahhiit ederim/ederiz. Ayrica Ben/Biz makalede higbir su¢ unsuru veya kanuna aykiri ifade
bulunmadigini, arastirma yapilirken kanuna aykir1 herhangi bir malzeme ve yontem kullanmadigini taahhiit
ederim/ederiz. Telif Hakki Devri Formu tiim yazarlarca imzalanmalidir. Degisik kuruluslarda gérev yapan yazarlar
Telif Hakki Devri Formu'nda Dergi Adi, Makale Adi1 ve Yazar Adlar1 boliimleri doldurulmak sartiyla ayri ayri
imzalayarak sunabilirler. Buna ragmen tiim imzalar orijinal olmalidir.

IMZa.eeeeeeeeeeee Tarih.......oooon. IMZa...cooeeeeeeeeeeee, Tarih....oooeen.
LS Mo LS M e e
IMZa.ee e Tarih......coooen. IMZa..coeeeeeeeeeeee, Tarih....cooeen..
LS M e LS M e e
IMZa.ee e Tarih......coooenn. IMZa..eoeeeeeeee, Tarih....oooveen.
LS M e LS M e e




Principles of Articles

THE JOURNAL OF FUNGUS(e-SSN-2147-6845)is published by SELCUK UNIVERSITY MYCOLOGICAL
APPLICATION RESEARCH CENTER. The journal, which is a peer-reviewed journal, publishes original research
and review articles. The journal includes national or international research of results with respect to the field of
mycology.

Journal articles submitted for publication, after deciding for the eligibility in terms of issues to be published in
the journal by the editors, articles will be sent to relevant expertise in the field of scientific referees for evaluation.
Editorial Board decides whether it can be published or not in accordance with the referees decides and suggestions.
Galley Proof of the articles which is accepted for the publication is sent to the authors then final inspection is done.
The language of the journalis in Turkish and English.

Copyright Release Form on our website which must be signed by all authors and must be sent via post to
the correspondence address. If this form is not signed by all authors, the article will not be processed. All signatures
must be original.

To start the process of the Articles as soon as possible; Article and signed Copyright Release Form should
be sentto mantarcilik@gmail.com address as attachments via e-mail.

Articles preparation Rules

The article which will be accompanied with the Copyright Release Form, must be 1.5 spaced in A4 size, 3
cm each margins, 10 font size and in Arial text character. Articles should be written in Word 2003 or higher. Sections of
the article should be respectively like this:

For Article in Turkish

Turkish title, Name(s) of author(s) and their addresses, Turkish abstract, Turkish key words, English title,
English abstract, Key words, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, References.

For Article in English

English title, Name(s) of author(s) and their addresses, English abstract, Key words, Turkish title, Turkish
abstract, Turkish key words, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, References.

If necessary, authors may use sub-titles. The title of each section should be written in bold and the initial
letters should be written big on title. All the scientific names should be italicized in the text, if it take part in the title
should be both bold and italic. Genus and species names must first be supplied with the authors in their place. Then
other place names should be used only species names. Should be a blank line between sections.

Title: Title of Turkish articles should be 14 points. English title should be 12 points. Initial letters and
surname of the author's name must be greater. Address should be written under the name of the author. E-mail
address of corresponding author must be given. Academic qualifications are notincluded in the article.

Key words: Should consist of 4-10 words.

Introduction: Research topic as much as possible should be short and concise. The aim of the study
should also be indicated.

References: References in the text must be written in parentheses (name, date). References section
should be written as 9 points in alphabetical order. Names of books, articles and announcements initial letters should
be big and all of them should be italicized. Master's theses are not shown as a reference. Reference should be written
according to the following order.

For Article: Author's surname, first name initial, article title, journal name, volume number and page
number, year of publication (year in parentheses)

Aktas S., Kasik G., Dogan H.H., Oztiirk C., Two New Taxa Records for the Macrofungi of Turkey, Tr.J.of
Botany, 30 (4) 209-212 (2006).

For Books: Author's surname, first name initial, the title of the book, publisher, and year of publication of the
book (years in parentheses)

Kasik G., Oztiirk C., Dogan H.H., Aktas S., Demirel G., Mikoloji Laboratuvari, Marifet Ofset Matbaa ve
Kagitcilik, Konya(2005).

For Congress Book: Author's surname, first name initial, the article name, the name of scientific meetings,
the date, publishing house, page number, meeting place and year (year in parentheses)

Aktas S., Oztiirk C., Kagik G., Dogan H.H., Demirel G., Képriilii Kanyon Milli Parkinda (Antalya) Belirlenen
Makrofunguslar, XVII1. Ulusal Biyoloji Kongresi, 26-30 Haziran 2006, Nobel Yayin Dagitim, s.12-13,Kusadasi-Aydin
(2006).

Tables and figures: All images (photographs, drawings, graphs, maps, etc..) should be named as figure.
All figures and tables should be numbered consecutively in the text. The sizes of tables and figures 14-20 cm should
not be greater than. Figures must be original. Photos must be at least 600 dpi resolution or must be scanned.
Handwritten forms should not be used on figures. Figure name should be written under figure and should be 9 points.
Table name should be written on top of the table and should be 9 points.
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