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A new Genus, Schenella,
Addition to Turkish Mycota from Geastraceae

Hasan Huiseyin DOGAN
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Selguk University, Science Faculty, Biology department, Campus/Konya

Abstract: Schenella pityophila (Malencon & Riousset) Estrada & Lado was reported from
Mugla during field studies in 2017 as a new record for Turkish mycobiota. This species is
characterized by a hypogeous basidioma and the difference from the other genera of
Geastraceae is given by the gleba, constituted of small and black separate peridioles containing
the spores.

Key words: Biodiversity, macrofungi, new record, Schenella

Turkiye Mikotasina Geastraceae’den
Yeni Bir Cins, Schenella, llavesi

Oz: 2017 yihinda Mugla'da yapilan arazi galismalari sirasinda Schenella pityophila
(Malencon & Riousset) Estrada & Lado Tiirkiye mikobiyotasi igin yeni bir kayit olarak bulundu. Bu
tlr toprak alti bazidyoma ile karakterizedir ve Geastraceae'nin diger cinslerinden farki, sporlari
iceren kiigUk ve siyah pargali peridyollerin olusturdugu glebadir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, makromantarlar, yeni kayit, Schenella

Introduction Material and Methods

Schenella genus is represented by four species in Schenella specimens were collected in Mugla-
the world. First Schenella species was published as Kbéycegiz, Mindar agag, a part of 255, under P. nigra,
Schenella simplex T.Macbr. by Macbride (1911). Martin 37°03'778"N/28°56'097"E, 1259m, 19.06.2017, HD18442;
(1961) described second species of Schenella, S. Mugla-Koycegdiz, Kocacayir, a part of 120, P. nigra,
microspore G.W.Martin, then Pyrenogaster pityophilus 37°00'594"N/28°56'859"E, 1259m, 19.06.2017, HD18445,
Malencon & Riousset was published by Malencon and 18446. Colour photograph were taken and ecological
Riousset in 1977. Last Radiigera romana was published features were noted at the field. Some chemical reagents
by Quadracia (1996) and this species transferred to (Melzer; KOH in 10%, 5%, 3%, or 2% solutions; cotton
Pyrenogaster genus as Pyrenogaster romana (Quadracia) blue; IKI; etc.) were used for the macroscopic and
Calonge by Calonge in 1997. Estrada-Torres et al. (2005) microscopic studies. Peridium, spores and body sections
studied taxonomic position of these four species by were prepared and measured by light microscope (Leica
molecular method and they transferred Pyrenogaster DM 3000). The specimens were identified according to
genus to Schnella, according to their studies Radiigera Montecchi and Sarasini (2000), Gori (2005). New
and Pyrenogaster genera are synonym of Schenella recorded species was checked according to Sesli (2014),
genus and these four species were transferred to Akata and Uzun (2017), Akata (2017), Alli et al. (2017).
Schenella. The aim of this study is to contribute to Turkish
mycobiota
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Results

Basidiomycota

Geastraceae

Schenella pityophila (Malengon & Riousset) Estrada
& Lado [as 'pityophilus], Mycologia 97(1): 147 (2005),
Figures (1 and 2)

Description of the species was based from
Montecchi and Sarasini (2000).

Fruitbodies globose, 20-25 mm diam. (Fig 1 A),
hypogeous at first, then emerging from the soil; surface
white to dirty whitish, later slightly brownish, it is enveloped
by numerous remnants of the mycelial layer (Fig 2. A), also
arranged in rhizomorphs, concolorous.

Exoperidium 2-4 mm thick, constituted of three well
distinct layers: the external surface with a mycelial origin
(Fig 2. A), an intermediate part, thin and fibrous (Fig 2. B),
and last innermost part, thicker and fleshy, whitish in
section, with a pseudoparenchymatous structure (Fig 2.
C).

Endoperidium whitish, membranous, thin,
separable from the exoperidium, containing the gleba (Fig
2 D).

Gleba consisting of a basal roundish
pseudocolumella and of many peridioles radially arranged

between the columella and the endoperidium; peridioles
conical or bottle-shaped, about 3 x 1,5 mm, at first whitish,
hollow and lined by a regular hymenium (Fig 1 B), when
mature black and containing a powdery mass of spores
and capillitium, wrapped by a hard cortex which gradually
wears off for spore liberation.

Spores hyaline at first, with a rather thick wall,
ellipsoid, apple pip-like or ovoid and smooth at first, then
globose, dark brown, verrucose, 5.5-7.5 x 5-6 um when
ripe (Fig 2 E).

Discussion

The peridium of Schenella pityophila is in practice
equal to that of Geastrum species, in number and structure
of the various layers; completely peculiar is in contrast the
glebal organisation in peridioles, separate and dehiscent
when mature. The whole fruitbodies as well are dehiscent
at full maturity, so that peridioles just become free
(Montecchi and Sarasini 2000).

Until now, Geastraceae family is represented by
Geastrum (18 species), Myriostoma (M. coliforme) and
Sphaerobolus (S. stellatus) in Turkey. With this study
fourth Genus, Schenella, will be added Turkish mycota.

Figure 1. A-Mature basidioma, B-Basidioma and peridiols.
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Figure 2. A-Mycelial layer on exoperidium, B-Intermediate part on exoperidium,
C- pseudoparenchymatous structure on exoperidium, D-Endoperidium, E-Spores.
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Yenilebilen Yabani Mantar Morchella esculenta (L.) Pers.’nin
Besinsel Kalitesi ve Biyoaktif Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Hilal ACAY

*Corresponding Author: hilalacay@gmail.com

The University of Mardin Artuklu, School of Health,
Department of Nutrition and Dietetics, Mardin/Turkey,

Oz: Turkiye zengin ve yenilebilen bir makrofungus cesitlilgine sahiptir. Bu galisma,
Mardin’de dogal olarak yetisen Morchella esculenta (L.) Pers.nin kimyasal kompozisyonu, yag
asitleri, aminoasitleri ve biyoaktif 6zellikleri iceren parametreleri belirlemeyi amacglamaktadir.
Protein, karbonhidrat, yag, kul, diyet lif ve enerji icerikleri sirasiyla 20.64 g/100 g-dw, 75.1g/100
g, 3.25/100 g, 12.4 g/100 g, 30.4 g/100 g ve 4257 kcal/100 g, bulunmustur. Linoleik, oleik ve
palmitik asit gibi yag asitleri oldukg¢a fazlaydi. Temel amino asitler arasinda en yiiksek valindi ve
onu threonin takip etti. B-karoten-linoleic asit metoduyla en yiksek total antioksidan aktivite
metanol ekstraktinda belirlendi (67.21 mg/ml). En yiiksek DPPH radikalini giderme aktivitesi 89.22
mg/ml ile hekzan ektraktinda elde edildi. Diger taraftan, en ylksek antimikrobiyal aktivite
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ‘a kargl (10 mm) hekzan ekstraktinda elde edildi.
Sitotoksik aktivitenin potansiyelinin konsantrasyon ve eksraktlarin solvent tipine bagiml oldugu
bulunmustur. Etil asetat eksrakti 550 pg/ml (99.82 %) konsantrasyon degerinde (99.82 %) PC-
3 hicre hattina kargi  1C50 264.33 (pg/ml ) ile dnemli inhibisyon etkisi gdstermistir. Sonugta,
gunlik besin olarak kullanilan bu mantar yeni ilag gelistirmek icin ve kanser terapisinde bir gesit
tedavi kaynagi olabilir, ve ayrica, M. esculenta organik ekstraklari biyoaktiviteyi tesvik eden
maddeler icerebilir.

Anahtar kelimeler: Morchella esculenta, kimyasal, bioaktif 6zellikler, yabani mantarlar

Assessment Of The Nutritional Qualities And Bioactive Properties
Of The Wild Edible Mushroom Morchella esculenta (L.) Pers.

Abstract: Turkey has a rich and edible macrofungal diversity. This study aim to determinate
parameters that included the chemical composition, fatty acids, amino acids and bioactive
properties of Morchella esculenta which naturally grown in Mardin. Protein, carbohydrate, fat,
ash, dietary fiber and energy contents were found 20.64 g/100 g-dw, 75.1g/100 g, 3.25/100 g,
12.4 g/100 g, 30.4 g/100 g and 4257 kcal/100 g, respectively. Fatty acids such as linoleic, oleic
and palmitic acids were relatively abundant. Among the essential aminoacids valin was the
highest amount and this was followed by threonine. The highest total antioxidant activity by -
carotene-linoleic acid metod was identified in methanol extract (67.21 mg /ml). The highest DPPH
scavenging activity was obtained hexane extract with 89.22 mg/ml. On the other hand, the
highest antimicrobial activity was obtained against Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (10
mm) in hexane extract. It has been found that the potential of cytotoxic activity is depended on
concentration and solvent type of extracts. Ethyl acetate extract showed significant inhibitory
value at the concentrations of 550 pg/ml (99.82 %) against PC-3 cell lines with IC50 264.33
(ug/ml). Overall, the mushroom used as a daily nutrient could be a source for new drug
developments and a kind of treatment in cancer therapies, and also, organic extracts of M.
esculenta may contain substances that stimulate bioactivity.

Key words: Morchella esculenta, chemical, bioactive properties, wild mushrooms
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Giris

Dogal yenilebilir mantarlar bircok Asya Ulkesinde
geleneksel olarak besin ve ilag olarak kullaniimaktadir.
Esas olarak yabani mantarlarin mutfak ve ticari degerleri
tat ve aroma gibi kendi organoleptik 6zelliklerinden ve
ayrica zengin karbonhidrat, diyet lif, vitamin ve mineral ve
ilaveten yilksek oranda doymamis yag§ asidi iceriginden
kaynaklanmaktadir. Ylksek protein ve dugik yagd/ener;ji
miktari, yenilebilen yabani mantarlari dusuk kalorili
diyetlerde kullanmak icin harika bir besin kaynagi
yapmaktadir (Kalac, 2012; Ustiin, 2011; Diez ve Alvarez,
2001).

Morchella esculenta (L.) Pers tibbi ve besinsel
kalitesi icin son derece degerli bulunmakta ve bir sebze
veya fonksiyonel gida olarak dogal tiketiimektedir. Ayrica
Dinyada kanser, hipertansiyon , kanda kolesterol azlalgi
gibi hastaliklar icin ylUzyillardir kullaniimistir (Elmastas ve
ark., 2007; Wong ve Chye, 2009; Geng ve ark., 2009;
Kanwal ve Reddy, 2012).

M. esculenta’nin  sapka olusumu  Kuzey
Yarimkdrenin tliman, Avrupa, Kuzey Amerika ve Cin gibi
bélgelerinde yuksek oranda sinirlidir (O’'Donnell ve ark.,
2011; Du ve ark., 2012) ve hasat periyodu kisadir. Ticari
talep ve popularitesinin artmasindan dolay: ticari olarak
kiltire alinmakta ve Amerika, Meksika, Ttrkiye, Cin ve
Hindistan’'dan ihra¢ edilmektedir (Pilz ve ark., 2007; Taskin
ve ark., 2010). Mardin ‘de yo6re halki tarafindan fakirosk
olarak isimlendirilen bu tir Savur Mazidag ve Sirgtci
cevresinde toplanmakta ve tiiketiimektedir.

Sapkali mantarlarda bulunan fenolik bilesikler,
tokoferoller, poliketidler, steroidler, terpenler ve askorbik
asit gibi maddeler oksidatif hasari engellemede ve
antioksidan enzimleri aktive etmede kullanilabilen,
antioksidan etkisi oldugu bilinen kimyasallardir (Adebayo
ve ark., 2012, Preeti ve ark., 2012).

Bunun yani sira igeriklerindeki C, A vitaminleri ve 3-
karoten de gucli antioksidan etkisi olan molekullerdir
(Bobek ve Ozdin 1998, Jayakumar ve ark., 2007). Yapilan
bircok calisma mantarlarin antioksidan aktivitelerinin
yuksek oldugunu gostermektedir (Preeti ve ark., 2012).
Ayrica, deney havyanlari ile yapilan ¢alismalar sonucu
sentetik antioksidanlarin dlsUk dozlarinin  kanseri
engelleme o&zelligi gdsterdidi, ancak yuksek dozlarda
kullanildiklarinda karsinogeneze ve karaciger hasarina yol
actigi belirlenmistir. Bu durum da dogal antioksidanlara
olan ilgiyi arttirmigtir (Bobek ve Ozdin 1998, Khatua ve
ark., 2013, Kosanic¢ve ark., 2012).

Diger tarafta, Insan patojenik bakterilerinin
antibiyotik direnci dinya c¢apinda halk saghgd: sorunu
olmaya baslamistir (Finch, 2002; Harbarth and Samore,
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2005). Bu nedenledir ki antimikrobiyal aktivite gosteren
yeni maddelerin arastirimasi oncelik halini almistir
(Livermore, 2005). 1950 yilinda sapkali mantarlardan
agrocybin antibiyotiginin saflastirimasi ve tanimlanmasi
ile Basidiomycetes (yelerinin antimikrobiyal etkisi
gosterilmistir (Kavanagh ve ark., 1951). Diger bir halk
saghgi sorunu ise kanserdir. WHO, 2002 verilerine gore
yaklasik olarak 25 milyon insan bir kanser hastalidi ile
micadele etmekte ve yillik 10 milyon yeni vaka raporu
olustudu tahmin edilmektedir. Bu nedenle daha etkili yeni
antikanserojen maddelere talep artmaktadir (Lord and
Ashworth, 2010). Bazi Basidiomycota tirlerinin
bazidiyokarp, (Hu ve ark.., 2002) vejetatif miselyum (Hu ve
ark., 2002; Choi ve ark., 2004) ve sporlarinin (Fukuzawa
ve ark., 2008) organik ekstraktlarinin kanser hiicrelerine
kargi sitotoksik aktiviteleri bazi c¢alismalarda rapor
edilmigtir.

ilag ve nétrositiklerin gelisimi igin bir kaynak ve
fonksiyonel gida olarak mantarlarin kullanimiyla ilgili
verilerin azhdindan dolay! yenilebilen yabani mantarlarin
besinsel iceriklerinin ve antioksidan, antimikrobiyal ve
sitotoksik  biyoaktif  Ozelliklerinin  degerlendiriimesi
gerekmektedir. Bu c¢alisma, Mardin’"de dogal olarak
yetisen M. esculenta 'nin kimyasal kompozisyonu, yag
asitleri, aminoasitleri ve biyoaktif 6zellikleri iceren
parametreleri belirlemeyi amaglamaktadir.

Materyal ve Metot

Kullanilan Makrofungus

Calismada kullanilan M. esculenta 2016 Nisan-
Mayis aylarinda yapilan arazi c¢alismalarindan elde
edildi(Sekil 1). Tani makroskobik incelemeler, ekolojik
yapisal 6zelliklerle ilgili arazi ¢alismasi ve Mardin Artuklu
Universitesi Mikrobiyoloji-Biyokimya Arastirma
Laboratuvarr’nda saklanan Ornekler  kullanilarak
yapildiTurin tanisi yaygin olarak kullanilan anahtar ve
eserler (Chang and Miles (2004), Christensen (1981), Hall
ve ark. (2003) ve Laessoe ve Lincoff (1998)) vasitasiyla
yapildi ve Dicle Universitesi, Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Abdunnasir YILDIZ tarafindan gézden gegirildi.

Kullanilan Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivitelerini  test etmek igin
kullanilan; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC
19615 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus
subtilis ATCC 11774 standart bakteri suslari ile Candida
albicans ATCC 10231 suslari, Saghk Yuksekokulu
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuarinda mevcuttur.

96



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2018)9(2)95-105

Sekil 1. Morchella esculenta’nin kurutulmus érnekleri

Mantar Orneklerinin Besinsel igeriklerinin

Belirlenmesi ile ilgili Deneysel Calismalar

Mantar Orneginin; enerji, azot, kil, yad ve
karbonhidrat miktarlari literatlirde belirtilen yontemlere
gore yapildi (AOAC 1990; Erglin ve ark. 2004; Kirbag ve
Korkmaz 2014) Azot tayininde Gerhard marka Khejdahl
sistemi kullaniimistir. Enerji degeri IKA marka kalorimetre
kullanilarak tayin edilmistir. Kil tayininde Prother marka
kal  firmi kullanildi.  Diyet lif miktarir AOAC 993.21
yontemine gdre yapildi.

Mantar numunesindeki aminoasit konsantrasyonlari
HPLC ile Das ve ark. (2014) tarafindan Onerilen metot
kullanilarak &lguldi. Analizlerde Dionex marka HPLC
cihazi kullanildi. Her deney 3 defa tekrarlanmis olup,
sonuglar ortalama ve standart sapmalar ile birlikte
verilmigtir.

Yag Asidi Analizi

Yag asidi analizleri Folch ve ark. (1957)nin
methodu modifiye edilerek, Kagar ve ark. (2016) ‘ina gore
yapilmistir. Yag asitleri analizleri SHIMADZU GC 2010
PLUS model Gaz Kromatografisi cihazinda, alev
iyonizasyondedektori (FID) ve DB-23 (Bonded 50 %
cyanopropyl) (J & W Scientific, Folsom, CA, USA) kapiller

kolon (30m x 0.25mm i¢ capi x 0.25um film kalinhgr)
kullanildi. Ozetle, 5 gr kadar 6gutiilmiis mantar kloroform-
metanol (2:1v/v) karisimina konularak ekstrakte edildi.
Ornekteki total lipitler, ince tabaka kromatografisi ile
fosfolipit ve triacilgliserol fraksiyonlarina ayrildi. Total
lipitler; 80:20:1 oraninda petrol eteri-dietil eter-asetik asit
karisiminda yiratilmas, havada kuruyan Pleytler 2°7°
dikloroflorosein puskdrtilerek, lipit fraksiyonlari UV
lambasi altinda goéralir hale getirilmistir. Standartlar (yag
asitlerinin metil esterleri karisimi (Sigma-
AldrichChemicals)) yardimiyla saptanan fosfolipit ve
triacilgliserolfraksiyonuna ait bantlar kazilarak reaksiyon
tiplerine aktariimistir. Yag asitlerinin, yag asidi metil
esterlerine donlUsimu saglanarak hekzanla ekstrakte
edilen maddenin yag asitlerinin yliizde icerigi, gaz
kromatografi ile analiz edildi. Toplam yag asitleri miktarlari
bilgisayarda GC Solution (Versiyon 2.4) bilgisayar
programi ile elde edilmistir. Mantarlarin yag asitlerinin
yuzdelerinin karsilastirilmasinda SPSS 15 bilgisayar
program uygulandi. ki grubun yag asidi yiizdelerinin
karsilastiriimasi, t-testi ile yapildi. Ortalamalar arasi farki
saptamak icin Duncan’in (1955) “MultipleRange” testi
kullanildi. Yapilan istatistikler sonucu, veriler p<0.05
olmasi istatiksel olarak faklarin dnemli oldugu kabul edildi.
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Makrofunguslarin Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Mantar Oziitlerinin Elde Edilmesi

Oda sicakhiginda kurutulduktan sonra toz haline
getiriimis mantarlar 20 g’k maddeler alinarak beher
icerisinde 200 mL'lik hekzan bir gece boyunca
karnistirlmak  suretiyle  ekstraksiyon  gergeklestirilip
ardindan suzildu ve ikinci kez 200 mL hekzanla tekrar
ekstraksiyon gercgeklestirildi. Geriye kalan kisim 200 mL’lik
etilasetatla benzer sekilde ekstrakte edilip stzuldi. Son
olarak ayni islem 200 mL’lik metanol ile gergeklestirildikten
sonra hekzan etilasetat ve metanol ekstraktlari kendi
iclerinde birlestirilip kuruluga kadar rotary evaporatorde
¢ozlculeri ugurulmak suretiyle hekzan ekstrakti, etilasetat
ekstrakti ve metanol ekstraktlari elde edildi. Elde edilen
hekzan, etilasetat ve metanol ekstrakti daha sonra
kullaniimak Gzere derin dondurucuda saklandi.

Mantar Stoklarini Hazirlanmasi

Mantar turlerinden elde edilen hekzan, etilasetat, ve
metanol o6zitleri, deneylerde kullanilmak Uzere,
DMSO/Metanol (2/8) orani ile seyreltilerek 7 mg/mL
olacak sekilde stok ¢ozeltiler hazirlandi.

Antioksidan Aktivite Belirleme Testleri

Total Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi:

Mantar ekstraktlarinin  antioksidan aktivitesini
belirlemek icin Dapkevicius ve ark. (1998)'nin belirledigi -
karoten-linoleic asit metodu kullanildi. B-karoten/Linoleik
asit stok ¢dzeltisi hazirlamak amaciyla 0.5 mg (-karoten
1mL kloroform igerisinde ¢6zildi 25 pl linoleik asit ve 200
mg Tween 40 eklendi. Kloroform rotary evaporatdrde
40°C’de uguruldu. Sonra Uzerine oksijenle doyurulmus
100 ml destile su ilave edilerek iyice ¢alkalandi. 4.6 mL bu
reaksiyon karigimi test tlplerine aktarildi. Ve 0.4 mL
degisik konsantrasyonlarda (0.5, 2.5, 5.0 ve 10 mg/mL)
hekzan etilasetat ve metanol ekstraktalari eklendi ve
emilsiyon 2 saat 50°C’de inkibe edildi. Ayni islem
standartlar ve Kkor icin de vyapildi. Bu inkibasyon
siresinden sonra karisimin absorbasi 490 nm’de okundu.
Absorbans dlgumleri B-karoten rengi yokoluncya kadar
devam etti. B-karoten’nin ajarma orani (R) asagidaki
esitlie gbre hesaplandi

R=In(A/B)/t

A:Baslangi¢ absorbansi B: t suresibdeki absorbans
(t:30, 60, 90, 120 dakika)

Bu esitlikten inhibisyon degeri yani antioksidan
aktivite hesaplandi.

inhibisyon degeri= ((R kontrol-R numune)/ R
kontrol)x100

Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi:

Mantar ekstraktlarinin DPPH radikali sdndirme
aktiviteleri Blois (1958) metoduna goére spektrofotometrik
olarak yapildi. Her bir tipe 0.1 mM DPPH In farkli
cozeltilerinden 1'er mL alnarak, 3 mL'lik farkl
konsantrasyonlardaki (1-10 mg/mL) mantar ekstraktlarinin
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Uzerine ilave edildi. Tupler hizli bir sekilde sallandiktan
sonra 30 dakika oda sicaklidinda karanlikta inkibasyona
birakildi. Sonra 517 nm'de absorbanslar olgildd. Kor
¢ozeltisi icin 1 mL DPPH {zerine 3 mL etil alkol, kontrol
¢ozeltisi icin DPPH ¢ozeltisi kullanildi. Hazirlanan DPPH
¢Ozeltisi 517 nm'de maksimum absorbans gdsteren koyu
mor bir renk olusturur. Bu DPPH c¢dzeltisi antioksidan
maddeler igeren bir solisyona katildijinda koyu mor renk
zamanla rengini kaybetmeye baglar. Buda antioksidan
maddelerin DPPH radikalini séndirdigunin gostergesidir.
Absorbans degerindeki en hizli azalma en iyi antioksidan
potansiyelinin varligini belirlemektedir.

DPPH serbest radikali siplrme ylzdesi asagidaki
formile gore hesaplanmistir.

Yizde inhibisyon = (Ao— A1)/ Ao x 100

(Ao : Kontrol Absorbansi, A1 : Numune Absorbansi)

Siperoksit Radikali Giderme Aktivitesi:

Superoksit anyon radikali giderme aktivitesi Zhishen
ve ark (1999)inin riboflavin- metiyonin- 1s1k- NBT
metoduna goére yapildi. Konsantrasyonlari 0.1, 0.25, 0.5,
1.0 ve 2.0 mg seklinde hazirlanan mantar ekstraktlarinin
Uzerlerine toplam hacimleri 500 pL olacak sekilde 0.05
M'hk fosfat tamponu (pH: 7.8) ile 2.5 mL metiyonin (0.02
M), 0.02 mg riboflavin (3.10-% M) ve 0.05 mg NBT (0.01 M)
ilave edildi. Farkh konsantrasyonlardaki mantar
ekstraktlari igin ayri, icinde mantar ekstraktlarinin olmadigi
diger tum bilegiklerin bulundugu kér numuneler hazirlandi.
Koér numuneler karanlikta, digerleri flloresan isikta
25°C'de 25 dk. suresince bekletildi ve 560 nm’de kore
kargi absorbanslar olclldi. Kontrol olarak kullanilan
¢Ozelti de mantar ekstrakti hari¢ diger maddelerin ilave
edildigi ve flioresans isikta 25dk. bekletildi. Bu ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra koér numune karanhkta, digerleri
aliminyum folyo ile sariimis, icinde 20 W'lik bir flioresan
lamba bulunan kapali bir ortamda fliioresan lamba ile
reaktantlar arasinda uzakligin, aydinlanma siddetinin
4000 lix olacak sekilde ayarlandidi bir ortamda 25°C'de
25 dk. slresince bekletilip, ardindan numunelerin UV-Vis
spektroskopisi  kullanilarak 560 nm’de koére Kkarsi
absorbanslari él¢tldi. Her bir mantar ekstrakti igin ayri
ayri kér numuneler hazirlandi. Kor ¢ozeltisi igin tiplere 100
pl mg mantar ekstrakti, 2.5 mL fosfat tamponu, 2.5 mL
metiyonin, 20 pL riboflavin ve 50 pL NBT c¢dzeltisi
konularak karanlikta iki saat bekletildi.

Flavinin fotokimyasal olarak indirgenmesi sonucu
olusan sliperoksit anyon radikallerinin (O2) NBT'yi NBT+2
'ye (formazon) indirgemekte ve bu da karisimda mavi renk
olusumuna neden olmakta ve 560 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. iste antioksidan komponentler
superoksit anyon radikallerini  sondirerek NBT'nin
NBT*?'ye indirgenmesi Onlemekte ve mavi renk
olusumunu kapasiteleri nispetinde engellemektedirler.
Dolayisiyla 560 nm'deki absorbans degerinin azalmasi
antioksidan aktivitenin bir gostergesidir. Yizde inhibisyon
degerleri asagidaki formule gbre hesaplandi.
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Yuzde inhibisyon = (Ao— A1)/ Ao % 100
(Ao : Kontrol Absorbansi, A1: Numune Absorbansi)

Metal Selatlama Aktivitesi:

Mantar ekstraktlarinin metal selatlama aktiviteleri
Dinis ve ark. (1994) tarafindan belirlenen metotla yapildi.
Mantarin degisik konsantrasyonlarindaki (0.1, 0.25, 0.5,
0.75, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/mL) ekstraktlarinin her birinden
1'er mL alinarak 0.05 mL'lik 2mM'lik FeCl2 soliisyonuna
eklendi. Reaksiyon, 5 mMhk 0.2 mL ferrozine
(C20H13N4aNaOeS2) eklenmesiyle baslatildi. Toplam hacim
kullanilan ¢ézticti ile 5 mL'ye tamamlandiktan sonra ¢ozelti
hizli bir sekilde karistiriip, 10 dk. oda sicakhiginda
bekletildi. 562 nm'de absorbans degerler okundu. Kor igin
0.05 mL FeClz Uzerine toplam hacim 4 mL olacak kadar
¢b6zlcl eklendi. Standarta da (EDTA) ayni islemler
uygulandi. 562 nm’de spektrofotometrede dlgtimler alindi.
Kontrol ¢ézeltisi olarak, mantar ekstrakti eklenmeden 200
pL ferrozin (5 mM) Gizerine 50 uL FeCl2 (2 mM) ve 3.75 mL
¢cozici ilave edilip, 562 nm’'de spektrofotometrik olarak
Olcildi. Demir iyonlarinin indikatord olan ferrozinin demir
iyonlariyla kompleks olusturarak sollisyonun magenta
rengini almasina sebep olur ve bu sollisyon 562 nm'de
maksimum absorbans verir. Mantar ekstraktlarinin ve
standart antioksidant maddelerin aktiviteleri, ferrozin
molekiliyle rekabet edip ferrozin-Fe?* kompleks
olusumunu demir iyonlarini baglayarak veya olugan
komplekslerden demir iyonlarini baglayarak engellemesi
ve 562 nm'de maksimum absorbans veren rengin giderek
agarmasi ve absorbans degerinin giderek azalmasi
esasina dayanmaktadir. En disuk absorbans degeri en
yuksek demir iyonlarini baglama aktivitesini isaret
etmektedir. Asagidaki formille goére demir selatlama
yuzdeleri hesaplandi.

Demir selatlama ylzdesi = (Ao— A1)/ Ao x 100

(Ao : Kontrol Absorbansi, A1: Numune Absorbansi)

indirgeme Giicii Tayini

Mantar ekstraktlarinin indirgeyici glcu Oyaizu,
(1986)'ya gore belirlendi. 1-10mg/mL konsantrasyonlarda
hazirlanan mantar ekstraktlarinin ¢ézeltileri (1mL) lzerine
25 mL 200 mM potasyum hidrojen fosfat (KH2POs)
tamponu (pH: 6.6) ve %1'lik 2.5 mL potasyum ferrisiyantr
(KsFe(CN)e) c¢ozeltileri ilave edilerek 50°C'de 20 dakika
etlivde bekletildi. Etivden ¢ikartilan ¢ozeltiler Gzerine 2.5
mL %10'luk TCA ilave edilip ¢ozeltiler 200g'de 10 dakika
santrifij edilerek ¢ozeltinin sipernatanttan 2.5 mL alinip,
tzerine 2.5mL distile su ve 0.5mL % 0,1'lik FeCls (ferric
chloride) cozeltisi konularak UV-Vis spektroskopisinde
700 nm’de numunelerin absorbanslari él¢ildi. Standart
olarak kullanilan, butillenmis hidroksi anisol (BHA), trolox,
bitillenmis hidroksi toluen (BHT) askorbik asittede ayni
islemler uygulandi. Deneyde, kor ¢ozelti olarak da mantar
ekstrakti olmayan 2.5 mL fosfat tamponu (zerine 2.5 mL
KsFe(CN)s eklenerek 20 dakika 50°C'de bekletildikten
sonra bu c¢ozelti Gzerine 2.5 mL TCA eklenerek bu

karisimdan 1 ml alinip bu ¢oézelti tGzerine 1 ml FeCls
eklenerek hazirlandi. Ortamdaki antioksidanlarin varligi ve
indirgeyici guclerine bagl olarak 700 nm'deki absorbans
degerinin artmasi indirgeyici guicun gostergesidir.

Antimikrobiyal Aktivite Belirleme Testleri:

Antimikrobiyal  aktivite N.C.C.L.S. (National
Committee for Clinical Laboratory Standarts) kurallari
dikkate alinarak disk diflizyon testi ile belirlendi. Disk
diftizyon testi, Nutrient Agar ve Sabouraud Dextrose Agar
besiyeri  kullanilarak  yapildi.  Mikroorganizmalarin
asilanmasi islemi yapilmadan énce kati besiyerleri 35-36
°C"de 30 dakika inkiibasyona birakildi, kullanilan bakteri
suslari 30 mL Nutrient Broth besiyerinde, maya susu ise
20 mL Sabouraud Dextrose Broth besiyerine asilanarak,
37 °C'de 120 rpm“de su banyosunda inkibe edildi.
Sterilize edilmis ve 45-50 °C"ye kadar sogutulmus Nutrient
Agar ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA Merck)“dan 25%er
mL 9cm capindaki steril petri kutularina dékulerek dizgln
katilasmasi saglandi. Etiivde 37 °C’de bir gece bekletildi.
Su banyosuna birakilan bakteri (108 adet/mL) ve maya
(107 adet/mL) suslarinin buyyonlardaki kdiltirleri alinip
bunlardan 150 pL alinarak steril petri kutularina steril
pamuklu cubuklar yardimiyla dagitilarak besiyerine
homojen bir sekilde dagiimasi saglandi. 6 mm*lik steril bos
kagit disklere mantar (7mg/mL) ¢ozeltilerinden 30 L (210
pg/disk), emdirildi. Mantar ¢ozeltileri emdirilimis diskler
katilasan agar Uzerine hafifce bastirilarak yerlestirildi. Bu
sekilde hazirlanan petri kutulari etiivde 37 °C“de 24/48
saat inktbe edildi ve bu sire sonunda besiyeri lizerinde
olusan inhibisyon zon c¢aplari cetvel kullanilarak mm
olarak degerlendirildi.

Sitotoksik Etki Belirleme Testleri:

Mantarin sitotoksik etkisi Alley ve ark. 1998’inin
yontemine goére MTT testi kullanilarak PC-3 (prostat
kanseri) hicre dizisi Uzerinde degerlendirildi. MTT
¢cOzeltisi: 5 mg MTT, 1 ml divalent katyonlar (Ca++ ve
Mg++) icermeyen fosfat tampon c¢ozeltisi (CMFPBS)
(pH=7.0) icerisinde co6zindurdldi. Cozelti 4°C'de
karanlkta saklandi. PC-3 (CRL-1435, ATCC) hiicre
kalturd icin serumlu ortam:10 ml inaktive edilmis FBS
(%10), 1 ml penisilin (100 U)/streptomisin (100 pg/ml)
cozeltisi (%1) DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12) besiyeri ile 100 ml'ye
tamamlanarak hazirlandi. Galismada PC-3 hicreleri igin
her bir kuyucukta 200 pl ortam igcinde 105 hiicre olacak
sekilde 24 saatlik klltlr fazlari uygulandi. 96 kuyucuklu
mikroplaka 37°C ’'de %5 CO2 iceren nemlendirilmis
inkiibatorde 24 saat sure ile inkiube edildi. 24 saatin
sonunda 8 kanalli otomatik pipet kullanilarak kaltir ortami
kuyucuklardan uzaklastirildi. Kuyucuklara 50 pl PBS ilave
edilerek yikandi. Her bir kuyucuga 90 pl taze ortam
eklendi. Ardindan, MTT test icin 10 pl test maddesi %2
oraninda seyrelerek giden konsantrasyonlarda
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kuyucuklara uygulandi. Sitotoksisite testlerinde 7
konsantrasyon, her konsantrasyon icin 4 tekrar ve ayni
dizende 2. farkli bir giinde ¢alisiimak tzere toplam 8 kere
tekrar yapildi.

Mantar ile 37 °C 0C’'de %5 CO2de 24 saat sire ile
inkilbe edilen hidcre hattini iceren 96 kuyucuklu
mikroplakanin her kuyucuga 20 yl MTT ¢ozeltisi eklendi.
150 rpm’de 5 dk galkalandiktan sonra 2-3 saat sire ile 37
°C'de inkibe edildi. Kuyucuklardaki ustteki sivi atildi.
Kuyucuklara 100 ul DMSO ilave edildi. 150 rpm’de 5 dk
calkalandi. Olusan rengin siddeti 590 nm’de (670 nm
referans dalga boyuna karsi) 6l¢ildi. Test edilen bilesikler
ile solvent kontrol grubunun absorbans degeri
kiyaslanarak % cinsinden élen hicre sayisi (Inhibisyon
konsantrasyonu, IC) hesaplandi. Test drnegi yerine test
maddesinin  ¢Ozeltisini iceren kuyucuklarin  (solvent
kontrollerin) absorbans degerleri %100 canhligi gésterir.
Deneyde %1 olarak kullanilan DMSO’nun hicreler Gzerine
sitotoksik etki gostermedigi belirlendi. MTT testi igin 590
nm’deki absorbanslar 690 nm referans dalga boyuna karsi
olguldu. Her solvent kontrol ve 6rnek absorbansindan kor
absorbansi gikarilarak dizeltilmis absorbans degerleri
elde edildi. Bir mikroplakadaki tekrarlar icin absorbans
degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplama yapildi. Relatif
inhibisyon aktivitesi (IC) solvent kontoltiniin ylzdesi olarak
asagidaki formule gore hesaplandi;

% inhibisyon = 100 - (duzeltiimis ort. OD madde x
100 / dizeltilmis ort.OD solvent/pozitif kontrol)

MTT test icin solvent kontrol kullanilarak % canlilk
hesaplandi. Maruziyet konsantrasyonuna karsi %
inhibisyon egrisi ¢izildi. Egriden %50 inhibisyona karsilik
gelen konsantrasyon IC50 olarak belirlendi. Sitotoksik
aktivite ile ilgili calismalar istanbul Universitesi Eczacilik
Fakultesi Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Bulgular ve Tartisma

Yapilan arazi ¢galismasinda yore halkinin bu mantari
fakirosk olarak isimlendirdikleri ve mayis ayi igerisinde
tukettikleri belirlenmigtir. Yére halki bu mantarin Sultan
kéy (Mardin) civarindaki daglik alanlarda ¢obanlar
tarafindan toplanip pazarlarda satildigini anlatmislardir.

M. esculenta’nin  kimyasal kompozisyonuna
bakildiginda, protein, karbonhidrat, yag, kal, diyet lif ve
enerji igerikleri sirasiyla 20.64 g/100 g-dw, 75.1g/100 g,
3.25/100 g, 12.4 g/100 g, 30.4 g/100 g ve 4257 kcal/100 g,
bulunmustur (Tablo 1). Daha 6énce yapilan galismalarda
M. conica var. costata misellerinin azot, protein, yag ve kiil,
analiz sonuglar (Karaboz ve Oner, 1988) toplam azot
4.924, protein 30.78, yag 1.35, kdl 13.1 (% kuru madde)
olarak belirtilmigtir. Yapilan ¢alismada benzer sonuclar
elde edilmigtir. Szefer, 2007 yapti§i c¢alsmada,
mantarlarda protein, vitamin, karbonhidrat ve mineral gibi
besinsel iceriklerin varyete, antropogenik faktér , toprak
yapisi ve yetistigi bolgeye gore degisebildigini
belitmektedir.Yapilan c¢alismada elde edilen veriler
yapilan degerlendirmeyi desteklemektedir. Mantar temel

amino asitler arasinda en yiksek valin ardindan threonin
ve izoldsin icermektedir. (Tablo 2) FAO/WHO’'nun ideal
modeline gobre, kaliteli protein kaynaklarinda esansiyel
aminoasit miktarinin, total aminoasit miktarina orani
yaklasik olarak % 40 ve esansiyel aminoasit miktarinin,
esansiyel olmayan aminoasit miktarina orani %60’tir. M.
esculenta’nin  protein  degerlerinin  bu  stantartlara
yaklastigi agiktir.

M. esculenta’nin total lipit, triagilgliserol ve fosfolipit
fraksiyonundaki yag asitleri Tablo 3‘te degerlendirilmigtir.
Yapilan degerlendirme sonucunda linoleik, oleik ve
palmitik asit gibi yad asitleri olduk¢a fazla oldugu
gorllmektedir.  Yapilan literatir calismasinda M.
conica’nin yagasidi ve aminoasit icerigi ile ilgili
galismalarin sinirl oldugu gérilmektedir (Ustiin, 2011,
Kavishree a ve ark 2008, Vieira ve ark.2016) Ayrica
yapilan ¢calismalarin bir gogunun Gursoy ve ark.(2009) ‘nin
da belirttigi gibi M. esculenta Uzerine odaklandigi
gorulmektedir. Ozellikle, linoleik asidin yetiskinlerde
kardiovaskuler hastaliklari 6nlemede, bebeklerde ise
beyin ve retina gelisimini tesvik eden énemli bir rolt oldugu
veya DNA hasarini 6nledigi belirtiimektedir Simopoulos A
1991; Kiinsch ve ark. 1999; Kok ve ark. 2003)

M. esculenta’nin antioksidan aktivitesi; total
antioksidan aktivite, DPPH radikalini giderme aktivitesi,
metal gelatlama aktivitesi, sUperoksit anyon radikali
giderme aktivitesi, indirgeme gicl gibi parametrelere ()
g6re degerlendirildi. Tablo 4’e bakildiginda (-karoten-
linoleic asit metoduyla en yuksek total antioksidan aktivite
67.21 mg /ml olarak metanol ekstraktinda gortlmektedir.
En yiksek DPPH radikalini giderme aktivitesi 89.22 mg/ml
ile hekzan ekstraktinda elde edildi (Tablo 5). Siperoksit
anyon radikali giderme aktivitesine kontrol gruplariyla
karsilastirnildiginda 83,27mg/ml ile methanol
ekstraksiyonunda elde edildigi gorilmektedir (Tablo 6).
EDTA metal selatlama aktivitesi ¢calismasinda standart
olarak kullaniimigtir. En ylksek metal selatlama aktivitesi
87.47mg /ml ile etilasetat ekstraktlarindan elde edildi
(Tablo 7). Mantarlar icin yapilan antioksidan aktivite
testlerinden birgogunda konsantrasyon artikga aktivitenin
arttigr gorilmektedir( Tablo 4,5,6,7,8). Turkoglu ve ark.
(2006) yaptiklari c¢alismada; M. conica ‘nin farkl
konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesini % 82-96
olarak bulmuslardir. Ayrica; Gilrsoy ve ark.(2009)'nin
yaptiklari galismada M. conica’nin pozitif kontol olan BHT
(72.74 + 0.26% 0.1 mg ml™)den ¢ok gugclu radikal
suindurme aktivitesi (85.36+ 2.19% 4.5 mg ml 7) gosterdigi
belirtiimekdir. Yapilan galismada, M. esculenta’nin daha
iyi radikal séndirdiigu bulunmustur.

Diger taraftan, en yuksek antimikrobiyal aktivite
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (10 mm)’a karsi
etilasetatta ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ‘a
karsi (10 mm) hekzan ekstraktinda elde edilmigtir.
Escherichia coli ATCC 25922 ve Bacillus subtilis ATCC
11774 karsi antimilrobiyal aktivite gézlenmedi. (Tablo 9)
Ancak test edilen diger mikroorganizmalarda en iyi aktivite

98



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2018)9(2)95-105

daha ¢ok hegzan ve methanol ekstraktlarinda belirlendi.
Tarkoglu ve ark 2006 yaptiklar galismada, bu turln ticari
ilaclara kiyasla antimikrobiyal aktivite gdstermedigini
belirtmektedir. Ancak 6nceden belirtildidi gibi mantarlarin
antimikrobiyal etkilerinin oldudu (Sheena at al., 2003; Hur
et al., 2004; Ishikawa at al., 2001). ve M. esculenta’nin
enfeksiyon yapan mikroorganizmalara karsi blylimeyi
inhibe ettigi bulunmustur. Yapilan g¢alisma bu sonucu
desteklemektedir. Ayrica farkh organik solventlerin
inhibisyonu farkl etkiledigi bulunmustur.

Sitotoksik aktivitenin potansiyelinin konsantrasyon
ve eksraktlarin solvent tipine bagimh oldugu bulunmustur.
Etilasetat  eksrakti 550  pg/ml konsantrasyon
degerinde (99.82 % inhibisyon) PC-3 hilcre hattina karsi

ICs0 264.33 (ug/ml) degeri ile dnemli inhibisyon etkisi
gOstermistir Yapilan c¢alismada, sitotoksik aktivitenin
potansiyelinin konsantrasyon ve eksraktlarin solvent tipine
bagiml oldugu bulunmustur. Literatir ¢alismasinda bu
tirin PC-3 hicre hattina karsi  herhangi bir veriye
rastlanmamistir. PC-3 hiicre hattina karsi 1C50 264.33
(Mg/ml ) ile 6nemli inhibisyon etkisi gdstermistir. Bu tlrln
sitotoksik aktivite potansiyelinin oldugu acgiktir. Bu nedenle
bu konuda yapilacak ¢aligmalarin artmasi gerekmektedir.
Sonugcta, ginlik besin olarak kullanilan bu mantar
yeni ilag gelistirmek icin ve kanser terapisinde bir cesit
tedavi kaynag olabilir ve ayrica, M. esculenta’nin organik
ekstraklari biyoaktiviteyi tegvik eden maddeler igerebilir.

Tablo 1. M. esculenta’nin Besinsel icerigi * (Kuru Madde)

Mantar Eneriji Protein Yag Karbonhidrat | Diyet Lif Kl
(cal/100g) | (Nx4.17) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)
(9/100kg)
M. esculenta 4257+0,03 20,64+0,06 3.25+0,02 75.1+0,65 30.4+0,21 12.4+0,04

*Her bir deger ug¢ kez (n =3) tekrarlanmistir ve *+ standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir.

Tablo 2. M. esculenta’nin Amino Asit igerigi * (mg/100 g)

Mantar Lésin izolésin Lizin Metionin Fenilalanin | Treonin Triptofan Valin
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
M. esculenta | 0,13+0,02 | 1,68+0,97 | 0,17+0,01 | 0,21+0,02 | 0,63+0,01 | 3,44+0,50 | 0,05+0,01 | 3,82+0,54

*Her bir deger ug¢ kez (n =3) tekrarlanmistir ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir.
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Tablo 3- M. esculenta’nin Total Lipit, Triagilgliserol Ve Fosfolipit Fraksiyonundaki Yag Asitlerinin Yiizde icerigi

Yagasidi PL(ORT+S.H)' TG (ORT#S.H)* Total(ORT+S.H)"
C6:08 - - -

C8:0 - 0.02+0.01a -

C10:0 - - -

C12:0 0.02+0.01a 0.03+0.01b -

C14:0 0.20+0.02a 0.1620.03b 0.09+0.01c
C15:0 0.22+0.02a - 0.03+0.01b
C16:0 18.76%1.22a 15.27+1.04b 13.51+1.45¢
C17:0 0.09+0.02a - -

C18:0 2.71+0.56a 2.35+0.45a 2.3610.37a
C20:0 - - 0.06+0.02a
YSFA 22.0+1.55a 17.83+1.48b 16.08+1.06b
C16:1n-7 0.23+0.02a 0.30+0.04b 0.28+0.05b
C18:1n-9 13.07+1.00a 13.14+1.05a 13.43+1.56a
C20:1n-9 - - -

SMUFA 13.3+1.44a 13.44+1.95a 13.71+1.34a
C18:2n-6 64.16+2.30a 68.38+2.87b 70.01+2.06b
C18:3n-3 0.47+0.04a 0.30£0.02b 0.14+0.01c
YPUFA 64.63+2.40a 68.68+2.95b 70.15+3.40b

"Her veri 3 tekrarin ortalamasidir. Her tekrarda 3 enjeksiyon yapilmigtir.

§ her satirda ayni harflerle belirlenen veriler p>0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkl degildir.
S.H.: Standart hata, SFA: Doymus Yag Asitleri, MUFA: Tekli Doymamis Yag Asitleri, PUFA: Asirn Doymamis Yag Asitleri.
Total, Triagilgliserol ve Fosfolipitfraksiyonundaki yag asiti ylizdeleri kendi icinde degerlendirilmistir.

Tablo 4. M. esculenta’nin ve Pozitif Kontrollerin Total Antioksidan Aktiviteleri

Total Antioksidan Aktivite + SD (%)
Standart ve Mantarlar HEG EtOAC MeOH
BHT 69,04+ 0,52 66,13+0,12 69,04+0,09
Troloks 42,61 +0,14 52,08+0,32 59,43+0,18
Askorbik asit 63,71+ 0,62 63,71+1,26 63,71+0,26
BHA 69,49 + 0,35 69,46+0,09 64,82+0,32
M. esculenta 64,82 + 0,19 63,17+0,05 67,21+0,26

*Her bir deg@er ¢ kez (n =3) tekrarlanmistir ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmigtir.
BHA: Btillenmis hidroksi anisol; BHT: Bdtillenmis hidroksi toluen; HEG: Hekzan ekstrakti;
EtOAC: Etilasetat ekstrakti; MeOH: Metanol ekstrakti.
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% DPPH Radikal Giderme Aktivitesi*

9 . (mg/mL ekstrakt)
g S
5 7 1 2 5 10 15 20
= m
BHA 32.66£0.08  38.10x0.53 89.85:0.38 89.36+0.08 91.81+0.00 93.47+0.00
BHT 86.92+1.59  88.22+2.57 89.16+2.04 88.27+1.44 88.75+0.08 90.05+0.45
< Askorbikasit 92.55:1.07  9256:1.02 92.54+255 92513105 92.40+2.66 93.60+1.80
é Trolox 92.63+1.99  92.03+1.02 92.14+1.23 92.13+1.05 92.34+1.22 92.43+1.95
HEG 32.43+1.52 59.30:0.00 89.22+1.81 88.92+1.09 88.39+0.09 87.80+1.90
©
é EtOAC 35.70+0.81  34.80+0.63 75.25+1.61 87.20+1.27 86.34+1.18 84.67+1.08
(8]
(]
; MeOH 8.45+0.09  14.47+1.39 34.75:1.00 69.10+0.98 77.98+1.26 88.09+1.99

*Her bir deg@er ¢ kez (n =3) tekrarlanmistir ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir.

BHA: Bdtillenmis hidroksi anisol; BHT: Biitillenmis hidroksi toluen; HEG: Hekzan ekstrakti; EtOAC: Etilasetat ekstrakti; MeOH: Metanol ekstrakti

Tablo 6. M. esculenta’nin ve Pozitif Kontrollerin Stperoksit Anyon Radikali Giderme Aktiviteleri.

% Superoksitanyon Radikali Giderme Aktivitesi*

é - (mg/mL ekstrakt)
IS 8
s Iz 0,1 0,25 0,5 1,0 2,0
= Ll

BHA 48,86+0.18 58,04+0.53 58,82+0,51 62,19+1,02 70,34+0.00
_ BHT 30,92+0.59 45,58+0.57 62,39+1.04 70,21+2.40 82,93+3.08
% Askorbik asit  36,00+1.07 57,08+1.02 64,1942.50 66,11+1.05 68,58+2.06
S Trolox 38,36+0,09 52,40+1.12 60,35+1.23 79,58+2.05 82,74+3.22
. HEG 28,17+0.52 45,90+1.00 54,56+1.21 60,34+1.09 67,67+2.09
<
% EtOAc 20,59+0.81 33,33+0.03 49,99+1.01 66,86+1.32 75,67+1.18
(6]
0
; MeOH 58,04+1.09 58,83+1.39 62,19+1.20 70,34+2.08 83,27+2.26

*Her bir deg@er ¢ kez (n =3) tekrarlanmistir ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmigtir.
BHA: Butillenmis hidroksi anisol; BHT: Butillenmis hidroksi toluen; HEG: Hekzan ekstrakti;
EtOAC: Etilasetat ekstrakti; MeOH: Metanol ekstrakti.

101



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2018)9(2)95-105

Tablo 7. M. esculenta’nin ve Pozitif Kontrol EDTA’nin Farkli Konsantrasyonlarda % Metal Selatlama Kapasiteleri

% Metal Selatlama Kapasitesi*

-6 -
© = (mg/mL ekstrakt)
T =
c Y
g w 0.1 0.25 0.5 0.75 1.0 2.0 4,0
°
% EDTA  90,44+196 91.32+5.94 91.16+x0.62 91.46+0.04 91.53+0.47 91.30+0.04 91.18+0.04
X
© HEG 53,47£1,66 76.34x2.80 81.28+3.80 83.02+3.08 83.80+3.94 86.24+4.70 87.31+3.64
€
Qo
§ EtOAc 54,56+1,41 64.27+1.62 75.74+3.62 83.67+3.89 84.18+4.06 85.94+3.76 87.47+2.03
(O]
s
MeOH 59,92+1,85 63.23+x1.23 67.71+2.37 75.69+2.61 78.17+2.92 84.02+3.80 86.73+2.33

*Her bir deg@er ¢ kez (n =3) tekrarlanmistir ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmigtir.

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit; HEG: Hekzan ekstrakti; EtOAC: Etilasetat ekstrakti; MeOH: Metanol ekstrakti.

Tablo 8. M. esculenta’nin ve Pozitif Kontrollerin Farkli Konsantrasyonlarda Fe3*'ii Fe?*'ye Indirgeme Guicu.

Fe3"li Fe?"ye Indirgeme Giicii (A562 nm)*

e)

© —

§ é (mg/mL ekstrakt)

s g

= W 1 2,5 5 75 10

_ BHA 3,2040,08 3,44+0,03 3,12+0,08 3,74+0,08 3,23+0,00
= BHT 1,63+0,09 1,61+0,07 1,86%2,04 2,68+1,44 3,26+0,08
5 Askorbik asit 3,54+0,03 3,44+0,01 3,33+0,03 3,37+0,04 3,76+0,03
< Trolox 3,51+0,06 4,58+0,03 3,33+0,05 3,35+0,03 3,58+0,08
© HEG 0,44+0,52 0,77+0,00 1,07+0,81 1,44+0,09 1,53+0,09
g EtOAC 0,61+0,81 1,10+0,63 1,92+0,61 2,58+1,27 2,89+1,08
3

? MeOH 0,56+0,09 0,69+0,39 0,96+1,00 1,17+0,98 1,54+0,26
=

* Her bir deger ¢ kez (n =3) tekrarlanmistir ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir.
BHA: Butillenmis hidroksi anisol; BHT: Bitillenmis hidroksi toluen; HEG: Hekzan ekstrakti; EtOAC: Etilasetat ekstrakti; MeOH: Metanol ekstrakti.
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Tablo 9. M. esculenta’nin Denenen Mikroorganizmalar Uzerinde Olusturduklari Inhibisyon Zon Caplari.

Test Edilen

. . M. esculenta
Mikroorganizmalar

HEG EtOAc MeOH

Escherichia coli
ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Bacillus subtilis
ATCC 11774

10 8 5

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Streptococcus pyogenes 5
ATCC 19615

Candida albicans 9
ATCC 10231

HEG: Hekzan ekstrakti; EtOAC: Etilasetat ekstrakti; MeOH: Metanol ekstrakti; (—) aktif degil. 230 pg/6 mm kagit disk

Tablo 10. M. esculenta’nin Sitotoksik Aktiviteleri

Mantar tarleri Maruziyet % inhibisyon IC50 (pg/mL)
konsantrasyonu
(Mg/mL)
EtOAc MeOH EtOAc MeOH EtOAc MeOH
M. esculenta 550 850 99,825 30,091
275 - 38,215 -
137,5 - 30,588 - 264,33 -
68,75 - 26,110 -
34,38 - 24,080 -
17,19 - 3,159 -

EtOAC: Etilasetat ekstrakti; MeOH: Metanol ekstrakti; (-) hesaplanamadi.

Tesekkir ) Prof. Dr. Abdunnasir YILDIZ, i.U. Eczacilik Fakiiltesi,
Bu calisma MAU-SYO-04 nolu proje ile Mardin Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim (iyesi Prof.
Artuklu Universitesi tarafindan desteklenmistir. Ayrica Dr. Giil Ozhan’a tesekkiir ederiz.

katkilarindan dolayr Dicle Universitesi, 6gretim Uyesi
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Abstarct: Macrophoma strobi (Berk. & Broome) Berl. & Voglino has been identified on
fallen cones of Pinus sylvestris L. and it has been recorded first time for Turkey mycobiota. The
samples are deposited at the Ahi Evran University, Arts and Sciences Faculty, Mycology

Laboratory.

Key words: Biodiversity, Macrophoma, Microfungi, New record, Pinus sylvestris.

Tiirkiye Mikobiyotasi igin Yeni Bir Tur Kaydi:
Macrophoma strobi

Oz: Macrophoma strobi (Berk. & Broome) Berl. & Voglino, Pinus sylvestris L.'in dusen
kozalak pullari Gzerinde teshis edilmistir ve Turkiye mikobiyotasi igin yeni kayittir. Ornekler Ahi
Evran Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiltesi, Mikoloji Laboratuvarinda muhafaza edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, Macrophoma, Mikromantar, Yeni kayit, Pinus sylvestris.

Introduction

The micromycobiota of Turkey has not been
extensively investigated and most of the studies deal
with powdery mildews and rust fungi (Erysiphales and
Pucciniales). A limited number of studies on microfungi
are mostly related to agricultural and partly wild
herbaceous plants (Bremer et al., 1952; Petrak, 1953;
Karel, 1958; Karaca, 1960; Gobelez, 1963; Oner et al.,
1974; Tamer et al., 1987; 1989; 1990; 1998; Kabaktepe
and Bahgecioglu, 2005). In the last nineteen years
research on these fungi have greatly increased in the
country (Huseyinov and Selguk, 1999; Hiseyin and
Selcuk, 2001; Huseyinov and Selcuk, 2001; Huseyin and
Selguk, 2002a; 2002b; Selcuk et al., 2003; Mel'nik et al.,
2004; Huseyin et al., 2005; Sel¢uk et al., 2009; Selcuk et
al., 2012a; 2012b; Hiseyin and Selcuk, 2014; Selcuk
and Ekici, 2014; Sel¢uk and Huseyin, 2014; Selguk et.al.,
2014; Vasighzadeh et al., 2014; Akgul et al., 2011; 2015;
Huseyin et al., 2016; Huseyin and Selcuk, 2016; Selcuk
et al., 2016).

Material and Method

The microfungus sample was collected during
periodic mycological excursions from the Kaman district,
Kirsehir Province in May 2013. It was transferred to the
laboratory and microscopic investigations were carried
out. The collections were examined in distilled water and
for photomicrographs Olympus BX 53 with Olympus DP
22 digi-CAM (Japan) research microscope (Axio imager
2 equipped with Nomarski differential interference
contrast optics) was used. The specimens were
identified with the help of Grove (1935), Streets (1984),
and Barnett and Hunter (1998). The host plant was
identified using the “Flora of Turkey and East Aegean
Islands” (Davis, 1965-85). The current names of taxa are
given according to Index Fungorum (Url 1). The author
names follow Kirk et al. (2008). The sample is deposited
at the Ahi Evran University, Arts and Sciences Faculty,
Mycology laboratory, in Kirgehir province.

106



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2018)9(2)106-109

Results

Identified species is given below with it's systematic,
current name, identified source, description, parts of plant
that it's growth on, collected locality, coordinate, altitude,
date, collector & deposited number, and synonyms.

Ascomycota

Pezizomycotina

Dothideomycetes

Botryosphaeriales

Botryosphaeriaceae

Macrophoma (Sacc.) Berl. & Voglino

Macrophoma strobi (Berk. & Broome) Berl. &
Voglino ,Figs 1.

[Grove, 1935: 128; Streets, 1984: 7.11; Barnett and
Hunter, 1998: 164]

Conidiomata pycnidial, scattered or subgregarious,
immersed, globose, black, about 140-245 pm diam.
Ostiole lenght and shining papilla. Conidia cylindrical,
straight, rounded at the apex, and sometimes biguttulate
at the apex, 11.3-13.5 x 2.2-3.25 ym.

On fallen cones of Pinus sylvestris L., Kirgehir
province, Kaman district, around the Japan garden, 1077
m a.s.l,, 39° 20’ 702"N, 33° 47’ 381"E, 07.5.2013. TG.
0116.

Discussion

M.strobi and it's synonyms were identified on
needles of some coniferous trees, but it shouldn't be
forgotten that “strobi” as epithet refers to cone. To put it
simply, the fungus generally caulicolous, foliicolous, or
conecolous, but we found it as conecolous.

There is every reason to believe that this is merely
an early state of Diplodina strobi Grove, before the septum
is developed (Grove, 1935).

M. strobi has been recorded first time for Turkey
mycobiota.

Synonyms of M. strobi that are:

Sphaeropsis strobi Berk. & Broome, Ann. Mag. Nat.
Hist., Ser. 2(5): 375 (1850).

Phoma strobi (Berk. & Broome) Sacc., Syll. Fung.
(Abellini) 3: 101 (1884).

Diplodina strobi (Berk. & Broome) Grove, British
Stem- and Leaf-Fungi (Coelomycetes) (Cambridge) 1: 336
(1935).

Discella strobi (Berk. & Broome) M. Morelet, Ann.
Soc. Sci. Nat. Arch. Toulon et du Var 204: 8 (1973).

Sirococcus strobi (Berk. & Broome) M. Morelet,
Ann. Soc. Sci. Nat. Arch. Toulon et du Var 205: 9 (1973).

Figs 1. M. strobi: a Infected pine cone; b Pycnidia on scale of a cone; ¢ Vertical section of a conidioma; d A part of pycnidial
generative wall; e-h Conidia. (Scale bar: c: 45 ym, d: 50 ym, e-g:16 ym, h: 27 pm.
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Figs 1: (Continued)
M. strobi: a Infected pine cone; b Pycnidia on scale of a cone; ¢ Vertical section of a conidioma; d A part of pycnidial
generative wall; e-h Conidia. (Scale bar: c: 45 ym, d: 50 ym, e-g:16 ym, h: 27 ym.
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Abstract: In this study, Suillus lakei (Murrill) A.H. Sm. & Thiers) was reported for the first
time from Turkey. This species is characterized by its ectomycorrhizal features and the
occurrence under Pseudotsuga menziesii (Douglas fir). Besides conventional identification
methods, molecular methods (ITS rDNA) were also used and results were uploaded to GenBank.
According to the Genbank results, our species shows 99% similarity to other data related to
Suillus lakei. A short description with molecular analysis were given in the text and the results
discussed briefly.

Key words: Suillus lakei, Douglas fir, ITs, new record, Turkey
Suillus lakei, Tiirkiye Mikobiyotasi igin ilging Bir Kayit

Oz: Bu galismada, Suillus lakei (Murrill) A.H. Sm. & Thiers Tirkiye’'den ilk defa rapor
edilmistir. Bu tur, ektomikorhizal 6zellikleri ve Pseudotsuga menziesii (Douglas gdknari) altinda
yayilis gostermesi ile karakterize edilir. Geleneksel tanimlama yontemlerinin yani sira molekiiler
yontemler de (ITS rDNA) kullaniimis ve sonuglar GenBank'a yiklenmistir. Genbank sonuglarina
gore, orneklerimiz Suillus lakei ile ilgili diger verilere %99 benzerlik gdstermektedir. Metinde

molekiler analizlerle birlikte kisa bir tanimlama verilmis ve sonuglar kisaca tartisiimistir.

Anahtar kelimeler: Suillus lakei, Douglas goknari, ITs, yeni kayit, Turkiye

Introduction

Suillus includes approximately 50 species that form
ectomycorrhizal relations mainly with Pine trees (Kirk et
al., 2008). Even though Suillus members are mostly
distributed in northern temperate regions, some of them
have also been reported in southern hemisphere (Sarwar
and Khalid, 2014).

Suillus lakei, commonly known as The Western Painted
Suillus, forms ectomycorrhizal associations with Douglas
fir and its fructifications could easily be observed on the
ground in summer and autumn (Szczepkowski and
Olenderek, 2017). The species is characterized by its dry,
dark red to reddish-brown, fibrillose or scaly pileus, dingy
yellow to ochre pores discolouring reddish brown when
bruised, equal to slightly clavate, firm and solid stipe
usually with veil (Arora, 1986).

According to checklist on Turkish macrofungi (Sesli and
Denchev, 2008), 11 Suillus species (S. bellinii (Inzenga)
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Kuntze, S. boudieri (Quél) Kuntze, S. bovinus (L.)
Roussel, S. collinitus (Fr.) Kuntze, S. flavidus (Fr.) J. Presl,
S. granulatus (L.) Roussel, S. grevillei (Klotzsch) Singer,
S. luteus (L.) Roussel, S. placidus (Bonord.) Singer, S.
spraguei (Berk. & M.A.Curtis) Kuntze and S. variegatus
(Sw.) Richon & Roze) have thus far been reported from
Turkey. But there is no record of S. lakei for Turkish
mycobiota.

The aim of this study is to make a contribution to the
Turkish mycobiota.

Materials and methods

Morphological study

Suillus samples were collected from istanbul and Kocaeli
provinces between 2014 and 2015. During field studies,
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macroscopic and ecological characteristics were noted
and they were photographed in their natural habitats. In
the  herbarium, macroscopic and  microscopic
investigations and micro-chemical reactions were carried
out. Reagents such as melzer’'s reagent, 5% KOH, 10%
NH4OH, H2S04, congo red etc. were used. ldentification
was performed according to the current literature (Assyov
et al.,, 2006; Barroetavefia, 2007; Lavorato, 1999; Myra
and Grace, 1986; Zahradka, 2005). Identified samples were
kept in Mushroom Application and Research Centre
Fungarium, Selcuk University.

Molecular study

Total genomic DNA isolation was carried out from dried
samples by following the procedures of Eurx Genematrix
Plant & Fungi DNA Purification Kit with small
modifications. ITS1F-ITS4R primers were used for the
amplification of ITS rDNA region (White et al., 1990). PCR
conditions were set as follows: 94°C for 5 min, followed by
30 cycles of 30s at 94°C, 45s at 53°C, 60s at 72°C and a
final extension of 10 min at 72°C. PCR amplifications were
verified by electrophoresis on a 1.5% agarose gel. DNA
sequence analyses of successful amplifications were
performed by BMLabosis. Maximum Likelihood (ML) and
Maximum Parsimony (MP) phylogenetic trees were drawn
in MEGA7.0 by aligning the sequences in Sequencher
version 5.4.5 (Gene Codes, Ann Arbor, MI).

Results

Suillaceae Besl & Bresinsky

Suillus lakei (Murrill) A.H. Sm. & Thiers (1964), (Figure
1,2).

Syn.: Boletinus lakei (Murrill) Singer (1945), Boletinus
lakei subsp. landkammeri (Pilat & Svrcek) Pilat & Dermek
(1974), Boletinus landkammeri (Pilat & Svréek) Bon
(1986), Boletus lakei Murrill (1912), Boletus tridentinus
subsp. landkammeri Pilat & Svréek (1949), Ixocomus lakei
(Murrill) Singer (1942), Suillus lakei var. calabrus Lavorato
(2000), Suillus lakei var. landkammeri (Pilat & Svréek) H.
Engel & Klofac (1996), Suillus lakei var. pseudopictus A.H.
Sm. & Thiers (1964).

Macroscopic features

Pileus 70-110 mm across, broadly convex at first, later
plane, margin incurved and often with veil remnants,
surface fibrillose to scaly, reddish-brown to pinkish-brown
on a yellowish to dingy orange background. Tubes adnate
to decurrent, yellow to dingy yellow. Pores angular, yellow
when young, later dingy yellow to ochre, discolouring
reddish brown to brownish when bruised (Figure 1). Stipe
40-70 x 10-20 mm, cylindrical to clavate, solid, firm, yellow
at apex, with reddish-brown fibrils on lower part. Flesh
thick, yellow, discolouring pinkish-red when bruised,
Odour and taste not distinctive. Veil thin, membranous
white to pale yellow.

Microscopic features

Basidia 25-30 x 9-10 um, clavate, 2 to 4 spored (Figure
2a). Spores 8-9 x 3-4 um, elliptic to subfusiform, thick-
walled and smooth (Figure 2b). Pleurocystidia 40-60 x 9-
10 um, abundant to numerous and subclavate (Figure
3c,d). Cheilocystidia similar to  pleurocystidia.
Caulocystidia 70-80 x 10-14 um, cylindrical to subclavate
(Figure  2e). Pileipellis interwoven,  floccose,
homogenous, terminal cells 6-12 um broad (Figure 2f).

Ecology: Summer to autumn, on poor and exposed solil
associated with Douglas fir (Arora, 1986).

Distribution: Reported in Europe (Bosnha and
Herzegovina, Bulgaria, Denmark, England, Germany,
Hungary, Italy, Poland, Slovakia and The Czech
Republic,), America (Argentina, Chile and USA) and New
Zealand (Assyov et al., 2006; Barroetaveia, 2007,
Lavorato, 1999; Myra and Grace, 1986; Valenzuela and
Esteve-Raventos, 1999; Vasas and Albert, 1990).

Material examined: TURKEY—Istanbul: Belgrad Forest,
Atatlrk Arboretum, under Pseudotsuga menziesii (Mirb.)
Franco (planted Douglas fir), 41°10'N - 28°59'E, 130m,
27.09.2015, AKATA 6278; Kocaeli: Masukiye, Sislivadi,
under (planted Douglas fir), 40°39'N-30°07'E, 1200m,
25.10.2014, HHDOGAN 15048.

Phylogenetic affiliation

Maximum Likelihood (ML) and Maximum Parsimony
(MP) analyses

The evolutionary history was inferred by using the
Maximum Likelihood and Maximum Parsimony methods
(Figure 3). 35 nucleotide sequences were used for the
analyses. The highest log likelihood of the tree was -
1702.74 and length of 6 most parsimonious trees was 207.
The consistency, the retention and the composite indexes
were 0.670968, 0.894191 and 0.673883 for all sites and
parsimony-informative sites, respectively. The percentage
of trees was shown next to the branches. All positions
containing gaps and missing data were eliminated. In the
final dataset, there were a total of 440 positions. Shared
branch length (SBL) and Transitions/Transversions
(Ts/Tv) values were 0.51578639 and 1.6630, respectively.
The average values for bases T, C, A and G (%) of
sequences which used in the phylogenetic tree were 27.7,
23.7, 22.3 and 26.3, respectively (Table 1).

Discussion

Suillus lakei could be confused with S. caerulescens A.H.
Sm. & Thiers and S. ponderosus A.H. Sm. & Thiers in
terms of morphology and ecology. S. lakei, S.
caerulescens and S. ponderosus are ectomycorrhizal with
Douglas fir, while S. imitatus grows in mixed conifer forest,
commonly associate with spruce. S. caerulescens differs
from S.lakei by its more orangish pileus and slightly shorter
spores.
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Figure 1. Suillus lakei: a, b-basidiomata.
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20 m

Figure 2. Suillus lakei: a-basidia. b-spores. ¢, d- pleurocystidium. e- caulocystidium. f- pileipellis
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Table 1. Taxa, their accession number and T, C, A, G bases percentages (%) obtained from Genbank

Taxon Location T C A G Sequence ITS Genbank
Length (bp) Accession
Rhizopogon luteolus UK 321 186 259 234 791 JQ888192
Suillus tridentinus Germany 28.0 239 216 26.6 644 L54082
Suillus tridentinus Italy 279 246 209 26.6 632 GU181836
Suillus grisellus USA 277 237 227 259 679 KX230585
Suillus grisellus USA 277 238 226 259 668 KX213732
Suillus laricinus Not available 26.5 23.7 239 259 811 LC029032
Suillus viscidus Korean 276 240 223 26.1 637 KJ415106
Suillus elbenis USA 276 232 224 268 608 KX230646
Suillus elbenis USA 274 232 225 269 609 KX230588
Suillus viscidus Italy 276 248 213 26.3 456 JF908727
Suillus viscidus Not available 28.2 243 214 26.2 544 JF908723
Suillus cf. laricinus Nepal 281 243 216 260 643 L54120
Suillus lariciphilus India 284 252 20.7 257 580 KJ778009
Suillus clintonianus USA 280 228 228 264 711 KX230616
Suillus clintonianus USA 27.7 23.0 228 265 710 KX230615
Suillus grevillei Potugal 27.8 234 221 26.7 693 HM347659
Suillus grevillei Sweden 274 231 218 277 628 EF493260
Suillus cavipes USA 269 246 21.7 26.8 647 L54119
Suillus cavipes Not available 26.1 23.9 23.2 26.9 830 JF899572
Suillus cavipes China 272 241 229 258 717 AF166506
Suillus cavipes China 26.6 240 229 265 721 AF166505
Suillus asiaticus Finland 273 253 213 26.1 630 L54090
Suillus asiaticus China 268 242 227 264 724 AF166504
Suillus ponderorus USA 26.7 240 227 26.7 724 JQ958326
Suillus ponderorus USA 265 239 229 267 716 JQ958325
Suillus caerulescens USA 278 248 212 26.2 641 KX213728
Suillus caerulescens USA 279 239 216 26.7 524 JQ958310
Suillus lakei USA 274 237 223 265 679 KX213727
Suillus lakei USA 276 241 218 265 675 KX230607
Suillus lakei USA 271 239 219 270 691 DQ365643
Suillus lakei USA 27.7 239 218 26.6 675 KX230593
Suillus lakei USA 274 241 219 265 677 KX230610
Suillus lakei USA 275 241 219 265 677 KX213757
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JQ888192 Rhizopogon luteoius
1001100| 124082 Suillus tricentinus
lGU181836 Suillus tridentinus
o6/90|1KX230585 Suillus grisellus
KX213732 Suillus grisellus

LC028032 Suillus laricinus

991891k 1415106 Suillus viscidus
KX230646 Suillus elbensis

KX230588 Suillus elbensis

JFO08727 Suillus viscidus

JFO08723 Suillus viscidus

L54120 Suillus cf. faricinus
KJ778008 Suillus lariciphilus

7972

-/56

52/
75/5§|_7 KX230616 Suillus clintoniants

88/87 KX230615 Suillus clintonianus
99/00|FIM347639 Suillus grevilei

EF493260 Suilius grevillel
L54119 Suillus cavipes
JFB899572 Sufllus cavipes

AF166506 Suilitis cavipes
9788 AF166505 Suillus cavipes

gomg FL24090 Suillus asiaticus
AF166504 Suillus asiaticus

62/51

62/-

99/99 | JQIG8B326 Suilius ponderasus
JQO58325 Suillus ponderosus

99/97| KX213728 Suillus caerulescens
9rigs JQ958310 Suilius caerulescens
MG279700 Suiflus lakei
94/38
MG279701 Suiflus lakei
KX213727 Suilius lakei

9619 | KX230607 Suillus lakei

DQ365643 Suillus fakei
87/62 | KX230293 Suillus lakei

KX230610 Suillus iake
885671 013757 Suillus lakei

10

Figure 3. ITS Maximum Parsimony (MP) Tree of Suillus lakei in this study and other Suillus species in Suillaceae family
selected from GenBank. Rhizopogon luteolus was used as outgroup. Support values (MP/ML bootstrap percentages) were
shown next to the branches. The percentages >50% were shown. Suillus lakei sequences in the present study were shown
as bold in the phylogenetic tree.
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When the Genbank database was searched, there were Colorado (USA) (Accession no KX213727, KX213727,

17 sequences (14 ITS and one atp6, SSU and LSU for KX230607, DQ365643, KX230593, KX230610,
each) in total for S. lakei. KX213757).
In this study, 2 new ITS rDNA sequences belong to

S. lakei were added to the Genbak database. When the Acknowledgements

ITS rDNA gene sequences of S. lakei samples collected We would like to thank The Scientific and
from different regions of Turkey (Istanbul and Kocaeli) Technological Research Council of Turkey (TUBITAK,
were compared with the sequences of samples in the TBAG 112T136) and Ankara University Research Funding
Genbank database, it showed 99% similarity with ITS Unit (Project no: 15H0430001) for their financial support.

rDNA gene sequences of samples from California and
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Mantarlardan Elde Edilen Alkaloitler

Busra FENDOGLU?, Ayse KURUUZUM-UZ?, Didem SOHRETOGLU*!

Sorumlu yazar:didems@hacettepe.edu.tr
1Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakdiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali, Ankara, 06100

Oz: Mantarlar (makrofunguslar) besin kaynagi ve ilag olarak 6zellikle Dogu Asya'da
yuzyillardir diyetin bir pargasidir. Son zamanlarda Uzerlerinde yapilan g¢alismalarin sayisinin
artmasi nedeniyle mantarlarin ve ekstrelerinin tibbi amagla kullanimi daha popdler hale gelmistir.
Mantarlar ¢odunlukla polisakkaritler, terpenler ve steroller tagsimaktadir. Alkaloitler ¢ok dusuk
dozlarda bile biyoaktif etki gosterirler ve genellikle Angiospermlerde bulunurlar. Bu grup
bilesiklerin makrofunguslarda bulunuslari oldukga sinirlidir ve haklarinda polisakkaritler ya da
terpenler gibi diger bilesiklerin mantarlarda yayiliglari kadar detayli bilgi yoktur. Bu derlemede,
mantarlarda bulunan alkaloitlerin dagilimi ve biyoaktivitelerine odaklandik.

Anahtar kelimeler: makrofungus, alkaloit, Mycena, psilosibin, erinaserin, piriferin

Alkaloids from Mushrooms

Abstract: Mushrooms (macrofungi) are a part of the human diet as a source of both food
and medicine for centuries especially in East-Asia. The use of mushrooms and their extracts for
medicinal purposes became more popular due to increasing number of research conducting on
them recently. They predominantly contain polysaccharides, terpenes and sterols. Alkaloids
exhibits bioactive effects even in very small doses and mainly distributed in Angiosperms. Their
occurrences in macrofungi is very limited and not very-well documented as much as other
constituents like polysaccharides or terpenes. In this review, we focused on distribution and

Ekim(2018)9(2)117-125

Derleme

Do0i:10.30708/mantar.415589

bioactivities of mushroom alkaloids.

Key words: macrofungi, alkaloid, Mycena, psilocybin, erinacerin, pyriferine

Giris

Alkaloitler, dodal kaynaklardan elde edilen, g¢ok
disiUk dozlarda kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik etki
gOsterebilen, aminoasitlerden tireyen, genellikle halka
icinde bir veya daha fazla azot atomu tasiyan, az veya gok
bazik &zellikteki maddelerdir. Dodada genellikle tuz
halinde bulunan bu maddelere gercek alkaloitler adi
verilirken, aminoasit tiirevi olmayanlara psddoalkaloit, azot
atomu heterosiklik halkanin pargasi olmayanlara ise
protoalkaloit adi verilir. Alkaloitller, esas olarak
Angiospermlerde bulunurken mantarlar, Pteridophytalar
ve bakterilerde de nadir olarak bulunmaktadirlar (Dewick,
2002; Heinrich ve ark., 2012).

Mantarlar, hem besin kaynadi olarak hem de
geleneksel tedavide énemli bir role sahiptir. Ozellikle Asya
kulturinde daha ¢ok tiirde mantar yaygin olarak kullanilir.
Milattan 6nce 20-250 yillari arasinda yazilan Cin ‘Materia
Medica’ sinda bazi mantarlarin tibbi 6zellikleri ve
kullanimlari anlatiimaktadir (Wachtel-Galor, 2011).

Son yillarda mantarlarin ya da ekstrelerinin
kullanimi, Gzerlerinde vyapilan bilimsel c¢alismalarin
sayilarinin artmasi ile ¢ok daha populer hale gelmistir.
Mantarlarin antitimoral, anti-enflamatuvar, antifungal,
antimikrobiyal ve antiviral gibi ¢esitli etkilerinden sorumlu
olan polisakkaritler, lektinler, lanostanoitler ve diger
terpenoitler, steroller, fenolik bilesikler ve alkaloitler
tagidiklari bilinmektedir (Sullivan ve ark., 2006; Oztiirk ve
ark., 2015; Soéhretoglu ve Huang, 2018; Wasser, 2011).
Ayrica mantarlardan elde edilen bilesikler yeni farmasétik
drtinler ve ilaglarin Uretiimesinde oncu bilesikler olarak
kullaniimaktadir (Homer ve Sperry, 2017). Mantarlardan
elde edilen polisakkaritler ve terpenlerle ilgili bir¢ok
arastirma bulunurken, alkaloitlerle ilgili bilgilerin olduk¢a
sinirl olmasi nedeniyle bu derlemede mantarlardan elde
edilen bazi alkaloitlerin daha detayli olarak sunulmasi
hedeflenmisgtir.
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Bulgular

Pirolokinolin Alkaloitleri

Pirolokinolin alkaloitleri kara canlilarinda nadir
bulunurken,  deniz  canlilarinda  yaygin  olarak
bulunmaktadirlar. Son yillarda mantarlardan da bu iskelete
sahip alkaloitlerin izole edildigine dair c¢alismalar
gorilmektedir. Mycena rosea (Bull.) (Mycenaceae), M.
sanguinolenta (Alb. &Schw.: Fr.) Kummer, M. haematopus
(Pers.: Fr.) P. Kumm., M. pelianthina (Fr.) Quél olmak
Uzere degisik Mycena tirlerinden pirolokinolin alkaloitleri
izole edilmistir (Tablo 1) (Antunes ve ark., 2005; Peters ve
Spiteller, 2007a; b; Peters ve ark., 2008; Pulte ve ark.,
2016). Bu alkaloitler kirmizi veya mavi renklidir ve Mycena
tirlerine renklerini vermektedirler. Deniz kaynaklarindan
izole edilen pirolokinolin alkaloitlerinin aksine, Mycena
turlerinden elde edilen pirolokinolin alkaloitleri genellikle C-
4'de bir karboksil grubuna sahiptir, bu karboksil grubunun
varligr L-triptofan, S-adenosilmetionin ve histidinden
hareketle meydana gelen biyosentez hipotezlerini
guclendirmektedir (Peters, 2007, Peters ve Jaeger, 2008).

M. rosea’dan izole edilen Mycenarubin B dogadan
ilk defa izole edilen dimerik yapida bir piroloizokinolin
alkaloiti olmasi nedeniyle énemlidir (Peters ve Spiteller,
2007a). M. haematopus ve M. sanguinolenta (Alb. &
Schw.: Fr.) Avrupa ve Kuzey Amerika'nin kéknar ve kayin
ormanlarinda yaygin olarak bulunan kig¢ik mantarlardir.
Kesildiklerinde ya da ezildiklerinde sizdirdid1 karakteristik
kirmizi lateksleri sayesinde kolayca ayirt edilebilirler. M.
pelianthina ise vyine, Avrupa ve Kuzey Amerika
ormanlarinda yaygin olarak bulunmaktadir ve morumsu
kuclk bir mantar olup turp benzeri kokuya sahiptir. M.
haematopus’tan izole edilen mycenarubin D, E, F ve
haematopodin B kirmizi renklidir. M. sanguinolenta’dan
izole edilen sanguinon A ve B mavi renklidir, indolokinon
tip bir alkaloit olan sanguinolentakinon ise kirmizi renklidir
(Peters ve Spiteller, 2007b; Peters ve ark., 2008; Pulte ve
ark., 2016)(Sekil 1). Bu mantardan izole edilen Uc¢ yeni
alkaloitin, pelianthinarubin A ve B, ve mycenarubin A
Uzerinde yapilan galismalarda Escherichia coli, Bacillus
brevis, Bacillus subtilis, Cladosporium cucumerinum ve bir
herbisit olan Lepidium sativum’a karsi etki gostermedikleri
belirlenmistir (Peters ve  Spiteller, 2007a; Pulte ver
ark.,2016).

Piriferin A-C

Pseudobaeospora (Tricholomataceae) tlrlerine
ender rastlanir ve yalnizca Avrupa ve Kuzey Amerika’'da
yetismektedirler. Genellikle nemli bolgelerde vyetisirler.
Pseudobaeospora pyrifera Bas & L. Krieglst'nin, sapkasi
ve govdesi pembe renklidir. P. pyrifera, KOH
muamelesiyle  yesilimsi-maviden kahverengimsi-yesil
renge donen karakteristik bir reaksiyonla teshis edilebilir.
Piriferin A, B ve C P. pyrifera’dan izole edilerek ilk kez
tanimlanmistir(Sekil 2). Piriferin A ve B’nin 100 uM dozda
sirasiyla %20 ve %7 oraninda olduk¢a zayif diizeyde

asetilkolinesteraz inhibisyonu yaptiklari
(Quang ve ark., 2008).

belirlenmistir

Erinaserin 1-8

Hericium erinaceus (Bull.: Fr.) Pers. (Hericiaceae
Ozellikle Dogu Asya'da populer olan, gida amagh da
kullanilan tibbi bir mantar olarak bilinir. H. erinaceus
ekstresi, hipoglisemik, antikanser, antienflamatuvar ve
antidepresan gibi gesitli farmakolojik etkilere sahiptir
(Wang ve ark., 2015). Bu mantardan izole edilen terpenik
bilesiklerin ~ ve polisakkaritlerin  antidepresan ve
noroprotektif,  polisakkaritlerin  ise  antikanser ve
immunstimilan etkiden sorumlu oldudu belirtiimektedir
(Khan ve ark., 2013).

Hericium erinaceus’dan 8 yeni alkaloit (Erinaserin 1-
8) izole edilmistir(Sekil 3). Erinaserin 1-4, K562 insan
kronik miyoloid I6semi hicre hattinda sirasiyla 16,3, 18,2,
15,9, 11,4 uM ICso degerleriyle sitotoksisite gosterirken,
ayni hicre hattinda Adriamisinin ICso’si 0,6 pM’olarak
bulunmustur. Adriamisine duyarsiz K562 hiicre hattinda
ise sirasiyla 98,7, 156,3, 162,7, 128,9 ICso degerleriyle
pozitif  kontrol adriamisin (ICs0= 62,5 UM)
karsilastirildiginda zayf etki gdstermiglerdir. Erinaserin 5-
8, ICs0 degerleri sirasiyla 29,1, 42,1, 285 ve 24,9 uyM
bulunmus ve sonuglar pozitif kontrol sodyum vanadat ile
kiyaslandiginda  (ICso 1,2 pM) zayif protein tirozin
fosfataz-1B  (PTP1B) inhibitéri  etki  goOsterdikleri
gOralmastir. Ayni bilesikler sirasiyla 1ICso 12,7, 23,3, 19,5
ve 20,1 yM degerleriyle, ICso degeri 273,1 pM olan pozitif
kontrol akarboza go6re oldukca gucli a-glukozidaz
inhibitorl etki gostermislerdir (Wang ve ark., 2015).

Psilosibin ve psilosin

Psilosibin ve psilosin mantarlardan elde edilen
alkaloitler arasinda en c¢ok bilinen ve Uzerinde en gok
calisilanlardir(Sekil 4).

Hallsinojenik mantarlarin kullanimi ¢ok eskidir ve
Meksika’da 3000 yil 6ncesine dayanmaktadir ve bugiin
hala geleneksel olarak kullaniimaktadir (Carod-Artal,
2015; Hofmann, 2005). Psilosibin ilk olarak Psilocybe
mexicana (Hymenogastraceae)'dan 1958'de izole
edilmistir ve 1959'da Albert Hofmann tarafindan
sentezlenmistir. 1960’larda psikoterapide kullaniimaya
baslanmis daha sonra 1970 vyilinda ilag olarak
tasarlanmistir (Nichols, 2004). Zamanla bu konudaki klinik
arastirmalar azalmig, 1990’ yillarin sonlarindan itibaren
psilosibin ve diger psikedeliklerle ilgili insanlar Gzerindeki
deneysel arastirmalara olan ilgi tekrar artmaya
baslamistir. GUnumuizde, psilosibin daha glvenilir, orta-
uzun slreli etki sdresi ve oral uygulamalarda iyi
absorpsiyonunun olmasi nedenleriyle insan
calismalarinda en ¢ok kullanilan psikedeliklerden biridir
(Hasler ve ark., 2004; Johnson ve ark., 2008).
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Bilesik Adi Mycena Mycena Mycena Mycena Renk
rosea sanguinolenta haematopus pelianthina
+
Pelianthinarubin A (Pulte,2016) Kirmizi
+
Pelianthinarubin B (Pulte,2016) Kirmiz
+ + + +
(Peters (Peters ve (Peters ve ark., (Pulte,2016)
Mycenarubin A ve Spiteller, 2008)
Spiteller 2007b)
, 2007a)
+ +
(Peters (Peters ve ark.,
Mycenarubin B ve 2008)
Spiteller
, 2007a)
+ +
Mycenarubin D (Peters ve ark., (Pulte, 2016) Kirmizi
2008)
+
Mycenarubin E (Peters ve ark., Kirmizi
2008)
+
Mycenarubin F (Peters ve ark., Kirmizi
2008)
+ +
. . (Peters ve (Peters ve ark.,
Sanguinolentakinon Spiteller, 2008) Kirmizi
2007b)
+
Haematopodin (Peters ve ark.,
2008)
+
Haematopodin B (Peters ve ark., Kirmizi
2008)
+
Sanguinon A (PeFers ve Mavi
Spiteller,
2007b)
+
. (Peters ve .
Sanguinon B Spiteller, Mawvi
2007b)
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Sekil 3. Erinaserin 1-8
Psilosibin ve psilosin birgcok haltsinojenik mantar defosforillenmis  psilosin  haline  gelir.  Psilosibin,
tarafindan sentezlenir. Bu mantarlar, “Sihirli Mantarlar” triptamin/indolamin  tlrevi olup  yapisal olarak
olarak da isimlendiriimektedir. Psilocybe, Gymnopilus, nodrotransmitter  serotonine  benzerdir.  Serotonerjik
Inocybe, Copelandia, Panaeolus, Conocybe, Pluteus bu sistemde Ozellikle serotonin  5HT2ac ve 5HTia

cinslerin baginda gelir. Ozellikle Psilocybe tiirlerinde
yuksek oranda bulunur, bu oran %1.8’ e kadar c¢ikabilir
(Tyls ve ark., 2014).

Psilosibin, intestinal mukozada alkalin fosfataz ve
non-spesifik esteraz ile hizla aktif metaboliti olan

resOptorleriyle agonist etkileserek halUsinojenik etki

gosterir. Bu etkisinin, 4. pozisyonda bulunan indol
cekirdeginden ileri geldigi dugundlmektedir (Nichols,
2004).
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Psilosibin

HN

Sekil 4

Psilosibin, glicli terapétik etkiye sahiptir. Psikolojik
terapide diistk doz verilir ve etkileri tedavi boyunca takip
ve analiz edilr. Son yillardaki hayvan ve insan
calismalarindan elde edilen veriler dogrultusunda,
psilosibinin ¢esitli psikiyatrik ve norolojik bozukluklarin
tedavisinde potansiyel terapétik kullanimi énerilmektedir.
Yapilan klinik c¢alismalarda 6zellikle kanserle iligkili
depresyonda ve alkolizm tedavisinde psilosibin
kullaniminin etkili oldugu gdsterilmistir. (Grob ve ark.,
2011; Griffiths ve ark., 2016; Ross ve ark., 2016; Tyls ve
ark., 2014; Bogenschutz ve ark., 2015; Bogenschutz ve
Ross, 2017).

&
\\\

OH

N
HN /
Psilosin
. Psilosibin ve psilosin
Ekinulin
Giney Amerika'da yetisen tibbi bir mantar olan
Lentinus strigellus Berk'in  (Polyporaceae), ¢esitli

kilturlerinden ftriptofan tlrevi diketopiperazin yapisinda
olan bir alkaloit olan ekinulin izole edilmistir (Barros-Fihlo,
2012)(Sekil 5). Ekinulin, Mycobacterium tuberculosis
H37Ra'ya (MIC degeri 169.92 yM) kars! etkili ve HelLa
hicreleri izerinde de sitotoksik etkili bulunmustur (Slack,
2009; Kanokmedhakul ve ark., 2002).

=T

o

Sekil 5. Ekinulin

Azoksistrobin

Strobilurin A-H, Strobilurus tenacellus
(Physalacriaceae) ve diger birgok mantar tiiriinden izole
edilen fungusidal aktivite gosteren bilesiklerdir (Sauter,
1999; Anke, 1977)(Sekil 6). Strobilurinlerin mitokondride

elektron transferini keserek fungisit etki gdstermesi, tarim
sektoriinde yaygin kullanilan genis spektrumlu alkaloit
yapisindaki azoksistrobin molekdlinin gelismesine
oncilik etmistir (Sauter, 1999).
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Sekil 6. Azoksistrobin

Valnemulin ve Retapamulin

Diterpen tirevi olan Pleuromutilin, 1951 yilinda
Pleurotus mutilus (Pleurotaceae) ve Clitopilus
passeckerianus (Entolomataceae) mantarlarindan izole
edilmis, yapisi 1962'de tamamen aydinlatiimistir (Novak,
2011, Liu ve ark., 2011; Kavanagh ve ark., 1951)(Sekil 7).

Bu bilesigin gulgli antibiyotik etki gbstermesi, yapica
benzer veterinerlikte kullanilan valnemulinin; ayrica
insanlarda topikal kullanilan retapamulinin gelistiriimesine
oncllik etmistir (Jones ve ark., 2006; Poulsen ve ark.,
2001).

R
S vl"kq’
)\)NH\
- o)
NH,
Valnemulin
R= s

Retapamulin

Sekil 7. Valnemulin ve Retapamulin

Tartisma

Mantarlardan izole edildigi bilinen birgok alkaloit
vardir. Bu bilesikler birgok yapisal farklilik ve ilgi ¢ekici
biyolojik aktivite gostermektedirler. Mantarlarin tip
alaninda kullanilan indol alkaloitleri ve zirai kimyasallar ve
farmasotik Grtnlerin geligtiriimesinde ilham kaynagi olan
biyoaktif sekonder metabolitler acisindan zengin bir
kaynak oldugu g6z o6nidnde bulunduruldugunda
mantarlardan turetilen alkaloitlerin tibbi kimya ¢alismalari

icin potansiyel ©6ncl bilesikler olmasi umut vericidir.
Ayrica, alkaloitlerin gok dusik konsantrasyonlarda dahi
etki gostermesi nedeniyle Hericium erinaceus gibi yaygin
olarak kullanilan ancak alkaloitleri hakkinda detayl
calisma olmayan tibbi mantarlarin olasi toksisitesi g6z
onunde bulundurularak incelenmesi gerekmektedir. Bu
yuzden mantarlar Uzerinde ve elde edilen bilesiklerin
biyolojik aktivitelerinin tayin edilmesinde ileri arastirmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Oz: Calismamizda, Edirne ili orman topraklarindan izole edilen Aspergillus tirlerinin
morfolojik-koloniyal ve molekiler yontemlerle teshis edilmesi amaclanmistir. Bu amagla, Edirne
Sogatlik Ormanindan, 2016 yi Mart ayinda Brown’'un metodu kullanilarak toprak &rnekleri
alinmistir. Topraktan fungus izolasyonu igin “Topradi Sulandirma Metodu” kullaniimigtir.
Morfolojik calismalar icin CZ, CYA, CY20S, MEA besiyerlerine yapilan ekimlerden sonra,
mikroskobik ve makroskobik karakterler incelenmigtir. Molekller ¢alismalar igin ise sirasiyla DNA
izolasyonu, calmodulin gen bélgesini hedefleyen PCR islemleri, PCR Urlininin saflastiriimasi,
dizi analizi ve filogenetik analiz asamalari uygulanmistir. Calismalar sonucunda 7 adet
Aspergillus turu tespit edilmistir. Bu turler, Aspergillus affinis (Turkiye i¢in yeni kayit), Aspergillus
awamori, Aspergillus carbonarius, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus europaeus (Turkiye icin
yeni kayit), Aspergillus spelaeus (Turkiye icin yeni kayit) ve Aspergillus fischeri'dir.

Anahtar kelimeler: Toprak, Aspergillus, Calmodulin geni, S6gutlik Ormani,Yeni kayit,
Edirne

Biodiversity Of Aspergillus Species Isolated From
Sogutluk Forest Soil Of Edirne City

Abstract: We aimed to isolation and identification of Aspergillus species in Edirne Sogutluk
Forest soil by morphological-colonial and molecular methods in our study. For this purpose, soll
samples were taken by using Brown's Method in March, 2016 from mentioned forest soil. “Soil
Dilution Method” was used for fungus isolation from soil. For the morphological studies,
microscopic and macroscopic characters were examined after the operation of inoculating in CZ,
CYA, CY20S, MEA media. For the molecular studies, DNA isolation, PCR operations that
targeting Calmodulin gene region, purification of the PCR product, sequence analysis and
phylogenetics analysis processes were performed respectively. Seven Aspergillus species were
detected as a result of studies. These species are Aspergillus affinis (New record for Turkey),
Aspergillus awamori, Aspergillus carbonarius, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus europaeus
(New record for Turkey), Aspergillus spelaeus (New record for Turkey) and Aspergillus fischeri.

Key words: Soil, Aspergillus, Calmodulin gene, Sogutluk Forest, New record, Edirne
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Giris

Toprak, bunyesinde c¢esitli mikroorganizmalari
barindirir (Asan ve Ekmekgi, 1994). Funguslar dogada ¢ok
yaygin olmalarina ragmen, sayl ve g¢esit bakimindan en
bol olduklari habitat toprakdir (Asan ve Ekmekgi, 1994;
Asan, 2002; Asan ve Ark., 2010; Ozdemir ve Ark., 2011).
Toprak funguslari ile ilgili 6éncl arastirmacilardan biri
Adametz’'dir ve konuyla ilgili eserini 1886’da yayinlamistir;

bu calismayla 11 fungus tirl izole edilmis ve topragin
karisik bir fungus florasina sahip oldugunu belirlenmistir
(Tresner ve Ark., 1954; Asan ve Ekmekgci, 1994; Paul,
2007; ilhan ve Asan, 2001). 1902 yilinda Oedemans ve
Koning tarafindan toprak funguslarinin ilk detayli
siniflandiriimasi yapilmigtir (Paul, 2007; Waksman, 1927).
Ulkemizde bu alandaki énci calismalardan biri, 1970
yilinda Oner tarafindan baglatiimistir. Aspergillus tiirleri,
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bircok alanda yararlanilan birincil ve ikincil metabolitler
Uretmeleri sebebiyle ticari édnemi olan funguslardandir
(Domsch ve Ark. 1980). Urettikleri enzim ve organik asitler
diginda, biyoteknoloji alaninda énem tasiyan birgok
sekonder metabolit Uretirler (Hasenekoglu, 1991; Machida
ve Gomi, 2010). Bu bilesikler arasinda antibiyotikler,
bagisiklik baskilayicilar, kolestrol disurtiici maddeler ve
mikotoksinler sayilabilir (Goldman ve Osmani, 2008).
Aspergillus tarlerinin bazilari ise Ozellikle bagisikhig
baskilanmis kisilerde hastaliklara (aspergillosis) ve
alerjiye neden olabilirler (Klich, 2002). Bu enfeksiyon
etkenlerinin basinda Aspergillus fumigatus gelir (Klich,
2002; Machida ve Gomi, 2010). Bunu, A. flavus, A.
terreus, A. niger, A. nidulans ve A. ochraceus takip eder
(Klich, 2002). Bitki patojeni tlrlerden A. niger ise siyah
curlklik hastaligi sebebidir (Simer, 2006). Tim bunlar
g6z onine alindiginda Aspergillus’lar tir dizeyinde
tanimlamanin énemli oldugu gorilmektedir (Asan, 2004;
ilhan ve Ark., 2006).

Calismamizda, orman topragindan izole edilen
Aspergillus tdrlerinin  hem mikroskobik- makroskobik
Ozelliklerine dayali morfolojik ve koloniyal ydntemlerle
hemde calmodulin gen bdlgesine dayali molekiler
yontemlerle tespit edilmesi amacglanmigtir.

Colakoglu (2002)nun Belgrad Ormani karagam
mescerelerine ait topraklarda mikrofunguslar Uzerine
yaptigi galismada Aspergillus cinsine ait 2 tiir bulunmustur
(Colakoglu, 2002). Kara (2005) Demirkdy (Kirklareli)
civarindaki Kuzey Trakya Daglik Orman alanlarinda
mikrofunguslar ile ilgili arastirma gergeklestirmistir. Edirne
ili orman topraklarinda gergeklestiriien Asan ve Ekmekgi
(1994)’nin morfolojik-koloniyal yontemlere dayali yapilan
calismasinda Aspergillus cinsine ait 7 tir ve 2 varyete
tespit edilmigtir.

Funguslar, uzun yillar boyunca fenotipik
karakterlere dayali morfolojik ©&zellikleri kullanilarak
tanimlanmistir (Waksman, 1952; Rossman, Tulloss, Dell
ve Thorn, 1998). Fakat bazi tirleri teshis etmek icin bu
ozellikler yeterli degildir (Hasenekoglu ve Sulin, 1990). Bu
nedenle DNA tabanli molekuler yaklasimlar
mikrofunguslarin teghisinde 6nemli bir alternatif haline
gelmistir (Biyik ve Ark., 2016; Bruns ve Ark., 1991).
Molekiler ydntemler, ¢cok sayida Aspergillus tirinin
tanimlanmasinda da yaygin olarak uygulanmistir
(Rodrigues ve Ark., 2007). Bizim c¢alismamizda da
Aspergillus tirleri  fenotipik karakterlere dayanan
morfolojik ve molekdiler ¢calismalar ile tir dizeyinde tespit
edilmistir.

Materyal ve Metot

Toprak drnekleri

Toprak 6rnekleri, Mart 2016'da Edirne ili S6gutlik
Ormanrndan alinmigtir. Edirne Sogutlik Ormani, Merig
Nehri Kenarinda, halka acik, piknik ve yurtyds alanlari
iceren, Ozellikle Subat-Mart doénemlerinde nehrin
tasmasiyla birlikte nehirden gelen allivyonlara maruz

kalan ve bu bakimdan verimli bir alandir. Toprak funguslari
bakimindan cesitlilik beklendiginden segilmistir. Toprak
orneklerinin - alinmasinda Brown (1958)un ydntemi
kullanilmigtir. Alinan toprak O&rnekleri steril posetler
icerisinde laboratuvara getiriimis ve 4°C'de muhafaza
edilmigtir.

Funguslarinin izolasyon islemi “Topragi Sulandirma
Metodu” kullanilarak yapiimistir. Bu metod, toprak
mikrobiyolojisinde en fazla tercih edilen metoddur
(Waksman, 1922). Toprak o6rneklerinin nem miktari
hesaplanmistir. hassas terazi ile oérneklerden 10 gram
tartilmistir daha sonra 105°C'de 24 saat tutulduktan sonra
tekrar tartiimis ve bdylelikle 25 gram kuru topragi verecek
yas toprak miktari bulunmustur (Cireli ve Ark., 1973).

Olgiilen agirliklarin yiizde nem miktari asagidaki
esitlik yardimi ile belirlenmistir.

Yas agirlik-Firin kurusu agirhik
Nem miktari (%) = x 100
Firin kurusu agirlik

Aspergillus Tiirlerinin izolasyonu

Toprak érneklerinin ilk ekimi icin Dichloran Glycerol
Chloramphenicol (DG18) Agar besiyeri kullaniimigtir
(Hocking ve Pitt, 1980). Yas toprak tartiimis ve tizerine 250
mL’ye tamamlanacak sekilde Dilisyon sivisi Maximum
Recovery Diluent (MRD) eklenmistir. Elde edilen 1/10’luk
toprak suspansiyonu, 150 rpm hizda 30 dakika boyunca
calkalanmistir.

Dilisyon serileri hazirlanmistir. Ekim islemlerinde
1/10.000’lik sispansiyon kullaniimigtir. 1/10.000’lik toprak
sispansiyonundan, 1 mL o6rnek ¢ekilmis ve DG18

besiyerine aktariimig, islem 10 petri kabi igin
tekrarlanmigtir. Daha sonra besiyerleri inkUbatore
kaldirlarak 25°C’de 7-10 gin sireyle inkiibasyona

birakilmistir.

inkiibasyon siiresi boyunca kurumayi engellemek
icin inklbator icerisine su dolu kiiguk bir kap konulmustur
(Tansey ve Jack, 1976; Singh ve Sandhu, 1986).
inkiibasyon siiresi sonunda karisik fungus Uremesi
go6zlenen petri kaplarindan Aspergillus oldugu distnulen
koloniler secilerek DG18 besiyerine U¢ nokta ekim teknigi
ile aktariimis (Raper ve Thom, 1974), sonra 25°C’de 7-10
gun sireyle inkibasyona birakiimistir.

Aspergillus Turlerinin Fenotipik Tanisi

Makroskobik inceleme igin, her bir kif izolatindan
Czapek Dox Agar (CZ), Czapek Yeast Agar (CYA25), %
20 sukrozlu Czapek Yeast Agar (CY20S) ve Malt Extract
Agar (MEA) iceren petrilere ¢ nokta ekimi yapilmis,
25°C’de 7 gln sureyle inkibe edilmigtir. Czapek Yeast
Agar (CYA37)daki ornekler ise 37°C'de 7 gin
bekletiimistir. Daha sonra kolonilerin yapisi, sekli, alt ve Ust
rengi, buyukligl, eksudasyon ve pigmentasyon varlig
incelenmigtir. TUrlerin vezikul yapisi, konidi rengi, sekili,
blyUkligu ve yapisi, konidiofor sekli, uzunlugu, genisligi,
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ceper 6zelligi ve duvar yapisi, konidial baglk yapisi, fiyalid
sekli, metula, sklerotia gibi yapilar ve hille hicrelerinin
varligi, boyut ve sekilleri incelenmigtir. Tarlerinin
tanimlanmasinda c¢esitli  eserlerden  (Klich, 2002;
Hasenekoglu, 1991; Raper ve Fennell, 1965) eserlerinden
yararlaniimistir.

Aspergillus Turlerinin Genotipik Tanisi

DNA izolasyonundan sonra, PCR ile Calmodulin
gen bdlgesine 6zgu primerler kullanilarak trin ¢ogaltiimis,
elde edilen saf DNA oOrneklerinden dizi analizi ve
filogenetik analiz yapilimigtir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu islemleri icin Bioeksen Ar-Ge
Teknolojileri  Tic. Ltd. Sti’den  hizmet  alimi
gergeklestirilmistir. islem, Bio-SpeedyTM Fungal DNA
izolasyonu Kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.

PCR Kurulumu

PCR islemi igin kalip olarak kullanilacak DNA’nin
safligi ve konsantrasyonlari spektrofotometrik dlctimler
yapilarak (MSP-100 Mikro Spektrofotometre; Inovia

Teknoloji Ltd. Sti., Turkiye); miktari en az 20 ng/pL ve

absorbans degeri (ABS260 /ABS280) 1,6-2,0 araliinda olan
DNA ornekleri kullaniimigtir. PCR kurulumu igin gerekli
olan bilesenler ve miktarlari Tablo 1'de verilmigtir.

Tablo 1. PCR kurulumu igin gerekli olan bilesenler ve miktarlar

Kullanilan
Bilesenler _

Miktar
2x-Mix 5uL
OligoMix-10 pM (Forward Primer + Reverse Primer) 1L
MGW (Molekiiler Olgekli Su) 2 uL
Template (Kalip DNA) 2 L
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 uL

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR iglemleri, Bio-Speedy™ Maya ve Kif Real-
Time PCR Hizh Tespit Kiti kullanilarak
gergeklestiriimigtir.  Kit, Calmodulin gen bdlgesini
hedefleyen ileri 5-GCKWAAYAGGACAAGGATGG-3' ve
geri 5-CTGGTCVGCCTCACRAAT-3'"  primerlerini
icermektedir. Aspergillus Calmodulin primeri dejenere bir
primer oldujundan, standart PCR ile Urin elde
edilememis ve bu nedenle Touchdown PCR
uygulanmistir. Daha sonra PCR drunleri saflagtiriimigtir.

Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Dizi analizi icin Trakya Universitesi Teknoloji
Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TUTAGEM)nden hizmet alimi gergeklestiriimig, elde
edilen fungal amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemi
ile tespit edilmistir. Elde edilen dizilere karsilhk gelen

diziler, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresindeki NCBI
gen bankasindan Blast yontemi ile belirlenmistir.

Sonuglar

izole edilen Aspergillus cinsine ait 52 izolatdan 7
Aspergillus tiri tespit edilmistir. Bunlar Aspergillus
affinis, A. awamori, A. dimorphicus, A. europaeus, A.
spelaeus ve A. fischeri'dir. Caligilan Orneklere ait
morfolojik ve molekiler sonuclar Tablo 2°'de verilmigtir. 3
tir Tarkiye icin yeni kayitdir (Asan, 2004); bunlar:
Aspergillus affinis, A. europaeus ve A. spelaeus’dur.

Elde edilen tirlerden Aspergillus carbonarius ve
Aspergillus awamori'nin tlr dizeyinde morfolojik teshisi
yapilarak molekller teshis ile karsilastinimis ve
dogrulanmistir. Aspergillus fischeri morfolojik, Aspergillus
affinis, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus europaeus,
Aspergillus  spelaeus ise  molekiler teshis ile
tanimlanmistir.
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Eslesen

Kod Morfolojik Teshis Molekiiler Teshis Orneg_ln Benzerlik

Accession

Numarasi
1A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((372/9581)7
2A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 582g591)0
3A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{95;))3
4A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis JF805764.1 5(102{9591)3
5A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((3)/%2:’590)3
6A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5(3;/%2:’593)5
TA Aspergillus Section Flavipedes *Aspergillus spelaeus HG916745.1 5(?)2{9591)0
8A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{95;))3
9A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5(3:72/9583)5
10A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5(3:72/9583)7
11A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)/?){95;))4
12A Teshis Edilemedi DNA izolasyonu Yapilamadi - -

. . . . 506/507
13A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 (%99)
14A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)223’590)6
15A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 432?58
16A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{95;))4
17A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(%/302:’590)4
18A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3%:’590)8
19A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{955)6
20A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{95;))7
21A Aspergillus awamori Aspergillus awamori FN394670.1 5((3)223’590)9

. . . Dizileme yapilamadi
22A Aspergillus Section Nigri - -
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Aspergillus welwitschiae LT558746.1 508/509
) ) o Aspergillus awamori KJ777809.1 (%99)
23A Aspergillus Section Nigri
. . 507/509
Aspergillus niger JF838354.1 (%99)
Aspergillus tubingensis KP739458.1 507/508
24A Aspergillus Section Nigri Aspergillus phoenicis KJ123904.1 (%99
Aspergillus niger KJ123900.1 699)
Aspergillus welwitschiae LT558746.1 507/508
) ) o Aspergillus awamori KJ777809.1 (%99)
25A Aspergillus Section Nigri
. . 506/508
Aspergillus niger JF838354.1 (9%99)
26A Aspergillus Section Nigri Dizileme yapilamadi - -
27A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3%955)2
28A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3)/?){95;))5
29A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3)22)590)3
30A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)223’590)6
31A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2/%))6
32A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 432{955)6
33A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)/1’55)4
34A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5((3%:’590)9
35A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5((32{955)7
36A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{95;))7
37A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2/;;))7
38A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)223’590)6
39A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)2195;))6
40A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{955)6
41A Teshis Edilemedi Dizileme yapilamadi - -

. . . . . . 499/506
42A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
43A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((3)2195;))7
44A Aspergillus fischeri Dizileme yapilamadi - -
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45A Teshis Edilemedi Dizileme yapilamadi - -

. . . . . . 501/508
46A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
47A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5(?,25)5)4
48A Aspergillus fischeri DNA izolasyonu Yapilamadi - -

. . . . . . 499/506
49A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
50A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43,22,590)6
51A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5(?,2{955)6
52A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 432{955)6

“Turkiye igin yeni kayit.

Tiir Diizeyinde Teshis Edilen Aspergillus Turleri
Tarlerle ilgili elde edilen bilgiler agagida verilmigtir (Sekil 1-
7). 3 ornek ise Aspergillus Section Nigri'de oldugu
gOrulmis ancak tur dizeyinde teshis edilememistir.

Aspergillus affinis Davolos, Persler, Pietrangeli & Maggi
2011:

7 gunlik inkibasyon sonunda koloni c¢api CYA25
besiyerinde 35-37 mm, MEA besiyerinde 34-35 mm, CZ
besiyerinde 26-30 mm, DG18 besiyerinde 47-48 mm’dir.
CYAS37 besiyerinde ise mikrokoloniler goruldr.

Aspergillus awamori Nakaz. 1907

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 60-70 mm, MEA besiyerinde 60-70 mm,
CY20S besiyerinde 60-70 mm, CYA37 besiyerinde
65-70 mm ve CZ besiyerinde 30-60 mm'dir.

Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom 1916

7 gunlik inkibasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 65-70 mm, MEA besiyerinde 55-70 mm,
CY20S besiyerinde 68-70 mm, CYA37 besiyerinde
10-30 mm ve CZ besiyerinde 35-45 mm’dir.

Aspergillus dimorphicus B.S. Mehrotra & R.
Prasad 1969

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde yaklasik 30-35 mm, MEA besiyerinde
25-30 mm, CY20S besiyerinde 40-50 mm ve CZ
besiyerinde 25-30 mm’dir.

Aspergillus europaeus Hubka, A. Novakova,
Samson, Houbraken, Frisvad & M. Kolafik 2016

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 32-45 mm, MEA besiyerinde 21-30 mm,
CZ besiyerinde 25-38 mm, CY20S besiyerinde 53-
65 mm’dir.

Aspergillus spelaeus A. Novakova, Hubka, M.
Kolarik & S.W. Peterson 2015

7 gunlik inkibasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 16-30 mm, MEA besiyerinde 15-32 mm,
CZ besiyerinde 6-26 mm’dir.

Aspergillus fischeri Wehmer 1907

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 60-70 mm, CYA37 besiyerinde 60-70
mm MEA besiyerinde 65-70 mm, CZ besiyerinde
53-60 mm, CY20S besiyerinde 60-70 mm’dir.
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E

Sekil 1. Aspergillus affinis A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 giinliik koloni gértinimleri E. Spor
yapisi x40 F. Konidiaal bas x40
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E

Sekil 2. Aspergillus awamori A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 guinluk koloni gériiniimleri E. Spor
yapisi x40 F. Konidial bag x40
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Sekil 3. Aspergillus carbonarius A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 giinlik koloni gériinumleri E.
Spor yapisi x40 F. Konidial bag x40
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Sekil 4. Aspergillus dimorphicus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 gunlik koloni gériintimleri E.
Spor yapisi x100 F. Konidial bas x40
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=

Sekil 5. Aspergillus europaeus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 gunluk koloni goriinimleri E.
Spor yapisi x40 F. Konidial bas x40
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Sekil 6. Aspergillus spelaeus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 glinliik koloni gértinimleri E.
Spor yapist x100 F. Konidial bag x40
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H

Sekil 7. Aspergillus fischeri A. MEA B. CYA25 C. CY20S besiyerlerinde 5 gunliik koloni gériinimleri D. Askus x100
E. Kleistotesyum x10 F. Konidial bas x40 G. Askospor x100 H. Konidiospor x100
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Tartisma

izolasyon igin kullanilan “Topradi Sulandirma
Metodu”, ilk olarak bakteri izolasyonu icin uygulanmaya
baslanmig, daha sonra funguslara uyarlanmigtir. Bu
yontem Aspergillus cinsi gibi fazla spor Gireten funguslarin
izolasyonunda avantaj saglamaktadir. Fazla spor
uretiminden dolayr diger bazi tdrlerin  Uremesinin
baskilanmasi s6z konusu olabilir. Bu durum, petri kabina
daha fazla paralel ekim yapilarak azaltilabilir, nitekim
calismamizda ekimler 10 adet petri kabiyla yapilmistir.

Elde edilen 52 adet fungal izolat tizerinde morfolojik
ve molekiler tanimlama c¢alismalari yapilmis ve 7
Aspergillus tiri tespit edilmistir. Fenotipik olarak tir
dlzeyinde tanimlanamayan tdrlerin varligi molekiler
veriler ile belilenmistir. Aspergillus dimorphicus’un
morfolojik olarak Aspergillus Section Cremei’ye ait oldugu
bulunarak, tir dizeyinde teshisi molekiler yontem ile
yapilmigtir. Aspergillus affinis’in  Aspergillus Section
Circumdati, Aspergillus europaeus’un Aspergillus Section
Cremei ve Aspergillus spelaeus’'un Aspergillus Section
Flavipedes bdlimlerine ait olduklari bulunarak, tir
duzeyinde teshisleri molekller yontem ile yapilmistir.
Aspergillus affinis, Aspergillus europaeus, Aspergillus
spelaeus tirleri Turkiye igin yeni kayitlardir (Asan, 2004).
Morfolojik calismalar ile teshis edilemeyen bazi tirler,
molekdler yontemlerle de ayirt edilememistir. Morfolojik
yontemler ile bu orneklerin yalnizca Aspergillus Section
Nigri Gyesi turler olduklari tespit edilmistir. 22A ve 26A
kodlu érneklerin dizi analizleri yapilamamistir. 23A ve 25A
kodlu érneklerin blast analizleri sonucunda ayni Ident ve
Query cover oranina sahip U¢ adet tur gorilmektedir.
Bunlardan Aspergillus welwitschiae ve Aspergillus
awamori ayni Max score deerine sahiptir. 24A kodlu
ornegin blast analizleri sonucunda ayni Ident ve Query
cover orani ve ayni Max score degerine sahip U¢ adet tir
gorulmektedir.

Teshis igin morfolojik, koloniyal ve molekiler
tekniklerin birlikte kullaniimasi yararlidir ve kiyaslama
imkani da vermektedir. Molekuler yontemler gitgide
gelismesine ragmen yine de morfolojik ve koloniyal
calismalar 6nemini korumaktadir (Asan, 2007).

Aspergillus tanimlamalari  morfolojik tekniklere
dayanmasina ragmen, DNA tabanli molekuller ¢galismalar
da hiz kazanmigtir (Gupta, 2016). Ozellikle PCR
yontemleri, tire 6zgi primerler kullanarak hedef fungal
gen bdlgesini ¢odaltan duyarli yéntemlerdir (Goldman ve
Osmani, 2008). Evrensel ribozomal DNA bdlgelerine ITS
(Internal Transcribed Spacer), biyik ribozomal alt birim
D1-D2, B-tubulin (BenA) ve calmodulin (CaM) 6rnek

Kaynaklar

gosterilebilir (Balajee ve Ark., 2007). Bunlarin iginde ITS,
funguslarin resmi DNA barkodu olarak nitelendirilir. Ancak
bu lokus bitin Aspergillus tirlerini dogru tanimlamak igin
yeterli degildir (Gupta, 2016). Bazi durumlarda yakin
turlerin ayinmini yapabilecek nikleotid farkliliklarina sahip
degildir (Katoch ve Kapoor, 2014). Son dénemlerde
filogenetik galismalarda, olduk¢ca degdisken intron
bolgelerine sahip protein kodlayan genler tercih
edilmektedir. Bu genlere, elongation factor 1 alpha,
calmodulin, B-tubulin, actin ve histone genleri 6rnek
gOsterilebilir. Bunlar ITS’ye gore daha ¢ok degiskenlik
gOsterir ve daha elveriglidir. Calismamizda kullanilan
calmodulin bolgesi, Aspergillus tirlerinin ayiriminda
oldukga yararhdir (Gupta, 2016).

Aspergillus cinsine bagl tirler toprakda bol bulunur.
Bircok c¢alismada en sik izole edilen toprak funguslari
olarak gérilmektedir. Ornegin; Colakoglu (2001)’nun
istanbul Belgrad Ormanr’nda yaptigi calismada, arastirma
alanindaki topraklarda tlr bakimindan en zengin cins %
23.66 oranla  Aspergillus  olarak  belirlenmistir.
Hasenekoglu ve Silin (1993) tarafindan yapilan ¢alisma
ve Eltem ve Ark. (2009) tarafindan yapilan galismalarda
da Aspergillus carbonarius ve Aspergillus awamori tirleri
tespit edilmistir. Aspergillus carbonarius, C6l (2006)’Un
galismasinda ve Gogmen ve Ozkan (2001)In
calismasinda tespit edilmistir. Aspergillus awamori, Asan
(1997)'In gahsmalarinda tespit edilmistir. Aspergillus
fischeri, Oner (1970, 1973)nin Cigden ve Ekmekgi
(1994)'nin ve Kara ve Bolat (2007)'in ¢alismalarinda da
bulunmustur. Calistigimiz bodlgede, Asan ve Ekmekgi
(1994)'nin daha once yaptigi galisma da mevcuttur ancak
s6zkonusu calisma molekuler yontemlerle
desteklenmediginden, biyocesitliligi tam olarak
yansitmadigi disuinulmas, nitekim iki arastirma arasinda
tar gesitliligi bakimindan farkhlik oldugu gortlmustar.

Toprak funguslari, bakterilerle beraber toprakdaki
organik maddeleri pargalamalari bakimindan toprak
vermliliginde dnemlidirler. Toprak mikrobiyal ¢esitliligi ve
sayisinin tespiti toprak verimliliginin de durumda olduguyla
ilgili bize degerli bilgiler verir. Calismamizda, toprakda bol
oldugu bilinen Aspergillus turleri Uzerinde durularak,
calisilan bolgedeki biyogesitliligi arastiniimis, cesitliligin
yuksek oldugu gérulmustir. Fungus agisindan ¢ok zengin
olan toprak ¢alismalarina gesitliligi ortaya koymak oldukga
zordur. Calismamizda yeni kayitlarin tespit edilmis olmasi
kullanilan yénteminin biyogesitlilik ¢alismalari igcin uygun
oldugunu go6stermektedir. Calisilan bdlgenin  nehir
tasmalari nedeniyle alivyon bakimindan zengin olmasi,
Aspergillus tir gesitliligini desteklemis olabilir.
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Abstract: In the current study, nine Septoria species were determined in Aladaglar and
Bolkar Mountains (Turkey) on the ten different host plants. Among them, Septoria alnicola Cooke
on Alnus glutinosa (L.) Gaertn. (Betulaceae) and Septoria antirrhini Desm. on Antirrhinum majus
L. (Plantaginaceae) are new records for Turkish mycobiota and also Cyclamen cilicium is the new
host for Septoria cyclaminis Durieu & Mont. Short descriptions of the newly reported species were
provided together with macro and microphotographs and discussed briefly.

Key words: Septoria, Aladaglar, Bolkar mountains, New records, Turkey

Aladaglar ve Bolkar Daglar’’ndan Belirlenen Septoria Sacc.
(Mycosphaerellales) Tarleri

Oz: Mevcut calismada, Aladaglar ve Bolkar Daglar’'ndan (Turkiye) 10 farkli konakgi bitki
Uzerinden 9 Septoria turd belirlenmigtir. Bu tlrlerden Alnus glutinosa (L.) Gaertn. (Betulaceae)
Uzerinde Septoria alnicola Cooke ve Antirrhinum majus L. (Plantaginaceae) lzerinde Septoria
antirrhini Desm. Turkiye mikobiyotasi igin yeni kayittir ve ayrica Cyclamen cilicium Boiss. & Heldr.
Septoria cyclaminis Durieu & Mont. i¢in yeni konakgidir. Yeni kayit olarak verilen tirlere ait kisa
tanimlamalar ile makro ve mikrofotograflari verilerek kisaca tartigiimistir.

Anahtar kelimeler: Septoria, Aladaglar, Bolkar Daglari, yeni kayitlar, Tirkiye

Introduction

Aladaglar and Bolkar Mountains are situated in the
C5 grid square according to the system adopted by Davis
(1965). The region is located in the eastern part of the
Central Taurus Mountains complex in southern Anatolia
and surrounded by Kayseri in the north east, Nigde and
Eregli in the north west, Karaman in the west, Mersin in
the south and Adana in the south east (Figure 1). The
southern slopes of the study area has the characteristics
of Mediterranean climate features, while the northern
slopes of the study area reflects the semi-arid climate
(Akman, 1999; Gemici, 1994).

Septoria Sacc. is an anamorphic and very large
genus of pycnidia-producing fungi causing a range of
disease symptoms including leaf and fruit spots in many
cultivated and wild plants. More than 3000 published
names of species including many synonyms have been
listed under the genus; however, some estimates of true
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numbers of this genus range from 1000 to 2000 (Kirk et
al.,, 2008; Seifbarghi et al., 2009; Verkley et al., 2013).
Teleomorphs are known just for a small number of species
which are classified in Mycosphaerella Johanson and
Sphaerulina Sacc. (Priest, 2006).

According to literature (Hiseyin and Selcuk, 2002;
Huseyin et al., 2016; Selcuk et al., 2009; Ekici et al., 2012;
Erdogdu et al., 2017; Kabaktepe and Bahgecioglu, 2006;
Kabaktepe et al., 2013), there is not any record of Septoria
alnicola Cooke and Septoria antirrhini Desm. in Turkey.

The purpose of the present study is to make a
contribution to the Turkish mycobiota.

Materials and methods

Infected plant samples were collected from Aladaglar and
Bolkar mountains (Kayseri, Nigde, Konya, Karaman,
Mersin, Adana) in Turkey between 2013 and 2016. Host
plants were identified using the Flora of Turkey and East
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Figure 1. Map of study area

Aegean Islands (Davis, 1965-1988). The fungal
specimens were examined microscopically. Spores were
scraped from dried host specimens. Macrophotographs
were taken under a stereo microscope (Novex trinocular
zoom stereo microscope RZT-SF). Microphotographs
were taken under a light microscope (Noveks B series
1000). Analysis LS Starter software was used for sizing
the spores and sporophores. The current names of fungi
were given according to Urll. Names of host plants and
families were given according to Url2. The microfungi were
identified using the relevant literature (Saccardo 1884,
Priest, 2006; Sutton, 1980). All specimens examined were
kept in the Indni University Herbarium (INU) in Malatya
(Turkey).
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Results
Ascomycota
Dothideomycetes
Mycosphaerellales
Mycosphaerellaceae
Septoria Sacc.

1. Septoria alnicola Cooke, Handb. Brit. Fungi 1:
451 (1871). Figure 2.

Spots amphigenous, rounded, 5-7 mm long, light
brown-black. Pycnidia minute, 40-70 um in
diameter, scattered over the spots, semi-innate,
black, pierced at the apex. Conidia oblong,
attenuate both ends, straight to curved, 18-50 x 2—
3.5 ym, 1-3-septate, usually 2-septate, hyaline.
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Specimen examined: On Alnus glutinosa (L.) Gaertn. 22.05.2014, S. Kabaktepe & |. Akata 7482; Mersin:
(Betulaceae), Mersin: Tarsus, Sogutlu Village, 575 m, Camhyayla, Kadincik valley, Kuzbagi located, 1300-1350
08.10.2013, $. Kabaktepe & |. Akata 7335; Mersin: Sebil, m, 26.06.2015, $. Kabaktepe & I. Akata 8140; Mersin:
980 m, 26.04.2014, S. Kabaktepe & |. Akata 7388; Mersin: Camliyayla, Fakilar, Kadincik valley 9. km, 680-700 m,
Camliyayla, between Olukkaya-Fakilar, 560 m, 26.08.2015, $. Kabaktepe & I. Akata 8194.

5 cm

Figure 2. S. alnicola on Alnus glutinosa A- dried herbarium specimen;
B- infected plant leaves;C- LM view of Pycnidium; D- LM view of Conidiospores.
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2. S. antirrhini Desm., Notul. PI. Crypt.: 3, no. 2175
(1825). Figure 3.

Spots amphigenous, rounded to oblong, 2-3 mm
long, light brown. Pycnidia amphigenous, 45-90 ym
in diameter, common, immersed, brown. Conidia
cylindrical to oblong, attenuate or acute both ends,

Ekim(2018)9(2)142-147

straight to slightly curved, 15-30 x 2—-2.5 ym, 4-7-
septate, hyaline.

Specimen examined: On Antirrhinum majus L.
(Plantaginaceae), Nigde: Ulukisla, 8-10 km south
Emirler village, 1800-1900 m, 13.07.2014, $.
Kabaktepe & I. Akata 7528.

Figure 3. S. antirrhini on Antirrhinum majus A- dried herbarium specimen; B- infected plant;
C- LM view of Pycnidium; D- LM view of Conidia
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3. S. convolvuli Desm., Annls Sci. Nat., Bot., sér. 2 17:
108 (1842).

Specimen examined: On Convolvulus arvensis L.
(Convolvulaceae), Mersin: Camliyayla, Kadincik valley,
Papazin bahgesi located, 820-850 m, 26.06.2015, S.
Kabaktepe & |. Akata 8155. Mersin: Tarsus, 2 km from
Gllek to Karbogazi, 1300-1350 m, 22.05.2014, S.
Kabaktepe & I. Akata 7496; On Convolvulus sepium L.
Adana, Pozanti, Akgatekir plateau, 920-1000 m,
22.05.2014, S. Kabaktepe & |. Akata 7502.

4. S. cyclaminis Durieu & Mont., in Montagne, Syll. gen.
sp. crypt. (Paris): 279 (1856).

Specimen examined: On Cyclamen cilicium Boiss. &
Heldr. (Primulaceae) Kayseri: Yahyal, Kapuzbasi
waterfall, 650-700 m, 18.09.2014, S. Kabaktepe & |. Akata
7494,

5. S. dimera Sacc., Michelia 2 (no. 6): 102 (1880).
Specimen examined: On Silene sp. (Caryophyllaceae)
Kayseri: Yahyali, Derebad village, 1200-1400 m,
25.09.2013, $. Kabaktepe & I. Akata 7165; Adana:
Aladag, Gerdibi village, 27.09.2013 $. Kabaktepe & I.
Akata 7239.

6. S. elaeagni (Chevall.) Desm., Annls Sci. Nat., Bot., sér.
321: 4 (1853).

Specimen examined: On Elaeagnus angustifolia L.
(Elacagnaceae) Mersin: Camliyayla, Kadincik valley,
Kozpinar located, 900-950 m, 26.06.2015, S. Kabaktepe
& |. Akata 8136.

7. S. ornithogali Pass., in Thiimen, Flora, Regensburg 60:
207 (1877).

Specimen examined: On Ornithogalum montanum Cirillo
(Asparagaceae) Kayseri, Yahyali, Derebag waterfall, 1270
m, 17.09.2014, S. Kabaktepe & |. Akata 7758; Mersin:

Camliyayla, Sebil, Cehennem Deresi, Pinarlibiik located,
720-780 m, 01.11.2014, S. Kabaktepe & I. Akata 7975.

8. S. rubiae (Pat.) Bubak & Ranoj., Annls mycol. 8(3): 390
(1910).

Specimen examined: On Rubia tinctorum L.
(Rubiaceae), Kayseri: Yahyali, Kirazh village, 1220 m,
05.10.2013, S. Kabaktepe & |. Akata 7271; Konya:
Halkapinar, 5 km from Kayasaray to Cakillar,1350-1400
m, 14.07.2014, $. Kabaktepe & |. Akata 7564; Kayseri,
Yahyali, Derebag waterfall, 1270 m, 17.09.2014, S.
Kabaktepe & I. Akata 7759.

9. S. verbenae Roberge ex Desm., Annls Sci. Nat., Bot.,
sér. 3 8: 19 (1847).

Specimen examined: On Verbena officinalis L.
(Verbenaceae), Mersin: Camliyayla, Kadincik valley,
Kozpinar located, 900-950 m, 26.06.2015, S. Kabaktepe
& I. Akata 8135.

Discussion

As a result of the present study, 9 Septoria species
on 10 different host plant species were determined.
Among them, S. alnicola (on Alnus glutinosa), and S.
antirrhini (on Antirrhinum majus) were reported for the first
time from Turkey (Table 1).

Tracing to literature on Turkish Septoria (Huseyin
and Selcuk, 2002; Hiiseyin et al., 2016; Selcuk et al., 2009;
Ekici et al., 2012; Erdogdu et al., 2017; Kabaktepe and
Bahcecioglu, 2006; Kabaktepe et al., 2013) 85 species on
78 host plants have previously been reported from Turkey.

With the present study, S. alnicola and S. antirrhini
are recorded for Turkish Septoria for the first time and
Cyclamen cilicium was determined as a new host for S.
cyclaminis. So the number of Turkish Septoria species and
host plants increased to 87 and 81 respectively.

Tablel. Septoria species and their host plants determined in the study area

Species Host species
1. S. alnicola Alnus glutinosa
2. S. antirrhini Antirrhinum majus
3 s. convolvuli Convolvulus arv?nsis
Convolvulus sepium
4. S. cyclaminis Cyclamen cilicium
5. S. dimera Silene sp.
6. S. elaeagni Elaeagnus angustifolia
7. S. ornithogali Ornithogalum montanum
8. S. rubiae Rubia tinctorum
9. S. verbenae Verbena officinalis
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Oz: Bu calisma 2012-2013 yillari arasinda yapilmistir. Erzincan ilinde ilkbahar, yaz,
sonbahar ve kis mevsimlerinde gesitli Uretim ve satim yerleri ile evlerden toplanan tulum peyniri
drneklerinde gelisen mikrofunguslarin belirlenmesi  amaclanmistir.  Orneklerin - bulundugu
bidonlarin Ust kisimlari steril misina ile kesilerek ¢ikartimis ve hava ile temas etmeyen
yuzeylerinden steril spatiller araciligi ile alinarak steril tek kullanimhk érnek kaplarina
koyulmustur. Soguk tasima cantalari ile ¢galigilacak laboratuvar ortama getirilerek makroskopik ve
mikroskopik incelemeler yapilmistir. Peynirlerden 200 fungal izolat tespit edilmis ve bunlardan 5
cinse (Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Penicillium ve Cladosporium) ait 14 tir (Aspergillus
flavus, A. niger, A. parasiticus, A. versicolor, Fusarium oxysporum, Geotrichum candidum,
Penicillium chrysogenum, P. echinulatum, P. griseofulvum, P. palitans, P. roqueforti, P. solitum,
P. verrucosum ve Cladosporium herbarum) izole edilip tanimlanmistir.

Anahtar kelimeler: Erzincan, Tulum peynirleri, fungus, Turkiye

Fungal Species Isolated from Erzincan Tulum Cheeses

Abstract: This study was carried out between 2012-2013 years. Aim of this study is to
determine microfungi that developed from tulum cheese samples collected from various
workshops, shops and houses in the spring, summer, autumn and winter seasons from Erzincan
city. The tops of the containers in which the samples were excised with a sterile gutand the
surfaces not in contact with the air taken through sterile spatula were placed into sterile disposable
specimen containers. The taken samples were brought to the laboratory with cold carrier bags

and macroscopic and microscopic investigations were carried out.

200 fungal isolates were

identified from the cheeses and 14 species (Aspergillus flavus, A. niger, A. parasiticus, A.

versicolor,

Fusarium oxysporum, Geotrichum candidum, Penicillium chrysogenum, P.

echinulatum, P. griseofulvum, P. palitans, P. roqueforti, P. solitum, P. verrucosum and
Cladosporium herbarum) belonging to 5 genera (Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Penicillium
and Cladosporium) were isolated and described.

Key words: Erzincan, Tulum cheeses, fungus, Turkey

Giris

Peynirin  tarihgesine baktigimizda ilk peyniri
“‘Kanana” adinda bir Arap seyyahin koyun midesinden
yapilmis  bir torbada tasidigi slUtin  pihtilasip
peynirlesmesiyle buldugu soéylenir. Heredot, Hypokrates,
Strabo ve Nikolaus gibi birgok bilim adamlari ise peynirin
ilk kez iskit Tirkleri tarafindan kisrak siitiiniin eksitilmesi
yoluyla yapildigini ileri siirmektedirler. Ayrica isvigre’'de
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yapilan kazilarda gél kenarinda yasayan kavimlere ait
mezarlarda sigir iskeletleri yaninda peynir yapiminda
kullaniimis aletlere rastlanildigi bildirilmektedir. Bu bilgiler
Isiginda peynirin ge¢misinin 4000 yil énceye dayandigi
soylenebilir (Sert, 1985). Daha sonralari ise insanlar kendi
bulunduklari yerlerdeki yasam kosullarina, beslenme
tarzlarina, orf ve adetlerine gore cesitli sekillerde peynir
Uretmeye devam etmiglerdir.
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Ulkemizde ise peynir ¢esidi olarak en ¢ok beyaz Dogu Anadolu Bolgesi'nde Erzincan ili ile

peynir, kasar peyniri ve tulum peyniri (Tablo 1) Ozdeslesmis olan, adini dretildigi ve saklandigi
Uretilmektedir. Bunlarin yani sira yoresel farkhliklara sahip materyalden alan tulum peyniri beyazdan sariya kadar
hendz tanimlanmamis pek gok peynir tlrld bulunmaktadir degisen renklerde olup bazilari hosa gitmeyen tat ve
(Durlu-Ozkaya ve Giin, 2007). kokuya sahiptirler (Duman Aydin ve Gilmez, 2008).

Tablo 1. Erzincan Tulum Peyniri Uretiminin Akis Semasi (Tekinsen ve Akar, 2017)

Cig Sit

v

Klarifikasyon (Stuzme)

v

Pastorizasyon (65 °C’ de 30 dk)

Sogutma (38 — 40 °C)

v

Peynir Mayasi ilavesi
Plttl Kesimi
Peynir Suyunun Sizilmesi Ve Ayrilmasi (180 dk)
Telemenin Siizme Bezine Atlnma& Ve Dinlendirilmesi (16 sa)
Dinlendirme Kaplarinda Tuzlama Ve Dinlendirme (3 gtin)

Dolum Salamurasi ilavesi ve Ambalajlama

Olgunlastirma (+4 - +6 °C, %80 nem, 4 ay)

Besin degeri ylksek olan tulum peyniri Fakat 1960l yillardan beri yapilan caligmalarda
mikroorganizmalarin yasamalari i¢in uygun bir ortamdir. bazi  mikrofunguslarin  toksik  etkili  metabolitler
Bu mikroorganizmalarin bazilari endUstriyel olarak gidanin olusturduklari ve bunlarin kanser vyapici ajanlardan
uretiimesinde rol oynarken bazilari ise gidanin kalitesinin olduklari saptanmistir (Korukluoglu ve Ark.1998; Ozkalp
dismesine ve insanlarda gida zehirlenmesine neden ve Durak,1998). Arastirmalarda 300.000’ den fazla fungus
olmaktadirlar. Tulum peynirinde tat, koku, goruntu ve sekil tiriindn oldugu bulunmus ve bunlardan 250 kadarinin
bozukluklarina neden olarak Griin kalitesini bozan toksin  sentezleyebildigi, yaklasik 20 tlrin de
mikroorganizmalar arasinda bakteri ve mikrofunguslar (kuf olusturduklari mikotoksinler ile insan ve hayvanlarda
ve mayalar) o6nemli yer tutmaktadir (Sert, 1985). saglik acisindan o6nemli rahatsizliklara yol agtig
Mikroorganizmalarin sebep oldugu bozulmalar Grinlerin saptanmistir (Van-Egmond, 1991; Vural, 1984).
cesitli bolgelerinde goéruldugu gibi tulum peynirlerinin Peynirlerde yapilan calismalara goére izolatlarin %
genellikle Ust yilzeylerinde ve tiketim asamasina kadar 86.1" inin Penicillium, % 3’ Gntn Aspergillus, % 10.9" unun
saklandiklari materyal ile temas ettikleri yuzeysel diger mikrofunguslar oldugu tespit edilmistir (Topal,
bdlgelerde gorulmektedir. 1986b). Bunlardan ortaya c¢ikan mikotoksinlerden

Endustriyel mikrobiyolojide bazi mikrofunguslardan aflatoksin ve penisilinin fazlasi, insanlar igin cesitli
degisik metodlar ve teknikler kullanilarak ickiler, gliserol, olumsuz etkileri ortaya ¢ikarmigtir (Ciegler, 1975).
yaglar, organik asitler, vitaminler, antibiyotikler, enzimler Bu galismada Erzincan tulum peynirlerinde gelisen
ve gesitli fermente Grunlerin Uretildigi bilinmektedir (Topal, mikrofunguslar, Erzincan ilinin gesitli tretim yerlerinden
19864a; Topal, 1986bh). toplanan numuneler lGzerinden izole edilip, tayin edilmistir.
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Numunelerde hangi mikrofungus tdrlerinin bulundugu ve
baskin oldugu saptanmistir. Calisma sonunda elde
ettigimiz bilgiler dogrultusunda Ulkemizde Uretim ve
tiketimi ylksek olan tulum peynirinde hem kalitenin
artmasi, hem tiketici beklentilerinin karsilanmasi hem de
insan  saghginin  korunmasi  saglanmistir.  Gida
endustirisinde 6nemli unsurlardan biri olan hijyene

gereken Onemin verilmesi acgisindan Ureticilere 151k
tutulmustur.

Materyal ve Metot

Bu calismada Erzincan ilinde ¢esitli Uretim

yerlerinde 2012 - 2013 yillarinda imal edilen farkh tulum
peyniri gesitlerinden ve evlerden 250’ ser gram 2012 -
2013 yillar arasindaki ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis

Tablo 2. Ornek alinan yerler

Ekim(2018)9(2)148-154

mevsimlerinde her mevsim 8 adet olmak lizere toplam 32

adet tulum peyniri 6rnegi alinmistir. Ornekler mevsimlere
uygun sekillerde Nisan, Temmuz, Ekim ve Ocak aylarinda
Tablo 2’ de belirtilen yerlerden alinmistir.

Ornekler alinirken misina yardimi ile tulum
peynirinin  Ust ylzeyi kesilmistir. Boylelikle tulum
peynirlerinin hava ile temas etmeyen kisimlarindan steril
spatuller ile numuneler alinmis ve steril numune kaplarina
koyularak soduk tasima c¢antalarinda 2 - 8 °C sicakhkta
muhafaza edilerek calisilacak laboratuvar ortamina
getirilmigtir.  Ornekler teshisleri yapilincaya kadar
buzdolabinda kaplarin adiz kisimlari sikica kapatilarak
birbirleriyle temasi Onlenecek sekillerde muhafaza
edilmistir (Sert, 1992).

1. Adile Erkol

5. Ozeren Peynircilik

2. Saliha Erdogan

6. Kemah peynircilik

3. Aliye Karakurt

7. Refahiye Peynircilik

4. Saliha Ugurcan

8. Kerer Peynircilik

Calisma igin toplanan tulum peyniri érneklerinden 1
g olacak sekilde hassas terazi ile tartilarak alinan
numunelerin her biri 10 ml steril fizyolojik su ile yogurt
kivamina gelene kadar homojenize edilmistir. Ornekler
bakteriyel dremeyi baskilamak amaci ile 30 mg/l
rosebengal ve 30 mg/l streptomisin ilave edilmis Pepton
Dekstroz Agara ekilmis, oda sicakliginda (22-26 °C’ de) 7-
10 giun inkidbe edilmis ve izole edilmistir. Daha sonra
Ureyen her bir fungus kolonisi Malt Ekstrakt Agar (MEA),
Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Czapek's Agar (CZ)
besiyeri ortamlarina pasaj alinmistir. Pasaj alinan Petriler
oda sicakliginda (22-26 °C’ de) 7-10 gin inklibasyona
birakilmistir ve saf kiiltirler elde edilmistir. inkiibasyon
suresince kolonilerin  sekil, renk, koloni c¢aplari,
eksiidasyon ve pigmentasyon yapma gibi makroskopik
Ozellikleri kaydedilmistir. Kolonilerin tersten ve yuzeyden
gorunasleri izlenmigtir (Erdogan ve Ark. 2001).

Elde edilen saf kolonilerin mikroskopik yapilarinin
incelenebilmesi icin  lam-lamel arasi  preparatlar

hazirlanmistir.  Mikrofunguslarin  yapilarinin  rahat
g6zlemlenebilmesi amaciyla pikrik asitli laktofenol ¢ozeltisi
kullanilmigtir. Lam Uzerine birka¢ damla laktofenol
damlatilarak Uzerine steril 6ze ile alinan mikrofunguslar
yerlestiriimis ve Ustleri lamel ile kapatiimistir. Daha sonra
hazirlanan preparatta lamellerin kenarlari oje ile
kapatiimigtir. Elde edilen saf kiltirlerden hazirlanan
preparatlardaki mikrofunguslar Olympus Cx22 marka
mikroskobun okulerine yerlestirilen mikrometrik okuler disk
kullanilarak mikronlarla Olctimastar. Her bir
mikrofungusun bitliin  organlari 50 kere Olgllmis,
ortalamasi alinmis, yabanci eserlerden (Klich, 2002;
Samson ve Ark., 2002) yararlanilarak teshisleri yapilmistir.

Bulgular

Erzincan ilinden 2012 - 2013 yillar arasindaki
ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis mevsimlerinde her mevsim
8 adet olmak Uzere toplam 32 adet tulum peyniri
orneginden 200 koloni (Tablo 3, Sekil 1), 5 cinse (Tablo 4,
Sekil 2) ait 14 tur (Tablo 5, Sekil 3) elde edilmistir.

Tablo 3. Erzincan ilinde 2012 - 2013 Yillari Arasinda izole Edilen Funguslarin
Mevsimlere Goére Koloni Sayisi ve Yiizde Oranlari

Mevsimler Koloni Sayisi %

ilkbahar 75 375
Yaz 69 34.5
Sonbahar 29 14.5
Kis 27 13.5
Toplam 200 100
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ilkbahar

Yaz

Sonbahar

Kig

Sekil 1. Erzincan ilinde 2012-2013 yillari arasinda izole edilen fungus kolonilerinin mevsimlere gére ylizde oranlari

Toplamda en fazla izole edilen fungus cinsi % 48.5
oranla Penicillium olup, bunu % 40.5 oranla Aspergillus,

Tablo 4. Erzincan ilinde 2012 - 2013 Yillari Arasinda izole Edilen Fungus
Cinslerinin Koloni Sayisi ve Yuzde Oranlari

Cins Koloni Sayisi %
Aspergillus 81 40.5
Fusarium 11 5.5
Geotrichum 6 3
Penicillium 97 48.5
Cladosporium 5 2.5
Toplam 200 100

% 5.5 oranla Fusarium, % 3 oranla Geotrichum ve % 2.5
oranla Cladosporium takip etmistir (Tablo 4, Sekil 2).

100

10

Aspergillus

Fusarium

Geotrichum

Cladosporium

Sekil 2. Erzincan ilinde 2012-2013 yillari arasinda izole edilen fungus cinslerinin ytzde oranlari

151



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2018)9(2)148-154

Calisma sonucunda en fazla izole edilen tir % 19.5
oranla Aspergillus flavus olup, bunu % 15.5 oranla
Penicillium chrysogenum, % 10 oranla Aspergillus
parasiticus, % 9.5 oranla Penicillium griseofulvum, % 8.5
oranla Aspergillus versicolor, % 6.5 oranla Penicillium
solitum, % 5.5 oranla Penicillium palitans ve Fusarium

oxysporum, % 4.5 oranla Penicillium roqueforti ve
Penicillium echinulatum, % 3 oranla Geotrichum
candidum, % 2.5 oranla Aspergillus niger, Penicillium
verrucosum ve Cladosporium herbarum takip etmektedir
(Tablo 5, Sekil 3).

Tablo 5. Erzincan ilinde 2012 - 2013 Yillari Arasinda Izole Edilen Fungus Tiirlerinin Koloni Sayisi ve Yiizde Oranlari

Tar Koloni Sayisi %

Aspergillus flavus 39 195

Aspergillus niger 5 25

Aspergillus parasiticus 20 10

Aspergillus versicolor 17 8.5

Fusarium oxysporum 11 55

Geotrichum candidum 6 3

Penicillium chrysogenum 31 155

Penicillium echinulatum 9 4.5

Penicillium griseofulvum 19 9.5

Penicillium palitans 11 55

Penicillium roqueforti 9 4.5

Penicillium solitum 13 6.5

Penicillium verrucosum 5 25

Cladosporium herbarum 5 2.5

Toplam 200 100

100
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Sekil 3. Erzincan ilinde 2012-2013 yillari arasinda izole edilen fungus cinslerinin ylizde oranlari
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Tartigma ve Sonug

Erzincan tulum peyniri Gretiminde kullanilan sutin
temin edildigi hayvanlarin (inek veya koyun) acik alanlarda
beslenmesi, havada bulunan mikroorganizmalar ile temas
etmis Urdnleri tiketmesi ve hayvanlarin otlama isleminden
sonra sUt sagdim asamasina gegildiginde memelerinin
dezenfekte edilmemesi gibi unsurlar nedeni ile ilkbahar ve
yaz aylarinda izole edilen fungus orani diger mevsimlere
gore artis gostermistir (Tablo 3). Saprofit mikrofunguslar
icinde Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Mucor’ larin
blylk 6nem tasidigi ve bu mikrofunguslarin her iklimde
gelistigi bidirilmistir (Ozgakmak ve Dervigoglu, 2011)
(Tablo 4). Calismada da Penicillium ve Aspergillus cins ve
tdrleri dominant olarak izole edilmigtir (Tablo 4, Tablo 5).
Calisma sonucundaki verilerde Penicillium cins ve tirleri
diger cins ve turlere oranla daha baskin durumdadir (Tablo
4, Tablo 5). Hava sicakligi ve nem gibi unsurlarin etkisi ile
sonbahar ve kis mevsimlerinde izole edilen funguslarda en
baskin cinsin Penicilium olmasi diger calismalar ile
paralellik gostermektedir. Arastirmalara gore
Cladosporium turlerinin sicak iklimlerde yuksek miktarda
izole edildigi gortlmistir (Mitakasis ve Quest, 2001;
Colakoglu, 2001). izole edilen Cladosporium herbarum en
fazla ilkbahar ve yaz mevsimlerinde goéraimustir (Tablo 5).

Peynirlerde bozulma etmeni hakim floranin
Penicillium sp. ve bununla birlikte Aspergillus sp., Mucor
sp., Geotricum sp., Rhizopus sp., Alternaria sp.,
Cladosporium sp., Trichoderma sp. ve Scopulariopsis sp.
cinsleri oldugu bildirilmistir (Kure ve Ark., 2004; Rusu ve
Sindilar, 2004; Nasser, 2001; Kure ve Skaar, 2000).
Penicillium cinsi arastirma periyodu boyunca en ¢ok
bulunan mikrofungus olmustur (Tablo 4).

Hymery ve Ark. (2014), Zerfirides (1985) ve
Chapman ve Ark.(1981) peynirlerde mikrofunguslarin
olusturduklari mikotoksinlerle ilgili galismalar yapmislardir.
Penicillium cinsine ait 150 kadar tiir ve bunlara ait 97 gesit
toksin tespit edilmistir (Sert, 1992, Topal, 1987).
Bunlardan okratoksin, penisilik asit, patulin, PR toksin,
rokfortin,  sitrinin,  rubratoksin, siklopiazonik  asit,
izofumigaklavin,  mikofenolik  asit, penitrem  gibi
mikotoksinlerin peynirlerde olusabildigi kaydedilmigtir
(Sert, 1992). Calismada 32 adet tulum peynirinden izole
edilen Penicillium’ un koloni sayisi 97 ve orani % 48.5
(Tablo 4) olup, mikrofunguslarla kontamine olmus
peynirleri tiketirken dikkatli olmak gerekmektedir.

Penicillium chrysogenum’ un mikotoksini rokfortin C
ve penisilin (Samson ve Ark., 2002) olup Tablo 5’ te

géralduga gibi % 155 oraninda bulunmustur.
Mikotoksinler olarak, Penicillium echinulatum’ un
territrems, Penicillium griseofulvum’ un rokfortin C,

siklopiazonik asit, patulin, griseofulvin, Penicillium palitans
‘In siklopiazonik asit, fumigaklavin A ve B ve Penicillium
solitum’ un siklopenin, siklofenol, siklopeptin metaboliti
Urettikleri  bildiriimistir (Samson ve Ark., 2002). Bu
mikrofungus tiirleri calismada izole edilmistir (Tablo 5).
Penicillium roqueforti’ nin (Tablo 5) bazi suslari
rokfortin C, izofumigaklavin A ve B, PR toksin gibi
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mikotoksinleri olusturmaktadirlar (Samson ve Ark., 2002).

PR toksin’ in farelerde intraperitonal yoldan 11 mg/kg, oral
yoldan 115 mg/kg miktarlarinin letal doz (LDso) oldugu
bulunmustur (Sert, 1992). P. roqueforti’ nin Urettidi toksik
madde farelere enjekte edildiginde nérotoksik etki yarattigi
da gorulmastir (Topal, 1986b). Bu turlin toksik olmayan
suslari birgok Ulkede peynirlere aroma kazandirmak igin
starter kltir olarak kullaniimaktadir.

Peynir  ylzeyinde kiflenmeye neden olan
kontamine tirler iginde okratoksin A (OTA) ve sitrinin gibi
mikotoksinleri  Uretme yetenegine sahip olan tir
Penicillium verrucosum (Tablo 5) olup, OTA hem insan
hem kimes hayvanlarinda bdbrek hastaliklarina neden
olan nefrotoksik bir mikotoksindir (Kamber, 2008; Larsen
ve Ark.,, 2001). Ayrica Penicillium verrucosum var.
cyclopium’ un siklopiazonik asit Urettidi ve bunun
insanlarda bdbrek, kalp ve karaciger gibi gesitli organlarda
alindigi doz ile yas ve cinse bagh olarak lezyonlara neden
oldugu bildirilmistir (Ozkalp ve Durak,1998; Frazier ve
Westhoff, 1988; Topal, 1987).

Aflatoksinler baslica Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus tirleri tarafindan sentezlenen
mikotoksinlerdir  (D’'Mello  ve Macdonald, 1997).
Aspergillus flavus aflatoksin Ba, siklopiazonik asit, A.niger
okratoksin A, Aspergillus  parasiticus  aflatoksin
B1,B2,G1,G2, A.versicolor toksik metabolit sterigmatosistin
Uretmektedirler (Klich, 2002; Samson ve Ark., 2002;
Ozkalp ve Durak,1998). Aspergillus flavus ve Aspergillus
parasiticus turleri yliksek oranlarda elde edilmistir (Tablo
5). Hayvanlarin (inek, manda, koyun ve kegi) yemlerle
aldigi ve kanserojen etkisi yiUksek olan aflatoksin B:
sindirim  sistemlerinde metabolize olarak sutlerine
aflatoksin M1(AFMz1) olarak gegmektedir. Boyle sut ve sut
drtnlerini tketen insanlarin, 6zellikle bebek ve ¢ocuklarin
sutte bulunan Mi(AFM:) toksinine maruz kalma riskinin
yuksek oldugu bildirilmistir (Anonim, 2008).

%5.5 oraninda izole edilen Fusarium oxysporum’ un
onemli mikotoksin olarak fusarik asit ve moniliformin
urettigi (Samson ve Ark., 2002), %3 oraninda elde edilen
Geotrichum candidum’ un peynir yiizeyinde kiflenmeye
neden olan kontamine bir tir oldugu (Samson ve Ark.,
2002; Pitt ve Hocking, 1999) ve %2.5 oraninda bulunan
Cladosporium  herbarum’ un epiklodosporik  asit
olusturdugu saptanmistir (Sert, 1992) (Tablo 5).

Peynire, uygunsuz uretim, depolama ve sevkiyat
gibi islemler sirasinda kolaylikla mikroorganizmalar
bulasabilmektedir. Erzincan tulum peynirinin mavi ve yesil
renkte kiflenmis olanlari yore halki tarafindan daha
lezzetli bulunmakta ve mikrofunguslarla kontamine olmus
tulum peynirinin sagliga yararli olduguna inaniimaktadir.
Bu nedenle tulum peynirindeki mikrofungus florasi
belilenmis ve bunlarin insan sagligi acisindan etkileri
literaturler 1s1ginda belirtilmistir.

Sonug olarak tulum peyniri Gretiminde insan sagligi
ve Urln kalitesi agisindan hayvanlarin ilkbahar ve yaz
mevsimlerinde otlama ortamlarinin kosullarina, sonbahar
ve kis mevsimlerinde ise verilen yemlerin kalitesi ile
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yemlerin depolanma kosullarinin uygun hale getirilmesine Tesekkiir

dikkat edilmelidir. Uretim asamasinda sutdn Bu c¢alisma Gulgin Erkolun “Erzincan Tulum
pastorizasyonu, ortamin sterilizasyonu ve galisan kisinin Peynirlerinden  izole  Edilen  Funguslar  Uzerine
hijyen kosullari gibi unsurlar kontrol edilmelidir. Peynirin Arastirmalar, 2015” isimli YUksek Lisans Tezinin bir
olgunlastirma sirasinda depolanan bdlgenin sicaklik ve bélimadir. Calisma ayrica Proje No: FEN-C-YLP-
neminin sabit tutulmasi son derece o6nemlidir. Daha 191212-0362, 2012, Baglama: 2012, Bitis: 2015 projesidir.
saglikh, kaliteli ve kontaminasyon riski az olan tulum Projeye destek veren Marmara Universitesi Bilimsel
peyniri  Uretimi icin  modern  Uretim  teknikleri Arastirma Projeleri Komisyonu’na (BAPKO, Istanbul)
uygulanmaldir. tesekkir ederiz.
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Abstract: Plectania ericae (Donadini) Roqué, was recorded for the first time from Turkey.
Short description of the species is provided together with its photographs related to its macro and

micromorphology.
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Plectania ericage, Sarcosomataceae’'den
Tirkiye I¢in Yeni Bir Kayit

Oz: Plectania ericae (Donadini) Roqué, Tirkiye'den ilk kez kaydedilmistir. Tire ait kisa
betim, tiriin makro ve mikromorfolojisine iligkin fotograflari ile birlikte verilmistir.

Anahtar kelimeler: Makromantarlar, yeni kayit, Plectania, Turkiye

Introduction

Plectania Fuckel is a genus of fungi within the family
Sarcosomataceae (Pezizales). The genus was
circumscribed by Fuckel (1870) and has a widespread
distribution with 17 conformed species (Kirk et al., 2008;
www.indexfungorum.org; accessed 25 June 2018).

Five members of Sarcosomataceae, Plectania
melastoma (Sowerby) Fuckel, Pl. rhytidia (Berk.) Nannf. &
Korf, Pseudoplectania sphagnophila (Pers.) Kreisel, Ps.
vogesiaca Seaver and Strobiloscypha cupressina B. Peri¢
& Pfister have so far been reported from Turkey (Alli et al.,
2011; Akata et al., 2012; Turkoglu and Yagiz, 2012; Kaya
and Uzun, 2018).

During a field trip at Tuzla district (istanbul), some
black and cupulate ascomas were collected under Erica
sp., Later on they were identified as Plectania ericae
(Donadini) Roqué.  Tracing the current checklists (Sesli
and Denchev, 2014; Solak et al., 2015) and the latest
contributions (Demirel et al., 2017; Isik and Turkekul,
2017, 2018; Kasik et al., 2017; Keles and Orug, 2017,
Oztiirk et al., 2017; Sesli and Topcu Sesli, 2017; Tiirkekul
and Isik, 2017; Uzun et al., 2017; Colak and Kaygusuz,
2018; Sadullahoglu and Demirel, 2018; Uzun and Acar,
2018; Uzun et al., 2018) it was found that, the taxon has
not been reported from Turkey before.
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The study aims to make a contribution to Turkish
mycobiota.

Materials and Methods

Fungal specimens were collected from Tuzla district
of Istanbul province in 2018. The fruit bodies were
photographed at their natural habitats and required
morphological and ecological characteristics were
recorded. Then the collected specimens were transferred
to the fungarium within paper bags. The microscopic
studies were based on dried specimens. Microscopic
investigations were carried out under Nikon Eclipse Ci
trinocular light microscope. The specimens were mounted
in water and Melzer's reagent. The samples were
identified by comparing the obtained data with Donadini
(1987), Boccardo et al. (2014) and Carbone et al. (2014).
The samples are kept at Karamanoglu Mehmetbey
University, Kamil Ozdag Science Faculty, Department of
Biology.

Results

The systematics of the species is given in
accordance with Kirk et al. (2008) and the Index Fungorum
(www.indexfungorum.org; accessed 15 May 2018). The
taxon is presented with a brief description, habitat and
locality.
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Ascomycota Caval.-Sm.

Pezizales J. Schrot.

Sarcosomataceae Kobayasi

Plectania Fuckel

Plectania ericae (Donadini) Roqué (Figure 1)
Syn: [Pseudoplectania ericae Donadini]

Macroscopic and microscopic features:

Ascomata 4-11 mm in diameter, cupulate to
spreading in age, sessile to short stalked, hymenial
surface smooth, black, margin smooth, thinner, outer
surface concolorous, finely tomentose to pubescent, hairs
cylindrical and dark brownish black to dark brown. Flesh
blackish. Excipular cells are globose to prismatic and thick
walled. Asci 250-300 x 12-14 um, cylindrical, operculate
and eight spored. Paraphyses, filiform, sometimes
anastomosing, 2 or 3 times bifurcated, some trifurcated,
slightly enlarged at the apex and generally exceeding asci.
Ascospores 11.5-12 (-13) um, spherical, smooth, with a
large guttule at maturity.

g, e

e- ascospores (Melzer)
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Ecology: Plectania ericae was reported to grow on
roots of Erica arborea L. (Boccardo et al., 2014), on bare
soil in the presence of lichens where Cistus monspeliensis
L., C. salviifolius L. and Erica arborea L. exist (Donadini,
1987).

Specimen examined: Istanbul, Tuzla, around
istanbul Park, on soil with Erica sp. roots, 40°57'N-
29°25'E, 175 m, 07.03.2018, Yuzun 6297.

Discussions

Plectania ericae was reported for the first time from
Turkey and the existing taxa number of Plectania and
Sarcosomataceae increased to three and six respectively.
General morphology of the identified sample is in
aggreement with the descriptions of Donadini (1987) and
Boccardo et al. (2014).

igurel. Plectania ericae: a,b- asccrps, c- habitat, d- asci and paraphyses (Melzer),
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Plectania ericae is similar to Pseudoplectania affinis melaena in terms of micromorphology, but the black
M. Carbone, Agnello & P. Alvarado, Ps. nigrella (Pers.) content of the paraphyses and the coniferous habitat of PI.
Fuckel and Ps. tasmanica M. Carbone, Agnello & P. melaena differs it from PI. ericae (Medardi, 2006; Iturriaga
Alvarado. The larger apothecia, more diverticulate et al., 2012; Van Vooren et al., 2013).
paraphyses tips and straighter external hairs differs Ps.
affinis from PIl. ericae. Ps. nigrella can easily be Acknowledgement
differentiated from PI. ericae by the forked paraphyses and The authors would like to thank Omer UZUN for his
non coniferous habitat of the PI. ericae. Ps. tasmanica kind help during field study, and Alfredo Vizzini, Matteo
differs from Pl. ericae mainly by its larger size, and the Carbone and Nicolas Van Vooren for providing literature.

straighter and numerous external hairs (Carbone et al.,
2014). P. ericae also have some similarities with PI.
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Abstract

Aim of this study is investigation of effects of different salt and temperature combinations
on morphological characteristics of microfungi that were isolated and identified with traditional
and molecular methods from Camalti Saltern/izmir. A total of 37 species as 3 species belong to
Alternaria, 13 Aspergillus, 2 Chaetomium, 5 Cladosporium, 9 Penicillium, and 1 species belong
to each species as Acremonium, Arthrinium, Biscogniaxua, Diaporthe, Fusarium were used in
this study. Using aseptic techniques, each of the microfungi were inoculated on Mat Extract Agar
medium that was added 8%, 16%, 24% NaCl. Each concentration media was incubated at 17,
27, 37 °C at 7 days. After incubation of each cultures were investigated spore formation, mycelium
diameter, colony front and back colour, colony texture, colony diameters, sclerotium and
cleistothecium. All results were collected in a table and photographed. As a result of the study,
we showed that combination of different NaCl concentrations and temperatures have affected on
colony properties. Furthermore, these effects revealed morphological differences between closely
related fungi such as members of section Versicolor, Aspergillus, Clavati, Circumdati, Flavi,
Penicillium subgenus Penicillium.

Key words: Salt, Temperature, Microfungi, Combine effect

Mikrofunguslarin Morfolojik Karakterleri Uzerine Tuz Ve Sicaklik
Kombinasyonlarinin Etkisi

Oz: Bu galismanin amaci, farkh tuz ve sicaklik kombinasyonlarinin Camalti Tuzlasi/
izmir'den izole edilen, geleneksel ve molekiler yéntemlerle tanimlanmis mikrofunguslarin
morfolojik karakterleri (zerindeki etkilerinin arastiriimasidir. Bu galismada 3 Alternaria, 13
Aspergillus, 2 Chaetomium, 5 Cladosporium, 9 Penicillium ve Acremonium, Arthrinium,
Biscogniaxua, Diaporthe, Fusarium cinlerinin her birinden 1’er tane olmak Uzere toplam 37 tur
kullanilmistir. Aseptik teknikler kullanilarak, mikrofunguslarin her biri, %8, %16, %24 NaCl
eklenmis Mat Ekstrakt Agar plaklarina asilanmistir. Her konsantrasyon ortami 17, 27, 37°C'de 7
glin boyunca inkibe edilmistir. Her kiltlrin inkibasyonundan sonra spor olusumu, miselyum
¢apl, koloni 6n ve arka rengi, koloni dokusu, koloni ¢api, sklerotium ve kleistothecium varligi
incelenmistir. Bitln sonuglar bir tabloda toplanmis ve fotograflanmistir. Calismanin sonucunda,
farkli NaCl konsantrasyonu ve sicaklik kombinasyonlarinin koloni &zelliklerine etki ettigi
gosterilmistir. Ayrica, bu etkiler, Versicolor, Aspergillus, Clavati, Circumdati, Flavi, Penicillium
subgenus Penicillium Gyeleri gibi yakin iliskili mikrofunguslar arasinda morfolojik farkhliklar ortaya
cikarmistir.

Anahtar kelimeler: Tuz, Sicaklik, Mikrofungi, Kombine etki
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Introduction

Microfungi are common microorganisms found in
range habitats from soil, air, water and various food
products to extreme environments (Krijgsheld et al., 2013;
Selbmann et al., 2013; Houbraken et al., 2014; Egbuta et
al., 2015; Chavez et al., 2015). In addition, they are well
known as decomposer of organic materials, producer of
some product in industrial and food fields, producer of
important mycotoxins, reason major economic and health
effects on plant, animal and human life (Asan, 2004;
Shukri et al., 2015; Egbuta, 2015; Demirel, 2016; Shukri et
al., 2017). Owing to their numerous impacts, studies on
the identification of microfungi are vitally important.

There are numerous identification methods for
microfungi based on morphological characters or
molecular assays (Ciardo et al., 2007; Papagianni, 2014;
Becker et al., 2014; Shukri et al., 2015). Molecular assays
based on the DNA have been developing day by day and
they are very successful on correct identification of
microfungi. However, these assays are expensive, labour-
intensive, require to interdisciplinary experiences and
including a high risk for both environment and life due to
using chemicals and radiation (Guarro et al., 1999;
McClenny 2005; Tsui et al., 2011; Becker et al., 2014). In
addition, experiences of researchers about morphological
properties of investigating microfungi are necessary for
correct identification, understanding of contamination,
selection of PCR primers and workflow on phylogeny
(Samson et al., 2010). Morphological typing methods are
the phenotypic approach including macroscopic and
microscopic investigation of observable characters and
have been used for many years (Raper and Thom, 1949;
Raper and Fennell, 1965; Pitt, 1979; Pitt, 2000; Klich,
2002; Samson et al., 2010). Morphological typing methods
have critical limitations such as taking very long time,
labour-intensive, effects of experiences and decisions of
researchers, losing of some morphological characters and
more than these factors (Guardo et al., 1999; Verweij et
al., 2007; Samson et al., 2010; Sharma and Pandey, 2010;
Becker et al., 2014; Demirel 2016; Hase and Nasreen,
2017). Although these negative qualifications of
morphological identification techniques and continuing to
improve and become more readily available of molecular
identification techniques, conventional techniques based
on microscopy and culture the primary laboratory tools for
detecting and identification of microfungi (McClenny,
2005).

The development of new methods will ensure that
traditional identification methods are improved and help to
distinguish of especially closely related microfungi.
Therefore, the purpose of the present study was to
determination effects on phenotypic properties of
microfungi of combination of salt and temperature
conditions. Furthermore, we will discuss on the potential to
be a conventional identification criterion of the investigated
conditions.
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Material and Method

Fungal Strains

The isolates that were used in this study were from
a collection archived in the Eskisehir Osmangazi
University, Department of Biology. All of the isolates used
in this study were isolated from Camalti Saltern/lzmir
province and identified using the molecular and traditional
methods in previous studies (GenBank accession
numbers; KU958178, KX014873, KX022485-KX022492,
KX056227-KX056238, KX426682-KX426702). Cultures
were maintained at 4°C on potato dextrose agar (PDA).

Media, Growth Conditions and Determination of
Growth Characteristics

A modified Malt Extract Agar (Merck 1.05398) with
the different NaCl concentrations as 8, 16 and 24 % that
were selected according to previous some studies
(Ventosa and Arahal, 2009; Gunde-Cimerman et al.,2009,
Gunde-Cimerman and Zalar, 2014) was used as the
growth medium for all isolates. For the inoculation of
microfungi, spore suspension was prepared in 0.1%
Tween 80 and then 3 pl of spore suspension were used as
three points on medium. After inoculation, the plates were
incubated at 17, 27 and 37 °C (Hedi et al., 2009; Ventosa
and Arahal, 2009; Gunde-Cimerman et al.,2009, Gunde-
Cimerman and Zalar, 2014) for 7 days. For each of the
isolates, one of the MEA without NaCl was incubated at 27
°C for 7 days and used as positive growth control. End of
the incubation period, mycelial properties, colony
diameter, colony colour, texture, soluble pigment, exudate
and reverse colour were investigated and evaluated.

Result and Discussion

Morphological analysis in this study showed a wide
range of microfungal species belong to the genera
Acremonium (1 strain, 2.7% of total strain), Alternaria (3
strains, 8.1%), Arthrinium (1 strain, 2.7%), Aspergillus (13
strains, 35.1%), Biscogniauxia (1 strain, 2.7%),
Chaetomium (2 strains, 5.4%), Cladosporium (5 strains,
13.5%), Diaporthe (1 strain, 2.7%), Fusarium (1 strains,
2.7%) and Penicillium (9 strains, 24.3%). All of the
presented as generic concept at below. The comparing
photographs of tested fungi were shared as representing
genus if investigated genus have colony formatted and
had more than one species.

Generic concept of Aspergillus members

In this study, 13 different species belong to
Aspergillus genera were investigated and we discussed
our results as section by section.

Aspergillus tamarii, A. sclerotium and A. melleus
belong to Circumdati section were investigated. When
they were compared with their controls (without NacCl,
incubation at 27 °C), A. sclerotium and A. melleus showed
increasing colony diameter on 8% NaCl and at 27 °C as
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from 47 mm to 65 mm and from 48 mm to 60 mm,
respectively. Furthermore, A. melleus clearly distinguished
from other section members with no colony formation at
the other temperatures. A. tamarii showed same colony
diameter (as 24 mm) and same colony properties with the
control on 8% NacCl at 27 °C.

A. sclerotium distinguished from other members of
the section with formed a colony on same NacCl
concentration at 17 °C as 20 mm and 16% NaCl at 27 °C
as 13 mm, sporulation decreased from heavy to poor.
When the results of the incubation on 8% NaCl at 37 °C
were investigated, we determined that colony size of
species clearly smaller than other conditions. In the same
conditions, A. sclerotium showed velvety colony texture
rather than cotton differently from control. Colony
formation and sporulation properties prominently
decreased together with increasing of NaCl concentration.
Apart from that, there were not a colony on 16% NaCl at
17 and 37 °C, 24% NacCl at all temperatures.

Aspergillus versicolor and A. sydowii belong to
Versicolor section are very similar in terms of
morphological properties (Samson et al., 2010). As result
of combination of different salt and temperature levels, A.
sydowii (Figure 1; I-A) clearly distinguished from A.
versicolor (Figure 1; I-B) with heavy sporulation and
increasing colony diameter as 35 mm on 8% NacCl at 27
°C. Both of two species formed similar micro colony on
16% NaCl at 27 °C and there was not a colony formation
at the other conditions. Section Nidulanti is known as one
of the similar section to members of Versicolor section
(Samson et al., 2014) and include less halotolerant
members (Samson et al.,, 2010). We investigated A.
guadrilineatus from this section and determined that the
species formed smaller and moderately sporulated
colonies (40 mm and 38 mm on 8% NaCl at 27 °C and 37
°C) than control (65 mm at 27 °C) but bigger than members
of Versicolor section.

Other investigated species are A. amstelodami and
A. glaucus belong to section Aspergillus. It is very clear
that A. amstelodami showed colony formation with large
colony and heavy sporulation on 8% (62 mm) and 16%
NaCl (44 mm) at 37 °C, but A. glaucus occurred only small
colony and very poor sporulation on 8% NaCl at 37 °C.

The section Clavati and section Fumigati are known
as closely related members of Aspergillus genus as
consequence of phylogeny studies (Samson et al., 2014).
The control of A. clavatus formed 45 mm colony diameter
and heavy sporulation like A. fumigatus that formed 70 mm
colony diameter and heavy sporulation. As result of
combined salt and temperature, they were clearly
distinguished as A. fumigatus formed still large colony as
60 mm diameter and heavy sporulation while A. clavatus
formed very small as 15 mm and moderately sporulation
on 8% NacCl at 37 °C.

One of the characteristic situation were determined
for A. flavus that is member of section Flavi. This species
showed heavy sporulation and large colony formation as
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70 mm on MEA without NaCl at 27 °C. Colony properties

of this species were determined as moderately sporulation
and small colony as 47 mm and 20 mm on 8% NacCl at 27
°C and 16% NaCl at 37 °C., respectively. Furthermore, A.
flavus occurred very large colony as 75 mm on 8% NacCl
at 37 °C. This shown that combined of salt and
temperature have a distinctive potential.

Similarly, A. niger belong to section Nigri shown
increasing of colony diameter and sporulation together
with increasing of NaCl concentration and temperature.
This species formed moderately sporulation, 65 and 80
mm colonies on 8% NaCl at 27 °C and 34 °C while control
of this species formed 55 mm diameter colony and heavy
sporulation at 27 °C.

A. terreus that is a member of section Terrei is a
worldwide common microfungus and an important human
pathogen. Already, in applied experiment condition,
investigated A. terreus isolate has perfectly grown up at 37
°C on both 8% NaCl (68 mm) and 16% NaCl (24 mm).
Similarly, this species formed strong colony formation at
27 °C on both 8% NaCl (50 mm) and 16% NaCl (11 mm).
We reported as sporulation performance decreased as
parallel of colony diameter. In addition, this member
exhibited only micro colony formation at 17 °C on 8%
NaCl. Furthermore, this species did not form a colony on
24% NacCl at all tested temperatures.

Generic concept of Penicillium members

In this study, 9 different species belong to
Penicillium genera were investigated and all of them
belonged to Penicilium subgenus  Penicillium.
Investigated species were mainly showed colony
formation at 17 and 27 °C, % 8 and 16 NaCl concentration.
Between NaCl concentration/temperature and sporulation
degree were determined opposite interaction. In addition,
we were observed equal or small size of colony than
control with increasing NaCl concentration and
temperature. The other common properties of investigated
species, reverse colony colour, poor green and white
colony colours and velvety colony texture were steady
although NaCl concentration and temperature were
changed.

Only P. spinulosum among investigated Penicillium
members showed good colony formation at 8 % NaCl
concentration and both 17 and 27 °C as 30 mm and 15
mm, respectively. P. griseofulvum, P. nalgiovense, P.
corylophilum, P. oxalicum, P. olsonii, P. citrinum and P.
commune formatted colonies at 8 and 16 % NaCl and 17
and 27 °C until 16 mm. Among Penicillium members, P.
griseofulvum, P. nalgiovense, P. camemberti, P. citrinum
and P. commune were distinguished with colony formation
and sporulation at 8 % NaCl and 37 °C as from 7 mm to
26 mm and from poor to heavy sporulation. In addition, P.
citrinum and P. commune distinctively formatted micro
colony at 16 % NacCl concentration and 37 °C. In this point,
P. camemberti and P. commune are of the similar species
belong to Penicillium subgenus Penicillium (Samson et al.,
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2010). We exhibited an option for distinguish of these two

similar species. Another of the closely related species to
P. commune (Figure 1; lI-A) is P. corylophilum (Figure 1;
[I-B) and our results showed that these two species
distinguished by using of parameter of micro colony
formation at 16 % NaCl concentration and 37 °C of P.
commune.

Generic concept of other microfungi

In this study, 15 different species belong to 8 genera
were investigated and we discussed our results as genus
by genus and comparing with controls.

The Acremonium genus is consist of septate
hyphae giving rise to thin, for this reason, distinguish of
them under microscope is difficult (Summerbell et al.,
2011). The isolate Acremonium implicatum was
investigated and this isolate formed micro colony (5 mm)
with poor sporulation at only 8% NaCl concentration and
27 °C. The control formed colony diameter 20 mm and
heavy sporulation. As different from control, the colony and
reverse colours of this isolate changed as pale and colony
texture was come to woody from bouquet at 8% NacCl
concentration and 27 °C.

We investigate 3 different species of Alternaria
genus as A. alternata and A. tenuissima members of
section Alternata and A. brassicicola member of section
Brassicicola (Woudenberg et al., 2013). A. tenuissima
species group have often been misidentificated as A.
alternata. A. alternata differs by some microscopic
properties such as branching conidial chains via short
secondary conidiophores from apex in addition to central
and basal cell of the conidium body (Samson et al., 2010).
We found one more cultural differences between these two
closely related Alternaria species. While A. tenuissima
were not grow up on 8% NaCl and 17 °C (Figure 1; I1I-A),
A. alternata formed colony diameter of 17 mm on same
conditions (Figure 1; IlI-B). As different from control
inoculation, this colony recorded as poor sporulation, pale
reverse colour.

Arthrinium arundinis that is one of the endophyte
present on the range substrate (Crous and Groenewald,
2013) exhibited colony formation on 8% NaCl at 27 and 17
°C. When colony properties compared with control
condition, this species showed less colony diameter (to 25
mm from 75 mm), sporulation (to absent from moderately)
and increased mycelium than control. In addition, A.
arundinis distinguished with chancing colony texture to
cottony from velvety.

While Biscogniauxia mediterranea formed colony
on control condition as 75 mm colony diameter, slightly
sporulation and heavy mycelium, growing on condition
included NaCl at any concentration did not show.
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The genus Chaetomium was descripted by Kunze
based on C. globosum and because of the poorly
information original description, identification of members
of this genus was difficult and description process was
repeated again and again (Wang et al., 2016).
Investigated two species belong to Chaetomium genus as
C. globosum and C. subaffine, identified species level, did
not form colony while control inoculation grown up as
diameter of 70 and 80 mm, respectively, heavy
sporulation, brownish reverse colour, greenish colony
colour and velvety texture for C. globosum, poor
sporulation, media reverse colour, white mycelial colour
dominate and woody colony texture for C. subaffine.

Totally five species of Cladosporium genus as C.
cladosiporioides, C. herbarum, C. ramotenellum, C.
sphaerospermum and C. variable, were investigated.
Application of different NaCl concentrations under different
incubation temperatures showed that C. variable distinctly
distinguished from other genus members with micro
colony formation only on 8% NacCl at 27 °C. In addition, C.
herbarium showed very clear distinctive result as 25 mm
colony formation with moderately sporulation on 8% NaCl
at 27 °C. One more clear result obtained for C.
sphaerospermum. This species did not grown up on NacCl
presence while control exhibited 11 mm diameter colony
and heavy sporulation. Among investigated species, C.
ramotenellum (Figure 1; IV-A) and C. cladosporioides
(Figure 1; 1V-B) formed colony on 8% NaCl concentration
at 17 and 27 °C. When morphologically compared with
control, the control exhibited colony in 14-26 mm diameter
with heavy sporulation. On NaCl concentration, small
colonies occurred as micro -22 mm with poor or
moderately sporulation.

Diaporthe foeniculina showed growing on 8% NaCl
concentration at 27 and 17 °C. When colony formation of
this isolate compared with control and itself, colony
diameter and sporulation dramatically decreased in the
presence NaCl and at low temperature as 25 mm on
control, 20 mm on 8% NacCl at 27 °C, 14 mm on 8% NacCl
at 17 ° C and heavy sporulation on control, moderately on
8% NaCl at 27 °C, slightly on 8% NaCl at 17 ° C.

Fusarium proliferatum exhibited colony formation on
8% NaCl and at 27 and 37 °C. When we compared colony
properties with control, we determinated that colony
diameter, sporulation and mycelial properties decreased
to 22 mm from 62 mm on 8% NacCl, to slightly from heavy,
to 2mm from 7 mm, respectively and to 7 mm on 8% NacCl
and at 37 °C. The result indicated that colony diameter,
sporulation, mycelial wideness decreased together with
NaCl presence, in addition, sporulation loosed with
increasing incubation temperature. For this species, both
presence of 8% NaCl and incubation at 37 °C exhibited
distinguish characters.
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Figure 1. Colony characteristics of some tested fungi on different NaCl concentrations and temperatures; 1) A)

Ekim(2018)9(2)158-164

Aspergillus sydowii B) Aspergillus versicolor; 1) A) Penicillium commune, B) Penicillium corylophilum; 111) A),
Alternaria tenuissima B) Alternaria alternata; 1V) A) Cladosporium ramotenellum B) Cladosporium cladosporioides a)
8% NacCl, b) 16% NaCl, c) 24% NaCl at 37°C d) 8% NacCl, e) 16% NaCl, f) 24% NaCl at 17°Cg) 8% NaCl, h) 16%

NaCl, 1) 24% NaCl at 27°C j) 0% NaCl at 27°C

Conclusion

Morphologically investigation and identification
processes have always given successful result as
dependent to researchers and used media. How many
different media and incubation conditions are used,
obtained results will be highly reliable. In addition, the
researchers will easily reach the conclusion. In the present
study showed that using of the combination of different
NaCl concentration and incubation temperatures distinctly
distinguish closely related fungi such as members of
section Versicolor, Aspergillus, Clavati, Circumdati, Flavi,
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Penicillium subgenus Penicilium and some other
microfungi. Mainly, increasing of the NaCl concentration
decreased colony formation and sporulation. There are
very limited species that formed colony and sporulation on
high NaCl concentration and at temperature. This result
may have effective of distinguish, identification and
description of some microfungi.
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Abstract: In the present study, total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS)
and oxidative stress index (OSI) of Clavariadelphus truncatus Donk mushroom ethanol extracts
that were collected in Kitahya province (Turkey) were determined. Rel Assay Diagnostics kits
were used to determine TAS, TOS and OSI values. It was determined that the TAS value of the
mushroom was 2.415+0.176 mmol/L, the TOS value was 3.367+0.155 ymol/L and the OSI was
0.140+0.005. The study findings demonstrated that the region of growth of the mushroom
exhibited adequate oxidative stress levels. It was also thought that the mushroom might be a
natural antioxidant source due to its antioxidant potential.

Keywords: Clavariadelphus truncatus, edible mushroom, antioxidant, oxidant, oxidative
stress

Yenilebilir Mantar Clavariadelphus truncatus’un Oksidan ve Antioksidan
Durumunun Arastiriimasi

Oz: Bu calismada Kutahya (Turkey) ilinden toplanan Clavariadelphus truncatus Donk
mantarinin etanol 6zutlerinin toplam antioksidan seviyesi (TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS)
ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlenmigtir. TAS, TOS ve OSI dederleri Rel Assay Diagnostics
kitler kullanilarak belirlenmistir. Yaptigimiz calisma sonucunda mantarin TAS degeri 2.415+0.176
mmol/L, TOS degeri 3.367+0.155 ymol/L ve OSI degeri 0.140+0.005 olarak belirlenmistir. Elde
edilen bu sonuglar mantarin toplandigi bolgenin yetismesi acisindan uygun oksidatif stres
seviyelerinde oldugunu gdstermektedir. Ayrica tespit edilen antioksidan potansiyelinden dolayi
mantarin dogal antioksidan kaynagi olabilecegi dustnutlmektedir.

Anahtar kelimeler: Clavariadelphus truncatus, yenilebilir mantar, antioksidan, oksidan,
oksidatif stres

Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are produced by
the cellular metabolism of living organisms. Oxidative
stress results from the imbalance between the ability of
living organism to repair metabolic disorders that could be
induced by reactive oxygen species in biological systems.
They play a role in physiological cell processes at low to
moderate ROS concentrations. However, high levels of
reactive oxygen species have adverse effects on cell
components such as lipids, proteins and DNA. Reactive
oxygen species such as O2- (superoxide radical), OH
(hydroxyl radical) and H202 (hydrogen peroxide) can lead
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to adverse effects such as DNA breakdown and
deterioration of cellular signaling mechanisms (Aprioku
2013; Ozougwu 2016; Thapa and Carroll 2017; Korkmaz
et al., 2018).

As a result of the oxidative stress induced by
reactive oxygen species, serious health problems such as
cancer, Parkinson's and Alzheimer's diseases,
cardiovascular diseases, chronic fatigue, depression could
be observed in humans (Sarrafchi et al., 2015; Ozougwu
2016). Antioxidant compounds produced by living
organisms play an important role in inhibition of oxidative
stress. In cases where these antioxidants produced by the
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living organism are inadequate, intake of supplementary
antioxidant sources are very important in preventing
oxidative stress-induced diseases (Dias et al., 2013; Riaz
et al., 2018). Since ancient times, people have searched
for nutrients and mushrooms became significant natural
nutrients. They are rich in protein and amino acids with a
low-calorie content in addition to their texture and taste
and thus, they are considered to have high nutritious value
(Yiimaz et al., 2016). Along with their nutritive properties,
mushrooms have also been reported to possess several
medicinal properties such as antioxidant, antimicrobial,
antifungal, antibacterial, anticancer, anti-inflammatory
properties (Imtiajet al., 2007; Khan et al., 2010; Smiderle
et al.,, 2014; Akgll et al., 2016; Sevindik et al., 2017).
Therefore, it was considered that the mushrooms, a
significant natural source, can be used as a natural
antioxidant sources in reducing oxidative stress. The
present study aimed to determine total antioxidant status,
total oxidant status and oxidative stress index of C.
truncatus mushroom collected in Kitahya province
(Turkey). Thus, antioxidant capacity of C. truncatus

mushroom was determined in the present study to assess
its use as a natural antioxidant source.

Material and Method

The C. truncatus samples were collected in Fagus
orientalis Lipsky and Pinus nigra L. mixed forest in the
province of Kitahya/Turkey (Domanic district, Catalalig
location) (Figure 1). Morphological (shape, color, size) and
ecological properties of the samples were recorded at the
field. Microscopic characteristics of the samples that were
transported to the laboratory under adequate conditions
were determined by light microscopy using a 3% KOH
solution (Leica DM750). The samples were
morphologically identified with reference to the studies by
Breitenbach and Krénzlin (1986), and Dahncke (2006).
After identification of the mushroom samples, ethanol
(EtOH) extracts were obtained with a Soxhlet extractor
(Gerhardt EV 14). The obtained extracts were
concentrated using a rotary evaporator (Heidolph
Laborator 4000 Rotary Evaporator).

Figure 1. Clavariadelphus truncatus Donk

Determination of TAS, TOS and OSI

To determine mushroom TAS and TOS values, Rel
Assay brand commercial kits (Assay Kit Rel Diagnostics,
Turkey) were used. Trolox was used as calibrator for the
TAS, and the findings were expressed in mmol Trolox
equiv./L. Hydrogen peroxide was used as the calibrator for
the TOS and the findings were reported in pmol H20:2
equiv./L (Erel, 2004, 2005). When the OSI value (Arbitrary
unit: AU) that indicates the tolerance level of the oxidant
compounds by the antioxidant compounds was calculated,
TAS and TOS units were equalized, and the TOS values
were divided by the TAS values. Thus, percentage
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oxidative stress index value for the mushroom was
determined (Erel, 2005).

Results and Discussion

TAS, TOS and OSI

Literature review did not reveal any previous studies
that were conducted to determine the oxidative stress
status of the C. truncatus mushroom. In the present study,
the TAS and TOS values of C. truncatus mushroom were
determined and OSI of the mushroom was determined
based on the TAS and TOS values. The findings are
presented in Table 1.
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Table 1. TAS, TOS and OSI values of C. truncatus

TAS (mmol/L)

TOS (umol/L)

oSl

C. truncatus 2.415+0.176

3.367+0.155

0.140+0.005

Mushrooms include numerous and various types of
reduced molecules such as phenolic compounds that
contain electron-donor properties with antioxidant effect.
In addition, they have the potential to contain several
antioxidant enzymes and reduced coenzymes. They are
rich in C and E vitamins that have high antioxidant effects
and could include several elements with redox potential in
their metabolism. Thus, these natural products potentially
have strong antioxidant properties (Kalaé 2013;
Selamoglu et al., 2016). The analysis and evaluation of
TAS as a marker of the system that reflects all these
enzymatic and non-enzymatic molecules that the
mushrooms potentially produce and maintain became
significant for the identification and determination of new
antioxidant natural resources. Little information is
available in the literature on the TAS, TOS and OSlI values
of mushrooms. In previous studies, it was reported that the
TAS value of Pleurotus eryngii (DC.) Quél. was 1.93 and
the TAS value of Auricularia polytricha (Mont.) Sacc. was
0.93 (Yildirm et al., 2012; Avci et al., 2016). It was also
reported that TAS values of Tricholoma terreum (Schaeff.)
P. Kumm. and Coprinus micaceus (Bull.) Fr. were 0.38 and
0.46, TOS values were 16.76 and 16.87, and OSI values
were 4.41 and 3.67, respectively. It was also determined
that the TAS value of Auricularia auricula (L.) Underw. was
1.010, the TOS value was 23.910, and the OSI was 2.367,
while the TAS value of Cyclocybe cylindracea (DC.) Vizzini
& Angelini was 4.325, the TOS value was 21.109 and the
OSl was 0.488, the TAS value of Sarcosphaera coronaria
(Jacq.) J. Schrét. was 1.066, the TOS value was 41.672
and the OSI was 3.909, the TAS value of Omphalotus
olearius (DC.) Singer was 2.827 mmol/L, TOS value was
14.210 ymol/L and OSI was 0.503 (Akgul et al., 2016;
Sevindik et al., 2017; Akgul et al., 2017; Sevindik et al.,
2018ab). In this study, the TAS value of C. truncatus was
determined as 2.415+0.176. When compared to previous
study findings, it was determined that C. truncatus had a
lower TAS value when compared to O. olearius and C.
cylindracea mushrooms in the present study. It was also
found that C. truncatus had higher TAS values when
compared to C. micaceus, T. terreum, A. polytricha, P.
eryngii, S. coronaria and A. auricula mushrooms. The
differences in the findings were due to the antioxidant
production capacities of different mushroom species.
These results could be due to especially the endogenous
or exogenous effects on the organism and resulting
differences in the number and diversity of phenolic
compounds related to the synthesis and release of
secondary metabolites by the defense mechanism of the
organism, differences in the vitamin levels with antioxidant
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effects, and the changes in the levels of enzymatic/non-
enzymatic antioxidant molecules.

In this study, the TOS value of C. truncatus was
determined as 3.367+0.155. Analysis of the TOS values
demonstrated that the TOS value of C. truncatus, used in
the present study, was lower when compared to C.
micaceus, T. terreum, O. olearius, C. cylindracea, S.
coronaria and A. auricula. It was considered that the main
reason for these differences between the TOS values was
due to the differences between the regions where the
mushrooms were collected and the oxidant compound
production and accumulation capacities of the mushrooms
and the differences in metabolic processes between
different mushroom species. It is suggested that
mushrooms with high TOS value or any natural product
collected in these regions should be consumed with care.
It is considered that agents with high TOS values exhibit
these biochemical data due the impact of environmental
and metabolic factors and these outcomes activate the
defense mechanisms, particularly by inducing the
production of certain free radicals such as reactive oxygen
species for protection against endogenous harmful factors
in the environment. The induction of the production of
endogenous oxidant molecules by the defense
mechanisms of organisms such as mushrooms provides
protection against several environmental pollutants. Thus,
the fact that C. truncatus had low TOS value suggested
that there was no adversity related to the consumption of
the mushroom in terms of oxidant compounds.

In this study, the OSI value of C. truncatus was
determined as 0.140%0.005. It was found that C. truncatus
OSl value was lower when compared to C. micaceus, T.
terreum, O. olearius, C. cylindracea, S. coronaria and A.
auricula. This finding demonstrated that oxidant
compounds produced by C. truncatus were more resistant
to endogenous antioxidant compounds when compared to
the other mushrooms. C. truncatus antioxidant system
was more potent and effective, resulting in low OSI levels.
The oxidative stress, induced by oxidant molecules, was
able to be prevented and removed by TAS, which covers
the whole enzymatic and non-enzymatic systems,
resulting in low OSI levels.

Conclusion

Total antioxidant status, total oxidant status and
oxidative stress level of C. truncatus mushroom collected
in Kitahya (Turkey) were determined for the first time in
the present study. It was thought that the mushroom might
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Oz: Bu galisma 2012-2013 yillari arasinda yapilmistir. Bursa ve Samsun illerinden yaz ve
kis mevsimlerinde ¢esitli evlerden toplanan tereyagi numunelerinde mikrofunguslarin gelisip,
belirlenmesi amaglanmistir. Ornek alimi, tereyaginin st yiizeyi steril bir spatula ile siyrilarak,
hava ile temasi olmayan kisimlardan, steril eldiven ve maske takilarak yeterli miktarda alinmistir.
Alinan tereyaglari, steril numune kaplari igerisine koyularak, tasima ¢antasiyla soguk zincirde
saklanarak, laboratuvar ortamina getirilerek gerekli incelemeler yapilmistir. Arastirmada toplam
139 fungus kolonisi izole edilmis ve 5 cinse ait 14 tir belirlenmistir. Elde edilen cinsler Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium ve Geotrichum’ dur. Bunlar icerisinde en ¢cok elde edilen
turler ise Penicillium ve Aspergillus cinslerine ait olmustur. Calismada izole edilen tirler ise
Aspergillus flavus, A.parasiticus, A.versicolor, Cladosporium herbarum, C.sphaerospermum,
Fusarium oxysporum, Penicillium chrysogenum, P.echinulatum, P.griseofulvum, P.palitans,
P.roqueforti, P.solitum, P.verrucosum ve Geotrichum candidum’ dur.

Anahtar kelimeler: Bursa, Samsun, tereyagdi, fungus

Researches On Fungi Which Isolated From Butters
In Bursa And Samsun Cities

Abstract: This study was carried out between 2012-2013 years. Aim of this study is
determine microfungi that developed from butter samples collected from various houses in the
summer and winter seasons from Bursa and Samsun cities. Sample collection is obtained by
inserting sterile gloves, and masks while scraping top surface of butter (no portion of contact with
air) with a sterile spatula. Taken samples of butter are put into sterile containers and hidden in
carrying case using cold chain than brought to the laboratory and necessary investigations are
made. A total of 139 fungus colonies were isolated in the study and 14 species belonging to five
genus were identified. Obtained genera are Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium and
Geotrichum. Among these species are the most achieved has been belonging to the genus
Penicillium and Aspergillus. In this study, isolated species are Aspergillus flavus, A.parasiticus,
A.versicolor, Cladosporium herbarum, C.sphaerospermum, Fusarium oxysporum, Penicillium
chrysogenum, P.echinulatum, P.griseofulvum, P.palitans, P.roqueforti, P.solitum, P.verrucosum
and Geotrichum candidum.

Key words: Bursa, Samsun, butter, fungus

Girig

Mikrofunguslar dogada yaygin olarak bulunurlar.
Toprakta bulunabildikleri gibi havada bulunan toz
partikllleri Ustiinde ve ekmek, peynir, tereyadi, meyveler,
tahillar ve diger tium gidalar Uzerinde yaygin olarak
gorulmektedirler (Madigan ve Ark., 2003).
Mikrofunguslarin konsantrasyonlari riizgar, nem, sicaklik,
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yagmur, yukseklik ve vejetasyona baghdir. Rutubetli
ortamlarda mikrofunguslarin  yogunlugu da fazla
olmaktadir (Colakoglu, 2003; Colakoglu, 1996 a;
Colakogdlu, 1996 b; Colakoglu, 1996 c). Ruzgar hizi, nispi
nem ve sicaklik gibi meteorolojik  faktdrlerin
mikrofunguslarin konsantrasyonlarini ve tiplerini etkiledigi
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belirtiimektedir (Bandyopadhyay ve Ark., 1991; Agarwal ve
Shivpuri, 1969).

Tereyagi, Ulkemizin her yerinde yapilmakla birlikte
en fazla Trabzon, Kars, Erzurum, Urfa, Diyarbakir ve
cevrelerinde Uretilmektedir. Her bdlgenin gayir ve mera
florasinin farkh olusu; sitlerin ve dolayisiyla bu sttlerden
uretilen tereyaglarinin tat, aroma, renk, kalite ve bilesim
bakimindan farkli olmasina neden olmaktadir. Ayrica
boélgenin iklimi ve tereyadi Uretim yerinin sicakligi da tat ve
aroma Uzerinde etkili olmaktadir. Bu nedenlerle tlkemizde
uretilen tereyagdlari Uretildikleri bolgelere mahsus cgesitli
isimlerle aniimaktadir (Sengil ve Ark., 1998). Halk dilinde
genelde elde edildikleri hayvanin tiri (koyun tereyadi,
manda tereyagi, inek tereyagi gibi) veya yapildiklari bolge
ya da ilin adi ile (Trabzon tereyadi, Urfa tereyagi gibi)
aniimaktadir.

Tereyagl, sutin en 6énemli unsuru olan sit yagini
binyesinde fazlaca bulunduran, bazi besin unsurlari ve
kalorice ¢ok zengin bir gida maddesidir. TSE 1331’ deki
taniminda tereyadi; krema, kaymak, sut ve yogurdun
teknigine uygun yontem ve aletlerle islenmesiyle elde
edilen, gerektiginde Gida Katki Maddeleri Yénetmeliginde
izin verilen katki maddeleri de katilabilen, kendine 6zgu
tat, koku ve kivamdaki bir stt drintddr (Anonim, 1995;
Yoéney, 1970).

Calismamizda tereyaglarinda hangi fungus
turlerinin bulundugu ve hakim floranin hangi cins ve tirlere
ait oldugu saptanmistir. Elde edilen veriler sonucunda
tereyaglarinin insan sagligi agisindan fayda ve zararlari
bildirilmistir.

Materyal ve Yéntem

Tereyagl numuneleri Bursa ve Samsun illerinden
2012-2013 yillari arasinda yaz ve kis mevsimi olmak tGzere
yilda 2 kere, her ilden 2 tane olmak Uzere toplam 16 tane
alinmistir. Bu numuneler sogutucularla ve steril torbalarla
laboratuvara getirilip, kdy tereyaglarinin Gzerinde olusan
mikrofunguslar izole edilip, tayin edilmistir.

Ornek alimi, tereyadinin (st ylizeyi steril bir spatula
ile siyrilarak, hava ile temasi olmayan kisimlardan
alinmigtir. Ornekler yaz mevsiminde Temmuz ayinda kis
mevsiminde Subat ayinda sabah 09:00 ile 11:00 arasinda
alinmistir. Bu iglem 2 farkh kéyde, 2 farkli haneden
segilerek uygulanmistir. Ornekler steril eldiven ve maske
takilarak her seferinde 200" er gram alinmistir. Alinan
tereyagi oOrnekleri, sterii numune Kkaplarl igerisine
koyularak, tasima gantasiyla +3 - +6 °C’de saklanarak,
laboratuvar ortamina getirilmigtir.

Bu calisma icin Bursa ve Samsun illerinden
toplanan tereyadi drnekleri homojenize edilmigstir. Bu islem
icin 1’ er g’ lik tereyagi érneklerine 10 ml steril fizyolojik su
eklenmigtir (Anonim, 1995). Kiflerin zon c¢aplarinin
genislemesini engellemek igin igine 30 mg/l Rose Bengal
ve bakterilerin Uremesini engellemek icin ise 30 mgl/l
streptomisin ilave edilmis (Kornacki ve Ark., 2001) Pepton
Dekstroz Agara ekilmis, 22-26 °C sicaklikta 7-10 gin
inkibasyondan sonra treyen mikrofungus kolonileri izole
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edilmistir. Homojenize olmus érneklerde mikrofunguslarin
Uremeleri amaciyla mikrofunguslar Malt Ekstrakt Agar
(MEA), Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Czapek’s Agar
(CZ) besiyerlerine ekilmis, 22-26°C sicaklikta 7-10 gin
inkiibe edilmis, Greyen mikrofunguslarin saf kolonileri elde
edilmis ve makroskopik incelemeleri yapilmistir.

Mikrofunguslarin mikroskopta mikroskopik
yapilarinin incelenmesi i¢in pikrik asitle boyanmis
laktofenol c¢ozeltisi preparat ortami olarak kullaniimistir
(Bilgehan, 2002). Pikrik asitle boyanmis laktofenol
cOzeltisi lam (zerine bir-iki damla damlatilarak, steril
6zenin ucu ile alinan mikrofunguslar laktofenol ¢ézeltisinin
icine konulmus ve (zerlerine lamel kapatiimistir.
Mikroskobun okdlerine takilan okuler mikrometrik disk ile
hazirlanan preparatlardaki mikrofunguslarin  élgimu
mikronlarla yapilmig, her bir  mikrofungusun butin
organlari 50 kere oélgulmus, ortalamasi alinmig, yabanci
eserlerden (Klich, 2002; Samson ve Ark., 2002; Pitt ve
Hocking,1999)  vyararlanilarak  teghisleri  yapilmis,
mikroskopik 6zellikleri kaydedilmistir. incelemesi biten
preparatlardaki lamellerin kenarlari oje ile kapatilarak
saklama kutularina konulmustur.

Bulgular

2012-2013 yillar arasinda Turkiye'deki Bursa ve
Samsun illerinden yaz ve kig mevsimlerinde 2 farkli evden
alinan tereyagi numunelerinden toplamda 139 koloni
incelenmis (Tablo 1, Sekil 1), 5 cinse ait 14 farkh tdr
belirlenmistir. Toplamda en fazla izole edilen mikrofungus
cinsi % 47.5 ile Penicillium olup, bunu % 36 ile Aspergillus,
% 7.9 ile Geotrichum ve % 4.3 ile Cladosporium ve
Fusarium takip etmistir (Tablo 2, Sekil 2).

Tablo 1. Bursa ve Samsun illerinde 2012-2013 yillar
arasinda yaz ve kis mevsiminde izole edilen toplam
mikrofungus koloni sayisi ve yizde oranlari

Mevsim Koloni %

Yaz 100 71.9
Kis 39 28.1
Toplam 139 100

Tablo 2. Bursa ve Samsun illerinde 2012-2013 yillar
arasinda izole edilen toplam mikrofungus cinslerinin
koloni sayisi ve ylzde oranlari

Cins Koloni %
Sayisi
Aspergillus 50 36
Cladosporium 6 4.3
Fusarium 6 4.3
Penicillium 66 47.5
Geotrichum 11 7.9
Toplam 139 100
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Sekil 1. Bursa ve Samsun illerinde 2012-2013 yillari arasinda yaz ve kis mevsiminde izole edilen

toplam mikrofungus turlerinin ylizde oranlari

Fusarium

Aspergiflus

Geotrichum

Peniciflium Cladosporium

Sekil 2. Bursa ve Samsun illerinde 2012-2013 yillari arasinda izole edilen fungus cinslerinin

yuzde oranlari

Bursa ilinde 5 cinse ait 13 tir teshis edilmistir. En
¢ok izole edilen tir % 17.8 ile Penicillium chrysogenum
olmustur ve bunu % 16.4 ile Aspergillus flavus, % 12.3 ile
Penicillium griseofulvum, % 11 ile Penicillium roqueforti, %
9.6 ile Penicillium palitans, % 8.2 ile Cladosporium
sphaerospermum ve Geotrichum candidum, % 4.1 ile
Aspergillus versicolor ve Fusarium oxysporum, % 2.7 ile
Aspergillus  parasiticus, Cladosporium  herbarum,
Penicillium echinulatum ve Penicillium verrucosum takip
etmistir (Tablo 3, Sekil 3).
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Samsun ilinde 4 cinse ait 10 tir teshis edilmistir. En
¢ok izole edilen tur % 37.9 ile Aspergillus flavus olmustur
ve bunu % 13.6 ile Penicilium palitans, % 12.1 ile
Penicillium chrysogenum, % 7.6 ile Geotrichum candidum,
% 6.1 ile Aspergillus parasiticus, Aspergillus versicolor ve
Penicillium echinulatum, % 4.5 ile Fusarium oxysporum,
% 3 ile Penicillium roqueforti ve Penicillium solitum takip
etmistir (Tablo 4, Sekil 4).
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a izole edilen toplam mikrofungus tiirlerinin

Tar Koloni %
Aspergillus flavus 12 16.4
Aspergillus parasiticus 2 2.7
Aspergillus versicolor 3 4.1
Cladosporium herbarum 2 2.7
Cladosporium sphaerospermum 4 8.2
Fusarium oxysporum 3 4.1
Penicillium chrysogenum 13 17.8
Penicillium echinulatum 2 2.7
Penicillium griseofulvum 9 12.3
Penicillium palitans 7 9.6
Penicillium roqueforti 8 11
Penicillium verrucosum 2 2.7
Geotrichum candidum (Dipodascus 6 8.2
geotrichum)

Toplam 73 100

Tablo 4. Samsun ilinde 2012-2013 yillari arasinda izole edilen toplam mikrofungus

tdrlerinin koloni sayisi ve ylzde oranlari

Tar Koloni %
Aspergillus flavus 25 37.9
Aspergillus parasiticus 4 6.1
Aspergillus versicolor 4 6.1
Fusarium oxysporum 3 4.5
Penicillium chrysogenum 8 12.1
Penicillium echinulatum 4 6.1
Penicillium palitans 9 13.6
Penicillium roqueforti 2 3
Penicillium solitum 2 3
Geotrichum candidum (Dipodascus 5 7.6
geotrichum)

Toplam 66 100

Sekil 3. Bursa ilinde 2012-2013 yillari arasinda izole edilen toplam mikrofungus turlerinin ylizde oranlari
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Sekil 4. Samsun ilinde 2012-2013 yillar1 arasinda izole edilen toplam mikrofungus tirlerinin ytizde oranlari

Tartisma ve Sonug

Calismamizda 6rnek alinan mevsimlere goére; yaz
mevsimindeki mikrofungus miktarinin, kis mevsimindeki
mikrofungus miktarina oraninin yaklasik ikibuguk kati
oldugu tespit edilmistir. Sicaklik ve nemin ylksek oldugu
mevsimlerde mikrofungus miktarinda artis oldugu
goralmastir (Tablo 1). Yaz mevsiminde mikrofungus
miktarinin ¢ok, kis mevsiminde ise daha az olmasinin
sebebinde cografi kosullar, hava, sicaklik, tereyagdinin
vapildigr satin sagildigr  kosullar, sitin sagildigi
hayvanlarin beslendigi ortamlar, tereyaginin
yayiklanmasindaki faktorler, yapan kisinin kisisel hijyeni,
ortamin hijyeni, saklandidi kabin steril olmasi ve buzdolabi
kosullar etkili olmustur (Tablo 1).

Bursa’da yer alan 16 farkh gida Uretim fabrikasi ve
ambarlarindan hava kaynakli mikrofunguslar izole
edilmiglerdir. Bir yilda 864 Petri kutusu Uzerinde toplam
315 koloni oldugu belirtilmistir ve 20 cinse ait 63 kuf tri
ve 4 varyete saf kiltir izole edilmistir. Aspergillus ve
Penicillium cinslerine ait 7 tir ve 1 varyete bulundugu
kaydedilmigtir. Calismada yuksek miktarlarda
Cladosporium, Penicillium, Alternaria ve Aspergillus’ un
izole edildigi gorulmustir(Simsekli ve Ark., 1999).
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium ve Penicillium
allerjen mikrofunguslar olup (Green ve Ark., 2003; Su ve
Ark., 2001; Palmas ve Ark., 1999) calismamizda ¢ok
sayida izole edilmistir (Tablo 2). Cladosporium tirleri ise
yalnizca Bursa ilindeki tereyagi érneklerinde bulunmustur.
Penicillium ve Aspergillus tirleri ise yuksek miktarlarda
elde edilmigtir (Tablo 3).

Samsun ilinde tuketime sunulan 70 adet tereyagi
O0rnedi Uzerinde yapilan bir calismada Orneklerin
tamaminda, maya ve kuf sayisinin standartlarin Gzerinde
oldugu tespit edilmistir (Con ve Oysun, 1990). Malatya
ilinde yogurt ve kremadan (retilen tereyaglarinda
(Hayaloglu ve Konar, 2001), Konya ilinde tiketime
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sunulan kahvaltilik tereyaglarinda (Yalgin ve Ark., 1993)
yapilan ¢alismalarda maya ve kif sayimi yapilmistir.

2005 yilinda Avustralya’da bir gcalismada, gesitli st
Urtinlerinden izole edilen mayalar arasinda Debaryomyces
hansenii (C. famata), Geotrichum candidum (Lopandic ve
Ark., 2005) ve peynir Uzerinde yapilan bir baska ¢calismada
ise Geotrichum candidum (Arevalo ve Ark., 1996)
bulundugu bildirilmigtir.

Dutch, Permesan ve Swiss peynirlerinde yapilan
calismalarda dominant floranin P.verrucosum var.
cyclopium ve P. roqueforti oldugu tespit edilmistir (Sert,
1992). Bu durum g¢alismamizla uyum saglamaktadir
(Tablo 3 ve Tablo 4 ). Konya ve yoresi kufli peynirlerinde
yapilan bir calismada belirlenen kif tirlerinin blyik
¢ogunlugunun peynir de dahil olmak Gzere cgesitli gida
maddelerinde mikotoksin Uretme yeteneginde turler
oldugu belirtilmistir (Ozkalp ve Durak, 1998).

Yapilan bu calismalar calismamizi
desteklemektedir. Calismamizda en baskin tir Penicillium
olup, sirasiyla  bunu  Aspergillus, Geotrichum,

Cladosporium ve Fusarium takip etmistir (Tablo 2).
Calismamizin sonuglarina gore tereyaglardan elde edilen
mikrofunguslarin yogunlugu Bursa ilinde Samsun iline
gore daha fazla bulunmustur (Tablo 3 ve Tablo 4).
Funguslar gidalara bulasarak Urerler ve bu esnada
metabolizma artiklari olan toksinler (mikotoksin) gidalarda
bozulmalara yol acar. Bu gidalarin tiketiimesiyle cesitli
mantar enfeksiyonlari ve mikotoksin zehirlenmeleri
meydana gelebilir (Topal, 1984). insanlarda enfeksiyona
neden olan mikrofunguslar Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Rhizopus ve Mucor
olarak bildirilmigtir. Sut ve sut Urlnlerinde kiflenmeye
neden olan kontamine tirlerden Aspergillus flavus (%16.4
Tablo 3; %37.9 Tablo 4) aflatoksin Bi, siklopiazonik asit,
3-nitropropionik asit, Aspergillus parasiticus (%2.7 Tablo
3; %6.1 Tablo 4) aflatoksin B1,B2G1,G2 mikotoksinleri,
Aspergillus versicolor (%4.1 Tablo 3; %6.1 Tablo 4)
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sterigmatosistin, nidulotoksin toksik metabolitleri Uretirler Sonug olarak, Aspergillus (Tunail 2000; Hassanin,

(Klich, 2002; Samson ve Ark., 2002; Tunail 2000; Ozkalp 1993), Penicillium (Tunail 2000; Tsai ve Ark., 1988),
ve  Durak,1998; Hassanin, 1993). Penicillium Fusarium (Topal, 1984) turleri mikotoksin salgilamalari ile
chrysogenum (%17.8 Tablo 3; %12.1 Tablo 4) rokfortin C, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium (Green
penisilin, Penicillium echinulatum (%2.7 Tablo 3; %6.1 ve Ark., 2003; Su ve Ark., 2001; Palmas ve Ark., 1999) ve
Tablo 4) territrems, Penicillium griseofulvum (%12.3 Tablo Geotrichum tirleri (Sert, 1992) (Tablo 3 ve Tablo 4) insan
3) patulin, siklopiazonik asit, rokfortin C, griseofulvin, saghgr acisindan zararli olmalari sebebiyle insanlarda
Penicillium palitans (%9.6 Tablo 3; %13.6 Tablo 4) hastaliklara neden olabilmektedirler. Bu dogrultuda
siklopiazonik asit, fumigaklavin A ve B, Penicillium hassas ve duyarl kisiler mikrofunguslarla kontamine
roqueforti (%11 Tablo 3; %3 Tablo 4)' nin bazi suslari olmus tereyaglarini kullanirken bu mikrofunguslarin
rokfortin C, izofumigaklavin A ve B, PR toksin, mikofenolik mikotoksin urettiklerini, bu mikotoksinlerin risklerini g6z
asit toksik metabolitleri, Penicillium solitum (%3 Tablo 4)’ onlnde bulundurmalhdirlar. Ayrica tereyadi Uretimi yapilan
un siklopenin, siklopenol, dehidrosiklopeptin, siklopeptin, yerlerin iklim kosullarina, uygun nem ve sicaklikta
solistatin metabolitleri ve Penicillium verrucosum (%2.7 olmasina, hijyenine, tereyaglarinin ydntemlerine gore
Tablo 3) okratoksin A Uretmektedirler (Samson ve Ark., muhafaza edilmelerine, depolama kosullarina,
2002; Tunail 2000; Pitt ve Hocking, 1999; Tsai ve Ark., ambalajlanmalarina, Uretim yapan Kkigilerin hijyenlerine
1988). Fusarium oxysporum (%4.1 Tablo 3; %4.5 Tablo 4 dikkat edilmesi Onerilmekte ve tereyadi kriterlerinin
)" un fusarik asit, moniliformin Urettigi bildirilmistir (Samson glvenilir olmasi gerekmektedir.
ve Ark., 2002; Pitt ve Hocking,1999). Cladosporium
herbarum (%2.7 Tablo 3) ve Cladosporium Tesekkiir
sphaerospermum (%8.2 Tablo 3) un habitatlarinin gida, Bu galisma Hikmet Oznur Oztlirk’Gin “Tereyaglardan
Geotrichum candidum (%8.2 Tablo 3; %7.6 Tablo 4)" un izole Edilen Funguslar Uzerine Arastirmalar, 2015 isimli
ise habitatlarindan birinin sit ve sat drlnleri oldugu Yuksek Lisans Tezinin bir bélumuadur. Calisma ayrica
belirtilmistir (Samson ve Ark., 2002; Pitt ve Hocking,1999). Proje No: FEN-C-YLP-191212-0361, 2012, Basglama:
Tablo 3 ve ve Tablo 4’ de gorildigi uzere Bursa ve 2012, Bitis: 2015 projesidir. Projeye destek veren
Samsun illerindeki tereyaglari 6rneklerinden Penicillium ve Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Aspergillus tirleri yiksek oranda elde edilmiglerdir. Komisyonu’'na (BAPKO, istanbul) tesekkiir ederiz.
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Abstract: In the current study, Gyromitra brunnea Underw. belonging to the family
Discinaceae was recorded for the first time from Turkey. Two candidate samples were described
by using both morphological and molecular data. Short description of the newly reported species
was given together with its photographs related to macro and micromorphologies and discussed
briefly. Additionally, phylogenetic position of Gyromitra brunnea was indicated in the phylogenetic
tree constructed based on the sequence of 28S (LSU) rRNA gene.

Key words: Gyromitra brunnea, fungal taxonomy, new record, LSU, phylogeny

Tiirkiye Mikobiyotasi igin Yeni Kayit Gyromitra’nin Morfolojik ve
Filogenetik Olarak Ortaya Cikariimasi

Oz: Bu ¢alismada, Discinaceae ailesine ait olan Gyromitra brunnea Underw. Tiirkiye igin
ilk kez kaydedilmisti. Hem morfolojik hem de molekiler veriler kullanilarak iki 6rnek
tanimlanmistir. Rapor edilen yeni kayit tiriin kisa agiklamasi, makro ve mikromorfolojiyle ilgili
fotograflar ile birlikte verilmis ve kisaca tartisiimistir. Ek olarak, Gyromitra brunnea'nin filogenetik
konumu, 28S (LSU) rRNA gen dizisine dayali olarak olusturulan filogenetik agacta gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Gyromitra brunnea, fungal taksonomi, yeni kayit, LSU, filogeni

Introduction

Gyromitra Fr. (Discinaceae) is a widespread
macrofungus genus of Ascomycetes and is represented
by 76 species worldwide (www.MycoBank.org; Robert et
al.,, 1999). The genus has brain shaped ascocarps with
generally reddish brown to yellowish brown and well
developed stems. Most of Gyromitra species are
poisonous and causes gastrointestinal syndrome. There is
limited number of reliably identified Gyromitra species due
to many taxonomic problems between Discina and
Gyromitra genera. In regards to mutual generic
boundaries among them, reliable and exact taxonomical
studies have not been established (Van Vooren and
Moreau, 2009). For instance, Fries (1849) considered that
Discina and Gyromitra were different genera. However,
Harmaja (1969) suggested calling Discina perlata Fr. and
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D. leucoxantha Bres. species as Gyromitra perlata and G.
leucoxantha, respectively stating that the name Gyromitra
is older than the name Discina. He also transferred Discina
macrospora Bubak to Gyromitra genus (Harmaja, 1973).
Eventually, Discina was accepted as a subgenus of
Gyromitra by Abbott and Currah (1997).

Taxonomic ambiguities between these taxa have
been originated from traditional classification which is
unclear due to similar morphological and ecological
features. Therefore, not only morphological characters but
also molecular data are needed to identify macrofungus,
correctly (Undan et al., 2016). All eukaryotic and
prokaryotic cells contain rRNA genes which are widely
conserved during evolutionary time and they are used for
phylogenetic classification. The LSU (28S) region has
been used extensively for fungal phylogeny and taxonomic
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placement (Asemaninejad et al. 2016). This region
contains the D1 and D2 hypervariable domains which are
valuable for species identification in various fungal
groups (Raja et al. 2017). Methven and his colleagues
(2013) resolved nomenclatural problems between
Discina and Gyromitra taxa by using sequences of 28S
rRNA gene region. They show that Discina
macrospora nested with Gyromitra perlata with high
bootstrap value and produced Discina subgenus and at
the end of the study they proposed five subgenera for the
genus as Gyromitra, Discina, Caroliniana,
Pseudorhizina and Melaleucoides. In their study, G.
brunnea was also studied and characterized by an apical
hymenophore that has 2-5 distinct lobes with thick
margins, seams joining the lobes and a whitish
undersurface that is partially exposed. This sample was
also characterized by Kuo (2012) and he distinguished the
species from other Gyromitra species by reddish brown
cap, which is decidedly lobed and often gathered into two
or three points, creating a saddle-shaped appearance.

According to the checklists of Turkish macrofungi,
six Gyromitra species are found in Turkey and Gyromitra
brunnea has not been previously reported (Sesli and
Denchev, 2014; Solak et al., 2015). Therefore, the main
goal of the present study is to identify the collected
specimens by using both morphological and molecular
data and add newly reported species, Gyromitra brunnea,
to the macrofungi of Turkey.

Material and Method

Taxon sampling and morphological studies

The macrofungus samples were collected from
Semdinli district of Hakkari, Turkey. Two samples,
representatives of Gyromitra brunnea, were collected and
used for morphological and molecular studies. Collected
samples were deposited in the Fungarium of Van Yuzinci
Yil University (VANF). Specimens were photographed in
situ, using with a Canon (EOS 60D) camera equipped with
Tokina 100 mm macro lens during field work. Macroscopic
characters (cap and stipe) were recorded using fresh
materials. Microscopic structures (ascus, paraphysis and
ascospores) were observed in distilled water under a Leica
EZ4 stereo microscope and sections were examined
under a Leica DM500 research microscope. Microscopic
structures were measured with the Leica Application Suite
(version 3.2.0) programme and described based on
different studies [Murrill (1913), Bresinsky and Stangl
(1977), Bon (1991), Breitenbach and Kranzlin (1991),
Déhncke (2004), Jordan (2004), Gerault (2005),
Clémencon (2009), Vizzini et al. (2011), Buczacki (2012),
Garcia et al. (2013), Kuo and Methven (2014)].

DNA extraction, PCR amplification and

Sequencing

Total DNA was extracted from dried ascomata using
the CTAB method (Doyle and Doyle, 1987). The purity and
guantity of extracted DNA were determined by using
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NanoDrop2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo

Scientific) and 0.8% agarose gel electrophoresis. DNA
amplification was performed in a 25 pl volume mixture
containing genomic DNA (10 ng/ul), 10X PCR Buffer,
MgClz (25 mM), dNTP mixture (10 mM), selected primer
pair (10 uM), Tag polymerase (5u/pl) and sterile water.
Primer pair for LSU; LROR
5’ACCCGCTGAACTTAAGC3/LR5
5'TCCTGAGGGAAACTTCG3' (Vilgalys and Hester, 1990)
was used for amplification (Figure 1). PCR products were
run in a 1.0 % agarose gel and visualized by staining with
Gelred dye and positive reactions were sequenced with
forward and reverse PCR primers using ABI 3730XL
automated sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

LROR

185 rDNA 5.85 rDNA 285 rDNA

D1-D2
LR5

ITs1 ITs2

Figure 1. Primers [LROR (forward) and LRS (reverse)] used for
amplification of D1 and D2 hypervariable domains of 28S large
subunit (LSU). Length of amplified area was about 880 bp.

Sequence alighment and phylogenetic

analysis

Sequences of Gyromitra brunnea generated from
the current study and additional sequences retrieved from
GenBank were combined and analyzed together to see
phylogenetic relationships among species in the
phylogenetic tree. Even though sequences downloaded
from GenBank are named as Gyromitra species, some of
them are accepted as Discina species or vice versa in the
Index Fungorum. For instance, Gyromitra brunnea, G.
fastigiata, G. caroliniana, G. perlata and G. montana are
given as Discina brunnea, D. fastigiata and etc. in the
Index Fungorum. Border of the region was decided using
sequence downloaded from GenBank database
(Gyromitra brunnea accession no; KC751521, Methven et
al., 2013). All sequences were aligned with the aid of the
program ClustalW (Thompson et al., 1994).

Prior to construction of phylogenetic tree, total
nucleotide length (bp) and variable sites were calculated
using Molecular Evolutionary Genetics Analysis software
(MEGA 6.0; Tamura et al., 2013). Phylogenetic tree was
constructed using two different methods; Maximum
Likelihood (ML) and Maximum Parsimony (MP). To test
branch support, bootstrap analysis was used with 1000
replicates. Morchella esculenta (KM485969) was utilized
as an outgroup (Methven et al., 2013). In the ML method,
initial tree(s) for the heuristic search were obtained
automatically by applying Neighbor-Joining and BioNJ
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algorithms to a matrix of pairwise distances estimated
using the Maximum Composite Likelihood (MCL)
approach, and then the topology with superior log
likelihood value was selected. The Tree-Bisection-
Reconnection (TBR) search method was employed with
100 random addition replications to construct the MP trees
and the consensus tree inferred from 10 most
parsimonious trees was used. All positions containing
gaps and missing data were eliminated.

Results

Macroscopic and Microscopic Characters

Ascocarp; 50-110 x 50-80 mm, 2-5 lobes in
different shapes but usually saddle-shaped, pinkish
brown, reddish brown or tan color, loose, wrinkled, often

as if planted with lobed lines, hairless, whitish and often
associated with the stipe. Stipe; 30-80 x 20-45 mm,
irregularly but usually slightly widening to the base, pale
pinkish color or white color, hairless, generally near to
base is protruding. Asci; 17-25 x 220-250 pm, hyaline, 8
spored. Ascospores; 22-29 x 10-13.5 um, ellipsoid, 1-3
drops, firstly smooth then slightly warty. As the spore
matures, ornaments grow in the length of 1-2 ym, these
ornaments can then extend to 2-5 ym. Paraphysis; 5-11
pUm wide, clavate or slightly lobed, with several septate and
orangish-reddish brown (Figure 2).

Hakkari, Semdinli, Bozyamag¢ village, under
Quercus sp., 37° 22'084"N - 44° 26'384"E, 1371 m,
10.04.2015, Acar 850.

Figure 2. Macroscopic and Microscopic characters of Gyromitra brunnea.
a. ascocarp, b. ascospores, c-d. asci and paraphysis.

Molecular phylogeny

LSU data matrix consists of 27 sequences and the
aligned data was about 881 bp length. The final alignment
included 126 polymorphic nucleotides with 65 parsimony
informative sites. Sequences of the studied region were
submitted to GenBank and the accession numbers were
assigned as MH376402 and MH698933 for two different
specimens. The Maximum Likelihood analysis resulted in
similar phylogenetic topologies with Maximum Parsimony
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and Neighbour Joining analyses so only ML tree was given
and discussed. Bootstrap values of the all used algorithms
were also given in the tree by separating slash sign (Figure
3). The phylogenetic tree composed from four clades and
each of them corresponded one subgenus as Caroliniana,
Discina, Pseudorhizina, Gyromitra. Determination of
subgenus was done according to the study of Methven et
al. (2013). The Caroliniana clade consisted of all G.
brunnea samples (including studied specimens) with a
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bootstrap value of 98 % (Figure 3). Gyromitra fastigiata morphologically similar they can be distinguished from

and G. caroliniana samples located closely to G. brunnea each other based on some macroscopic and microscopic
in this clade. Although these three species are characters (Table 1).

56/67/53] Gyromitra brunnea (KC751524)/ D. brunnea
Gyromitra brunnea (KC751498)/ D. brunnea
6318361 _|—_G_vrm.'r.i.fm brunnea (KC751521)/ D. brimnea
[ sapas; Gyromitra fastigiata (KC751522)/ D). fastigiata
Gyromitra brunnea (KC751523)/ D. brunnea

98/99199| Y= Gyromitra brunnea (KC751520)/ D. brunnea

@ Gyromitra brunnea/ D. brunnea

Subgenus
Caroliniana

68/61/59 [ ] Gyromitra brunnea (2)/ D. brunnea

Gyromitra carolinigna (KC751500)/D. caroliniana
62/55/6 | Gyromitra perlata (KC751514)/D. ancilis
85/81/8

Discina macrospora (U42678)/D. macrospora Subgenus
JVromitr D an Discina
86/85/91 Gyromitra montana (U42679)/D. moniana
82!86!93{ Gyromitra korfii (KC731318)/ G. korfii
S7IB8I8 I (T s s s orhi
5453/43 Gyromitra korfiit (KC751319)/ G. korfii
Gyromitra leucoxantha (KC751515)/G. leucoxantha
— Gyromitra californica (NG 027609)/G. californica Subgenus
_ ) ) o _ Pseudorhizina
99/99/100 Gyromitra sphaerospora (KC751526)/G. sphaerospora
] 5365779 8188187 Gyromitra sphaerospora (KC751525)/G. sphaerospora
Gyromitra infula var. apiculatispora (KX185093)/G. infula
Gyromitra ambigua (KX185093)/G. ambigua

Gyromitra infula var. apiculatispora (KX185092)/G. infula
Gyromitra infula (KC751508)/G. infula Subgen_us
69/68/7 Gyromitra infula (JF7733588)/C. infula Gyromitra
Gyromitra esculenta (KC731502)/G. esculenta
Gyromitra esculenta (AY640932)/G. esculenta
Gyromitra esculenta (KC751503)/G. esculenta
Gyromitra splendida (KX185094)/C. splendida
Morchella esculenta (AF279398)

Figure 3. Phylogenetic tree of Gyromitra species based on ML analysis of the LSU rRNA gene region. Black circles indicate
studied specimens. Morchella esculenta was used as outgroup. Bootstrap analyses of ML, MP, NJ were based on 1000
replicates and values higher than 50% were indicated on branches, respectively. The names written before and after the
slash are the names accepted by GenBank and Index Fungorum, respectively.
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Table 1. Comparisons of G. brunnea, G. caroliniana and G. fastigiata based on macroscopic and microscopic characters.

Species Pileus Stipe Asci Spores Paraphysis Ecology

G. brunnea 50-110 30-80 x | 220-250 x | 22-29 x 10- | 5- 11 pm, | Under hardwoods
x50-80 20-45 17-25pum | 13.5 ym clavate to
mm mm subcapitate

G. caroliniana | 50-130 x | 40-100 x | 320-420 22-35 x 10- | 5-7 pum wide, | Under hardwoods
60-120 20-100 x 18.5-23 | 16 um clavate to
mm mm um subcapitate

G. fastigiata 60-170 40-100 x | 220-260 x | 28-33.5 x | 5-9 um, | Under hardwoods
x60-130 | 20-50 15-18 ym, | 13-15.5 um | clavate to
mm mm apex subcapitate

flattened.
Discussion molecularly but also morphologically can be separated

Gyromitra genus has many taxonomic problems
because of morphological similarites among the
specimens. Especially, taxonomic position of the genus
with Discina taxon is very problematic. According to Fries
(1849) Discina and Gyromitra are two different genera.
However, Harmaja (1973) reduced Discina to a subgenus
in Gyromitra based on ascospores features. Several
recent studies (Abbott and Currah 1997, Van Vooren and
Moreau 2009, and Methven et al 2013) and data taken
from current study confirmed this arrangement by using
additional specimens and phylogenetic analyses. At this
point, we used both morphological and molecular data to
get correct and reliable results for identification of
Gyromitra brunnea.

Methven and his colleagues (2013) showed that
Discina samples nested in Gyromitra species and they
propose five subgenera for the genus (Gyromitra, Discina,
Caroliniana and Pseudorhizina) by using sequences of
28S rRNA gene region. The data taken from present study
supported their results; Discina samples retrieved from
GenBank (Discina macrospora, U42678) located within
Gyromitra species. This sample is called as Gyromitra
macrospora in the Index Fungorum. Same situation was
also observed in G. brunnea, G. fastigiata, G. caroliniana,
G. perlata and G. montana species that are named under
Discina in Index Fungorum. This circumstance indicates
complexities between boundaries of Gyromitra and
Discina taxa.

Studied sample (G. brunnea) grouped closely with
G. fastigiata and G. caroliniana samples in Caroliniana
clade (Figure 3). Actually, these species not only
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from each other. For instance, G. brunnea is characterized
by an apical hymenophore with thick margins, lobes
usually joined in seam-like lines, a whitish undersurface
partially exposed in places while G. caroliniana has a
brain-like apical hymenophore that is irregularly wrinkled,
lacks the seams and fused to the stipe so that the
undersurface is not exposed. Gyromitra fastigiata and G.
brunnea resemble each other macroscopically but
structure of paraphysis can be used to separate them
(Table 1). In addition to macroscopic and microscopic
features these three species can also be separated based
on nucleotide variations of D1-D2 regions of LSU.
McKnight et al. (1987) indicated that G. brunnea may be
the same species (or variety) known in some recent
European books as G. fastigiata. However, in the current
study G. brunnea was separated from this sample based
on not only macroscopic features but also molecular data
so we named our sample as G. brunnea to avoid
uncertainty which originated from different comments in
Europe.

The present study is valuable because Gyromitra
brunnea from Turkey has never been studied by using
morphological and molecular characters. At the end of the
study, Gyromitra brunnea was firstly reported for
mycobiota of Turkey and the total number of the sepecies
was increased from six to seven for Gyromitra genus.
However, taxonomic positions of Gyromitra and Discina
are still problematic and need exact boundaries for correct
identification and nomenclature. Therefore, further studies
covering detailed morphological analyses and additional
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Oz: Bu caligmada, gunliik kullanilan spor tipi ayakkabilarin i¢ kisimlarinda fungal
kontaminasyonun belirlenmesi amaclanmistir. 50 cift spor tipi ayakkabinin i¢ kisimlarindan steril
ekivyonla surinti yapilarak alinan érnekler, Rosebengal Chloramphenicol Agar igeren petri
kaplarina inokule edilmis ve 28°C’de iki hafta inkiibasyona birakilmistir. Gelisen fungus kolonileri
sayllarak Czapek Dox Agar ve Malt Extract Agar iceren petrilere teshis amaci ile pasajlanmis ve
7-14 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra, elde edilen funguslar ilgili referanslar dikkate
alinarak yapilan makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonucunda teshis edilmiglerdir.
Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Phoma ve
Trichophyton cinslerine ait 15 fungus tirl izole edilmistir. Elde edilen funguslar icerisinde tir
zenginligi bakimindan Penicillium, koloni sayisi bakimindan ise Cladosporium cinslerinin
dominant oldugu belirlenmigtir. 35 c¢ift ayakkabi fungal kontaminasyon bakimindan temiz
bulunmustur. Ayakkabilardan izole edilen funguslar diinya capinda dagilim gdsteren yaygin
funguslardir. Cladosporium disindakiler, insanlarda gesitli mikozlara ve mikotoksikozlara sebep
olabilmektedirler. Ayakkabilardan ayaklara ve vicudun diger kisimlarina bulasabilirler ve
enfeksiyonlara neden olabilirler. Bdylece ayak ve vicut sagligini etkileyebilirler. Bu bakimdan
dogru ayakkabi segimi yapilmali ve bireysel hijyene énem verilmelidir.

Anahtar kelimeler: Fungal kontaminasyon, ayakkabi kontaminantlari, fungus, bireysel
hijyen

Determination Of Fungal Contamination
In Casual Sports Type Shoes

Abstract: In this study, it was intended to determine of fungal contamination in casual
sports type shoes. The samples were taken by using moistened swap sticks from the inside of
the 50 pairs of sports type shoes. Samples were inoculated to petri dishes containing Rosebengal
Chloramphenicol Agar and they were incubated at 28°C for two weeks. The growing fungi colonies
were counted and were taken to petri dishes containing Czapek Dox Agar and Malt Extract Agar
for identification and they were incubated for 7-14 days. After incubation, obtained fungi were
diagnosed for macroscopic and microscopic features by analyzing the relevant references. 15
fungal species belonging to genera of Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium, Phoma and Trichophyton were obtained. Penicillium was found dominantly
in terms of the number of species and Cladosporium was found in high frequency in terms of the
number of colony. 35 pairs of casual sports type shoes were found clean regarding to fungal
contamination. The isolated fungi from shoes are world-wide spread fungi. Except the
Cladosporium the others cause various mycosis and mycotoxicosis in humans. They can transmit
from shoes to feet and to other parts of the body and they can cause infections which can effect
the health of feet and body. Therefore, suitable shoes should be chosen carefully and individual
hygiene should be regarded.

Key words: Fungal contamination, contaminants of shoes, fungi, individual hygiene
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Girig

Ayakkabilar, ayagin korunmasina ve ylrime
ahenginin saglanmasina yardimci olan &nemli bir
giyecektir. Ayakkabinin yapildigi malzeme, kullanilan
yapistirici maddeler ve ayakkabi kalibinin uygunlugu
ayakla ilgili sorunlarla yakindan iligkilidir. Ayrica insanlarin
normal postirlerinin  saglanmasinda uygun ayakkabi
secimi 6nem arz etmektedir. ClnklU ayaga uygun
secilmeyen ayakkabilar postiuri ve ylrime ahengini
bozmakta, sikma, vurma ve bunlara bagl olusan agrilar
buttin iskelet sistemini etkilemektedir (Guler, 2004).

Ayakkabilar fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik
yénden batln vicudun yukini tasiyan ayaklarin saghgini
etkileyebilmektedirler. Fiziksel agidan sekil bozukluklarina,
agriya, surtinmeden kaynaklanan su toplanmasi ve
yaralara sebep olmaktadirlar. Kimyasal olarak ayakkabi
imalatinda kullanilan derinin elde edilme slrecindeki
islemlerde kullanilan kimyasallar ve diger malzemeler
ayak derisinde alerjik etki olusturabilirler. Mikrobiyolojik
bakimdan ise ¢esgitli mikroorganizmalarin ayak derisine ve
tirnaklarina gecisinde rol oynamaktadirlar. Ayakkabilar dis
ortamla temas halinde oldugu icin mikroorganizma
kontaminasyonuna acgik bulunmaktadirlar ve patojen veya
patojen  olmayan  mikroorganizmalarin  tagsinmasi,
yayillmasi ve bulastiriimasinda etkili olmaktadirlar (Guler,
2004; Ogur ve ark., 2005; Brown ve McLarnon, 2007; Li ve
ark., 2011; Gupta ve Brintnell, 2013; Topkarci ve
Kiglikoglu, 2013; Baraikio ve ark., 2014; Rashid ve ark.,
2016).

Ayakkabilardan ayak derisine, tirnaklarina ve diger
vicut kisimlarina gegen mikroorganizmalarin bir kismi da

funguslardir. Bu funguslar icerisinde dermatofitler,
dermatofit olmayanlar ve onikomikoz etmenleri
bulunmaktadir. Diger bir ifadeyle insanlarda

enfeksiyonlara sebep olan funguslar ayakkabilardan
vicuda gecebilmektedirler (Gller, 2004; Ogur ve ark.,
2005; Brown ve McLarnon, 2007; Li ve ark., 2011; Baraikio
ve ark., 2014; Rashid ve ark., 2016).
Ayakkabilarin  potansiyel enfeksiyon
oldugu bilinmesine ragmen fungal kontaminantlarin
belilenmesi konusundaki calismalar azdir. Bu alana
katkida bulunmak icin ortaya g¢ikan g¢alismamiz, hemen
hemen her yas grubundan insanin siklikla kullandigi
gunlak giyilen spor tip ayakkabilarda fungal
kontaminasyonu belirlemeyi amacglamaktadir.

kaynagi

Materyal ve Metot

Bu cgalismada, fungal kontaminasyonu belirlemek
icin gunlik kullanilan 50 ¢ift spor tipi ayakkabinin ig
kisimlarindan nemlendirilmis steril ekivyonlarla sirinti
yontemiyle Ornekleme vyapilmistir. Butun O6rnekler,
laboratuara getirilen 18-20 vyas grubu &grencilerin
giymekte oldugu ayakkabilarindan iki bunzen beki alevi
arasinda alinmistir. Ayakkabilar sentetik malzemeden
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yapilmis olup iki ¢ift eski ve yipranmis, digerleri yeni

183

gorunumluyda. Alinan ornekler, Rosebengal
Chloramphenicol Agar (RCA, Merck, mikolojik pepton
5.0g/L, glukoz 10.0g/L, dipotasyum hidrojen fosfat 1.0g/L,
magnezyum  sdlfat 0.5g/L, rose-bengal 0.05g/L,
kloramfenikol 0.1g/L, agar-agar 15.5g/L) iceren petri
kaplarina ylzeye yayma teknigi ile inoklle edilmislerdir
(Temiz, 2010). inokile edilen petri kaplar 28°C'ye
ayarlanmis olan etivde iki hafta sdreyle inkibe
edilmiglerdir.  Gelisen fungus Kkolonileri  sayilarak
Penicillium ve Aspergillus cinsi mantarlar Czapek Dox
Agar (CzDA, Modified, Oxoid, sodyum nitrat 2.0g/L,
potasyum kloriir 0.5g/L, magnezyum gliserofosfat 0.5¢g/L,
demir silfat 0.01g/L, potasyum sulfat 0.35g/L, stkroz
30.0g/L, agar 12.0g/L), digerleri Malt Extract Agar (MEA,
Merck, malt ekstrakt 30.0g/L, soya unu pepton 3.0g/L,
agar-agar 15.0g/L) iceren petrilere teshis amaciyla
transfer edilerek, 28°C’de 7-14 giin sureyle inkiibasyona
birakiimiglardir. inkiibasyon siiresinden sonra elde edilen
funguslar, ilgili referanslar (Domsch ve ark., 1980;
Hasenekoglu, 1991; Ellis ve ark., 2007; Refai ve El-Yazid,
2014) dikkate alinarak yapilan makroskobik (kdlturel
Ozellikler) ve mikroskobik incelemeler sonucunda teshis
edilmislerdir.

Bulgular ve Tartigma

Bu c¢alismada, Acremonium,  Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Phoma
ve Trichophyton cinslerine ait 15 fungus tirl izole
edilmistir (Tablo 1). Elde edilen funguslar icerisinde tir
zenginligi bakimindan Penicillium cinsi 4 tar ile ilk sirada
bulunmus, bunu Aspergillus cinsi 3 tir ile izlemistir (Tablo
1). Koloni sayisi bakimindan ise Cladosporium cinsi 26
koloni ile dominant olarak bulunmus, bunu 15 koloni ile
Penicillium cinsi takip etmistir (Tablo 1). Bu arastirmada
kullanilan 50 ¢ift ayakkabinin 15 ¢iftinde fungal
kontaminasyon belirlenmisg, 35 ¢ift ayakkabida ise fungal
kontaminasyonun bulunmadigi g6zlemlenmisgtir.
Calismamizda, insanlarda c¢esiti mikozlara ve
mikotoksikozlara sebep olan funguslar da bulunmustur.
Arastirmamizdan elde edilen funguslar, diinya ¢apinda
dagilim gosteren, ic ve dis ortam atmosferi ile her tirli
esya ve ylzeyde bulunan kontaminantlardandir. Cok fazla
spor Urettikleri, atmosfer hareketleriyle  kolayca
yayilabildikleri ve temas yoluyla bulasip tasindiklari igin
esyalari ve yuzeyleri kontamine ederler (Domsch ve ark.,
1980; Hasenekoglu, 1991; Ellis ve ark., 2007; Ceter ve
Pinar, 2009; Refai ve El-Yazid, 2014). Bulgularimiz bu
goruslerle paralellik gdstermektedir.

Calismamizda 15 6rnekten 15 farkli fungus taru
elde edilmistir. Bu sonug¢ ayakkabilarin i¢c ve dig ortam
havasinda bulunan funguslar tarafindan kontamine
edildigini, ayrica enfeksiyonlu ayak derisi, ayak parmaklari
ve tirnaklarindan da bulagma olabilecegini géstermektedir.
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Fungus tirleri

Ornek no

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Toplam
koloni
sayisl

Acremonium kiliense Griitz
Alternaria alternata (Fr.) Keissler
Aspergillus clavatus Desm.
Aspergillus flavus Link ex Gray
Aspergillus fumigatus Fres.

Cladosporium cladosporioides
(Fres.) Viries

Cladosporium herbarum (Pers.)
Link ex Gray

Fusarium Link ex Fr. sp.

Penicillium canescens Sopp
Penicillium expansum Link ex Gray
Penicillium humuli Beyma
Penicillium raperi Smith

Phoma Sacc. sp. 1

Phoma Sacc. sp. 2

Trichophyton Malmsten sp.

Toplam koloni sayisi

18

RN
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Fungus tirleri

Ornek no

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Toplam
koloni
sayisl

Acremonium kiliense Griitz

Alternaria alternata (Fr.)
Keissler

Aspergillus clavatus Desm.
Aspergillus flavus Link ex
Gray

Aspergillus fumigatus Fres.
Cladosporium cladosporioides
(Fres.) Viries

Cladosporium herbarum
(Pers.) Link ex Gray
Fusarium Link ex Fr. sp.
Penicillium canescens Sopp
Penicillium expansum Link ex
Gray

Penicillium humuli Beyma
Penicillium raperi Smith
Phoma Sacc. sp. 1

Phoma Sacc. sp. 2

Trichophyton Malmsten sp.

Toplam koloni sayisi

1

185
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Eski, yipranmis ve kullanilip tamir edilerek yeniden

satisa sunulan (ikinci el) ayakkabilarda yeni ayakkabilara
gore fungal kontaminasyonun daha ylksek oldugu
Baraikio ve ark. (2014) tarafindan belirlenmistir.
Arastirmamizda 20 ve 33 nolu orneklerde fungal koloni
sayisinin digerlerine gére daha yiksek sayida olmasi
(Tablo 1), kanimizca bu ayakkabilarin digerlerine gore
daha eski ve yipranmis olmasindan kaynaklanmaktadir.

Ayakkabilarin funguslarla kontamine olmasinda
uygun ayakkabi segimi de 6nem arz etmektedir. Bu ayni
zamanda ayak sagligi ile de yakindan iligkilidir. Dar
ayakkabilar ayaklarda sekil bozukluguna, sikma-vurma
gibi fiziksel etkiler agrilara ve yaralara sebep olmaktadir.
Boylece hem postlr, hem yirime ahengi bozulmakta ve
hem de ayakkabi kontaminantlari agilan yaralardan
girerek enfeksiyon olusturabilmektedir (Guler, 2004; Ogur
ve ark., 2005; Brown ve McLarnon, 2007; Marangoz ve
Aksoy 2009; Li ve ark., 2011; Baraikio ve ark., 2014;
Rashid ve ark., 2016). Ayrica sentetik materyaldan
yapilmis olan ayakkabilar hava girigini engellemekte ve
uzun sire giyilmesi durumunda ayaklari terletmektedir. Bu
durum ayakkabi igerisinde fungus gelisimi icin uygun
ortam olusturmakta ve istenmeyen ko6t kokulara sebep
olmaktadir (Guler, 2004; Ogur ve ark., 2005; Marangoz ve
Aksoy 2009; Li ve ark., 2011).

Calismamizda elde edilen funguslardan
Trichophyton disinda kalan Acremonium, Alternaria,
Aspergillus, Fusarium ve Penicillium dermatofit olmayan
funguslardir. Ancak bu funguslarin onikomikoza sebep
oldugu bazi kaynaklarda belirtimektedir (Uslu ve ark.,
2004; Poyraz, 2006; Ellis ve ark., 2007; Refai ve El-Yazid,
2014). Tayland’da ayak hastaliklarinin prevalansi ile ilgili
yapilan bir gcalismada ayakkabilardan izole edilen ve
dermatofit olmayan bazi funguslarin (Fusarium spp,
Scytalidium dimidiatum) onikomikoz ve tinea pedise yol
actidi bildirilmektedir (Ungpakorn ve ark., 2004).

Acremonium tirlerinin ¢odu toprakta ve olu bitki
materyallerinde saprofit olarak bulunurlar. Bununla
beraber, A. falciforme, A. Kkiliense, A. recifei, A.
alabamensis, A. roseogriseum ve A. strictum insanlarda
ve hayvanlarda migcetom, mikotik keratit ve onikomikozis'e
sebep olan oportunistik patojenler olarak bilinmektedirler
(Ellis ve ark., 2007). Arastirmamizda A. kiliense bir
ornekten bir koloni olarak elde edilmistir (Tablo 1).

Alternaria tirleri gogunlukla bitki paraziti olup, en
yaygin tird A. alternata’dir. Bitkilerden bagka toprak, gida,
ic ve dig ortam havasindan siklikla izole edilmektedirler.
Saprofit kontaminantlar olarak gorilseler de insanlarda
mikotik keratite sebep olmaktadirlar (Ellis ve ark., 2007;
Refai ve El-Yazid, 2014). Ayrica, allerji, kutan ve subkutan
enfeksiyonlar, siniizit, onikomikozis ve tarim alanlarinda
calisanlarda otitis media’ya neden olmakta, kemik iligi
transplantasyonu hastalari gibi immunsupresif hastalarda
opportunist patojen olarak da ortaya ¢ikmaktadir (Refai ve
El-Yazid, 2014). Calismamizda A. alternata iki 6rnekten
birer koloni olarak izole edilmistir (Tablo 1).
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Aspergillus turleri 1hman iklim topraklarinda,
kompostta, c¢lrimekte olan bitki kisimlarinda ve
depolanmis tahillarda yaygin olarak bulunmaktadir
(Domsch ve ark., 1980; Hasenekoglu, 1991). Toz ve
toprakta bulunan ve havaya karisan Asperdgillus sporlari
genellikle solunum yoluyla viicuda girerek alveollere kadar
ulagabilirler. immiin  sistemi baskilanmis kisilerde
akcigerlere yerleserek bronkopulmoner aspergilloza
neden olabilirler ve buradan yayilarak diger organlarda
enfeksiyon yapabilirler.  Akciderler disinda burun,
paranazal sinuslar, dig kulak yolu ve travmali deriyi de
enfekte edebilirler (Poyraz, 2006). A. clavatus, A. flavus ve
A. fumigatus insanlarda patojenite géstermektedir. Alerjik
alveolite sebep olmakta, bazen insan kulagi ve goz
¢ukurundan izole edilmekte, nadiren de akciger ve
mesane enfeksiyonlari ile endokardite yol agmaktadirlar.
Ayrica  bu  funguslar  Urettikleri  mikotoksinlerle
mikotoksikozlara sebep olabilmektedirler (Domsch ve ark.,
1980; Poyraz, 2006; Ellis ve ark., 2007). Arastirmamizda
bulunan A. clavatus, A. flavus ve A. fumigatus tirleri birer
ornekten birer koloni olarak izole edilmiglerdir (Tablo 1).

Cladosporium turleri, dlinya c¢apinda dagilim
goOsteren en yaygin hava kaynakh funguslar olup yiiksek
frekansta izole edilen kontaminantlardandir (Domsch ve
ark., 1980; Ellis ve ark., 2007; Refai ve El-Yazid, 2014).
Patojen 0Ozellikteki turleri Cladophialophora cinsine
transfer edilmistir. Bazi tdrleri klinik laboratuarlarda tibbi
6neme sahip olup alerjik akciger mikozuna sebep
olabilmektedir (Poyraz, 2006; Ellis ve ark., 2007; Refai ve
El-Yazid, 2014). Calismamizda Cladosporium turleri 5
ornekten 26 koloni olarak elde edilmis olup koloni sayisi
bakimindan dominant durumdadir (Tablo 1).

Fusarium tarlerinin gogu yer yuzinde genis dagilim
gOsteren toprak funguslandir. Birkag turi insan ve
hayvanlarda hiyalohifomikoz, = mikotik  keratit ve
onikomikoza sebep olan patojenler olarak tanimlanmistir.
Baz turleri de mikotoksin Ureterek mikotoksikoza neden
olmaktadir (Domsch ve ark., 1980; Poyraz, 2006; Ellis ve
ark., 2007). Bu calismada Fusarium iki drnekten birer
koloni seklinde izole edilmistir (Tablo 1).

Penicillium tarleri gesitli substratlarda bulunan ¢ok
yaygin kontaminantlardandir ve potansiyel mikotoksin
ureticileri olarak bilinirler. insanlarda patojen 6zellige sahip
tirleri nadirdir. Ancak mikotik keratit, otomikoz ve
endokardit seklinde oportunistik enfeksiyonlara yol agtigi

bildiriimektedir. ~ Atmosferde bulunan sporlari ve
komponentleri solunum sisteminden girerek insan
saghgini etkilemekte ve alerjik reaksiyonlara sebep

olabilmektedir (Poyraz, 2006; Ellis ve ark., 2007).
Arastirmamizda bulunan Penicillium tarleri bes érnekten
15 koloni olarak elde edilmiglerdir (Tablo 1).

Phoma turleri yerylziinde genis bir dagihma sahiptir
ve dogada hemen hemen her yerde bulunurlar. Genellikle
bitki patojeni olup insanlarda nadiren enfeksiyonlara
sebep olabilmektedirler (Ellis ve ark., 2007; Refai ve EI-
Yazid, 2014). insanlarda kutan, subkutan, korneal veya
sistemik enfeksiyonlara yol acabilmektedirler (Refai ve El-
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Yazid, 2014). Calismamizda Phoma iki 6rnekten birer ayak ve ayakkabi hijyeni ile uygun ayakkabi se¢iminin son

koloni halinde izole edilmistir (Tablo 1). derece 6nemli oldugunu gostermektedir.

Trichophyton turleri dermatofit funguslardan olup Ayakkabilarda kontaminantlarin kolonize olmasini
insanlarda Tinea pedis, T. unguium, T. corporis, T. cruris ve enfeksiyon kaynagina doénlsmesini 6nlemek igin;
ve T. capitis olarak isimlendirilen enfeksiyon uygun dezenfektanlarin kullaniimasi, bakimlarinin iyi
etmenlerindendirler (Poyraz, 2006; Ellis ve ark., 2007). Bu yapilmasi, diger kigiler tarafindan kullaniimamasi, dar
arastirmada Trichophyton bir érnekten bir koloni olarak ayakkabilarin ve sentetik malzemeden imal edilen
elde edilmistir (Tablo 1). ayakkabilarin tercih edilmemesi 6nerilebilir.

Ayakkabilarin dermatofit olan veya olmayan Toplum saghgini korumak ve iyilestirmek igin gevre
funguslarla kontamine olmasi ve bu funguslarin ve bireysel hijyenin yani sira ayak ve ayakkabi hijyeni
ayakkabilardan ayak derisine, ayak parmaklarina, ayak konusunda da halk egitilerek bilinglendirilmeli ve konu ile
tirnaklarina ve hatta vicudun diger kisimlarina gegerek ilgili arastirmalar yayginlastinimalidir. Calismamizin
enfeksiyon olusturma riski bulunmasi; bireysel hijyen, alanla ilgili yapilacak arastirmalara yardimci olacagi

kanaatindeyiz.
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Ganoderma lucidum’un Turkiye'deki Yabani Ve Kultur
Formlarinin Tavuk Embriyolari Uzerindeki Bazi Etkilerinin
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Oz: “Olimsiizlik mantar” veya “Reishi” olarak da bilinen Ganoderma lucidum (Curtis) P.
Karst tim dinyada ve 6zellikle de Cin’de alternatif tip alaninda kullanilan bir mantardir. Son
yillarda G. lucidum’un kiltar formu Turkiye’'de de yetistiriimektedir ve halk tarafindan 6zellikle ¢ay,
kahve ve tablet olarak tuketilmektedir. Bu galismayla Turkiye’deki yabani ve kdltir G. lucidum’un
alternatif bir deney hayvani olarak tavuk embriyolari lzerindeki bazi etkilerinin ilk kez tespit
edilmesi amagclandi. Bu amagla iki deney gergeklestirildi. G. lucidum’un birinci deneyde yabani ve
ikinci deneyde kultir formu ayni dozlarda test edildi. Deneylerde dollu tavuk yumurtalarina
kulugkanin 8. glininde G. lucidum’un sulu ekstraktlari farkli dozlarda (1750 upg/yumurta, 875
pg/yumurta ve 219 pg/yumurta) enjekte edildi. Kontrol gruplarina steril bi-distile su enjekte edildi.
Kulugkanin 11. gininde 6l ve anormal embriyo oranlari, malformasyon tipleri, canli ve rélatif
embriyo oranlari tespit edildi. Ayrica kemik gelisiminin belirlenebilmesi icin embriyolarin bir kismi
total olarak Alizarin Red-S yontemiyle boyandi. G. lucidum’un hem yabani hem de kiltiir formlari
test edilen dozlarda 6nemli bir embriyotoksik ve teratojenik etki géstermedi. Ayrica embriyolarin
kemik gelisimini de makroskobik seviyede etkilemedi.

Anahtar kelimeler: Alizarin Red-S, civciv embriyosu, embriyotoksisite, Ganoderma,
teratojenite

Comparison Of Some Effects Of Wild-Grown And Cultivated Forms Of
Ganoderma Lucidum In Turkey On Chicken Embryos

Abstract: Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst is a mushroom which used for alternative
medicine worldwide particularly in China, also known as “Immortality Mushroom or Reishi”. In
recent years, cultivated G. lucidum is also produced in Turkey and consumed by people especially
as tea, coffee and tablets. The aim of this study was to determine the some effects of wild-grown
and cultivated G. lucidum in Turkey on the development of chicken embryos, as an alternative
experimental animal, for the first time. Two experiments were carried out for this purpose. Wild-
grown and cultivated forms of G. lucidum were tested at the same doses in the first and second
experiment, respectively. Aqueous extracts of G. lucidum at different doses (1750 pg/egg, 875
Hg/egg and 219 ug/egg) were injected into the fertilized chicken eggs at 8th day of incubation as
well as sterile bi-distilled water for control groups. Following parameters were examined on 11th
day of the incubation: rates of dead and abnormal embryo, malformation types, live and relative
embryo weights. In addition, some of the embryos were totally stained with Alizarin Red-S method
for bone development. Both wild-grown and cultivated forms of G. lucidum at doses tested did not
present significant embryotoxic and teratogenic effects as well as did not affect the bone
development of embryos at the macroscopic level.

Key words: Alizarin Red-S, Chick Embryo, embryotoxicity, Ganoderma, teratogenicity
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Girig

Mantarlar ¢ok uzun zamanlardan beri insanlar icgin
dogal besin kaynagi ve alternatif tip yontemleri icinde ilag
olarak kullanim alani bulmustur. Bu mantarlardan bir
tanesi de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst'dir. Cin,
Kore ve Japonya gibi uzak dogu ulkelerinde
Ganoderma’nin bazi tirleri tibbi amagh dogal Urlnler
olarak kullaniimaktadir. Son zamanlarda G. lucidum’un
kullanimina iligkin yogun bir ilgi olusmustur. Yapilan
arastirmalar igerdigi bilesiklerin medikal anlamda ¢ok ciddi
etkileri oldugunu gostermistir (Lee ve ark., 1998).

Cin'de “Ling Zhi” olarak bilinen G. lucidum igin
Japonya’da Reishi, Mannentake veya Sachitake, Kore'de
ise Youngzi isimleri kullanilir. Cin geleneklerine gore,
Lingzhi “mucize” veya “ugurlu” mantar olarak bilinip
genellikle mutlulugun, iyi sansin, sagligin ve uzun yasamin
semboludir (Wasson, 1968). Geleneksel Cin Tibbi'nda,
gerek diger tibbi bitkilerle birlikte, gerekse tek basina
kullanilsin, Ling Zhi’nin dnemli bir yeri vardir. Hafizayi
gelistirmesi, yasami uzatmasi, ¢evikligi arttirmasi,
karaciger hastaliklari, nefritler, artrit, astim, gastrik Ulser,
arteriyosiklerosis, |6kopeniya, diyabet ve anoreksiya gibi
hastaliklarin tedavisinde ayrica geleneksel tipta da ¢ok
kullaniimaktadir (Chang ve ark., 1986; Jong ve
Birmingham, 1992). Cin'de halk arasinda G. lucidum, her
turld hastah@in tedavisinde kullaniimakta ve her derde
deva olarak bilinmektedir (Liu, 1999). Gunimuzde
Ozellikle bazi kanser tirleri, karaciger yetmezIigi, herpetik
enfeksiyonlar, HIV gibi pek cok rahatsizliga iyi geldigi
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Sekil 1. Turkiye’den toplanan yabani G.
lucidum.
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bilindigi igin, yodun arastirmalar yapilmakta ve ilag
gelisiminde katki saglamaktadir (Liu ve ark., 2002).

Yukarida bahsedildigi gibi G. lucidum’un bu denli
kapsamli olarak etki etmesi sebebiyle hem gida takviyesi
olarak hem de farmakoloji alaninda kullanimi s6z
konusudur. Glinimiizde daha ¢ok kiltlir formu kullanilan
G. lucidum’un gunlik hayatta ¢ay, kahve, kapsul ve sivi
ekstrakt seklinde tlketimi giderek artmakta ve ¢ok talep
gormektedir. Bu galismayla Turkiye'deki yabani ve kultlr
G. lucidum’un sulu ekstraktinin embriyotoksisite ve
teratojenite agisindan olasi etkilerinin alternatif bir deney
hayvani olan tavuk embriyolari Uzerinde ik kez
degerlendiriimesi ve bu mantarin iki farkli formundan elde
edilen sonuglarin karsilastiriimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Mantar materyali ve su ekstraktin hazirlanmasi

Bu calismada test edilen yabani G. lucidum
ornekleri Karabiik-Yenice (Kanyon girisi, 41°08'16K,
032°21'51D, 456 m) ilgesinden Prof.Dr. Giyasettin KASIK
ve Uzm.Dr. Sinan ALKAN’In yardimlariyla toplandi ve
teshis edilerek laboratuvarda 6zel kurutma dolaplarinda
40-45°C’de kurutuldu (Sekil 1). Kiltir G. lucidum 6rnekleri
ise ticari bir firmadan kuru ve dilimlenmis olarak satin
alindi (Sekil 2). Kuru 6rnekler degirmende toz haline
getirildi ve su ekstraktlarinin hazirlanmasi icin 10 g
6gutiimis mantar 300 ml kaynar bidistile suyla 15 dk
karnistirildi.  Ardindan  6rnekler  liyofilize  edilerek
kullaniincaya kadar buzdolabinda 4°C’de muhafaza
edildi.

Sekil 2. Turkiye’den ticari bir firmadan temin edilen
kurutulmus ve dilimlenmis kiltir G. lucidum.
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Deneysel agamalar

Bu calisma S. U. Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu’nun
20.10.2015 tarih-2015/82 sayili ve 28.04.2017 tarih-
2017/42 sayili izinleriyle gergeklestirildi.

Calismada iki deney gergeklestirildi. Birinci deneyde
yabani G. lucidum ekstrakti, ikinci deneyde kiltir G.
lucidum ekstrakti test edildi. Test edilen dozlarin
belirlenmesinde ekstraktlarin stok solisyonda suda
¢6zinmesi dikkate alinarak kullanilabilecek en ylksek doz
ve onun azalan iki dozu tercih edildi. Deneylerde ticari bir
isletmeden temin edilen kahverengi renkte ATAK-S cinsi
damizliklara ait toplam 90 adet dolli kulugkalik ézelliklerde
yumurta kullanildi. Birinci deney i¢in Kontrol (Bi-distile su),
YGLEI (219 pgly) [Yabani Ganoderma lucidum ekstrakti |
(219 mikrogram/yumurta)], YGLEII (875 ug/y) ve YGLEIII
(1750 pgly); ikinci deney icin Kontrol (Bi-distile su), KGLEI
(219 pgly) [Kultir Ganoderma lucidum ekstrakti 1 (219
mikrogram/yumurta)], KGLEII (875 pg/y) ve KGLEIII (1750
paly) gruplari olusturuldu. Her grup icin en az 10 yumurta
olacak sekilde yumurtalar tartildi ve agirliklari kaydedildi.
Kulugka islemine baslamadan oOnce %70’lik etanolle
kulucka makinesi dezenfekte edilip yumurtalar kulucka
makinesine uygun konumda yerlestirildi. Kulugka gelisim
makinesine (Cimuka-Prodi HB500S) sicaklik 37.7°C’ye,
nispi nem %55’e ve her saat basi yumurtalar bir kez 180°
cevrilecek sekilde gerekli ayarlamalar yapilarak kulucka
islemi baslatildi.

Her bir deney icin kulugkanin 8. giiniinde dnceden
steril sartlarda hazirlanan ve 4°C'de saklanan test
solUsyonlariyla steril sartlar altinda enjeksiyon iglemleri
gerceklestirildi. Enjeksiyon iglemi yapilmadan yaklagik 12
saat Oonce hava kamaralarinin uygun pozisyon almasi
amaciyla gevirme iglemi durdurularak yumurtalarin kit ucu
yukari gelecek sekilde dik pozisyona getirildi. Yumurtalarin
kat uclari enjeksiyon yapilmadan énce %96’lik etanolll
pamukla dezenfekte edildi ve yumurta delicisi yardimiyla
hava kamarasina delikler agilarak enjeksiyon iglemlerine
gecildi. Birinci deney icin Kontrol (Bi-distile su) grubundaki
yumurtalara 60 pl hacminde steril bi-distile su; YGLEI (219
paly), YGLEIN (875 pgly) ve YGLEINI (1750 pgly)
gruplarindaki yumurtalara ise 60 pl hacminde belirtilen
dozlarda steril bi-distile suda ¢6zdurliimis yabani G.
lucidum ekstrakti enjekte edildi. ikinci deney igin ise farkl
olarak KGLEI (219 pgly), KGLEI (875 ugl/y) ve KGLEIII
(1750 pgly) gruplarindaki yumurtalara ise 60 pl hacminde
belirtilen dozlarda steril bi-distile suda ¢oézdurtlmus kiltar
G. lucidum ekstrakti enjekte edildi. Enjeksiyon islemi
tamamlandiginda daha énce agilan delikler hizl bir sekilde
sivi parafinle kapatildi. Enjekte edilen sollsyonlarin
diffiize olabilmesi igin ilk 1 saat yumurtalar hava kamarasi
yukarida olacak bi¢imde dik pozisyonda bekletildi. Takiben
yumurtalar kulugka gelisim makinesine tekrar yerlestirilip
kulugka islemine 11. gline kadar devam edildi.

Kulugkanin 11. ginud agilan yumurtalarda canli ve
0lu embriyolarin gelisme evreleri Hamburger ve Hamilton
(Hamburger ve Hamilton, 1951) skalasina (HH skalasi)
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gore belirlendi. Canli embriyolar hassas teraziyle tartildi ve

rolatif embriyo agirhklari asagida gosterilen formiille
hesaplandi;

Embriyo agirhigi

Rélatif embriyo agirhigi = X 100

Yumurtanin son agirhig:

Elde edilen embriyolar malformasyonlar ve gelisme

geriliklerinin ~ belirlenmesi amaciyla %10’luk  notr
formalinde 4°C’de saklandi. Bu embriyolarda kanat ve
bacaklarin gelismemesi, parmaklarda kivrima ve

bukulmeler, tuylenmede anormallik, hemoraji, anormal
gaga olusumu, édem, i¢ organlarin ters donik disarida
olugu, tek ve cift gz anormalligi, boyun ve kalca defektleri,
beynin disarda gelisimi ve genel gelisim geriligi gibi ¢esitli
malformasyonlarin olup olmadigi oncelikle ¢iplak gozle
daha sonra stereo mikroskopla belirlenmeye calisildi. Her
gruptan 2-3 adet embriyo kemik gelisiminin tespit edilmesi
amaciyla total olarak Alizarin Red-S boyama metoduyla
(Tamayo Arango ve ark., 2012) boyandi. Bu metoda gére;
tespit edilmis embriyolar bir gin %70'lik etanolde ve
ardindan bir giin %2’lik KOH'de bekletildikten sonra, %2'lik
KOH'de taze olarak hazirlanmis %0.005-0.0025'lik
Alizarin Red-S (Merc-106278) igerisinde kontrollu bir
sekilde 1-2 glin sureyle boyandi. Embriyolar 1-2 guin tekrar
%2’lik KOH’e alindu. Son olarak KOH
(%2'lik)+gliserol+amonyak (1:1:1) karisiminda 3-7 gin
bekletilen embriyolar gliserole alinarak fotograflari ¢ekildi.

Canh ve rolatif embriyo agirhiklarinin
degerlendiriimesi amaciyla Kontrol ve diger gruplarin
aralarindaki farki belirlemek icin t-testi uygulandi ve
p<0.05 6nem diizeyi olarak kabul edildi. Istatistiksel
analizler uygulanirken paket program (SPSS, 2004)
kullanildi.

Bulgular

Calismada kullanilan yumurtalarin doéllGlik oranlari
Tablo 1'de verilmigtir. Kontrol gruplarinda 11 glnlik
yumurta agirlik kaybi ve gunlik yumurta agirlik kaybi
sirasiyla |. deneyde %5.54 ve %0.50, Il. deneyde ise
%6.39 ve %0.58 olarak tespit edilmigtir (Tablo 1).

I. ve Il. deneylerdeki tim gruplarda canlilik orani
%100 olarak tespit edilmistir (Tablo 2). Hem yabani hem
de kiltir G. lucidum ekstraktinin test edilen dozlarda bir
embriyonik Olime sebep olmadigi ve tavuk embriyolari
Uzerinde embriyotoksik bir etki géstermedigi tespit
edilmistir.

Yabani G. lucidum ekstraktinin test edildigi ilk
deneyde canli embriyo agirligi bakimindan Kontrol
grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli
bir fark gdézlenmemigtir. Rolatif embriyo agirhgi
bakimindan ise sadece YGLEIII (1750 pg/y) grubu Kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak ©6nemli duzeyde
azalma gOstermistir (p<0.05). Kultar G. lucidum
ekstraktinin test edildigi ikinci deneyde Kontrol grubuyla
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
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g6zlenmezken, rolatif embriyo agirligi bakimindan sadece
KGLEI (219 ug/y) grubunda Kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak 6énemli dizeyde bir artis gbézlenmistir
(p<0.05). Bu veriler de G. lucidum’un Turkiye'deki yabani
ve kiltir formlarinin  tavuk embriyolari  Gzerinde
embriyotoksik bir etki géstermedigine isaret etmektedir.
Gelisme geriliklerinin ve malformasyonlarin tespiti
icin ¢iplak gbzle ve stereo mikroskop altinda yapilan
gozlemlerde, her iki deneyde de highir grupta anormal
embriyo godzlenmemistir (Tablo 2). Gruplardaki normal
embriyolardan bazilarinin  fotograflari  Sekil 3-6'da
gorllebilir. Ayrica iskelet sisteminin gelisim geriliklerini

Ekim(2018)9(2)188-195

incelemek amaciyla Alizarin Red-S ydntemiyle boyanan

embriyolar makroskobik olarak incelenmistir. Her iki
deneydeki tim gruplardan boyama yapilan embriyolarin
iskelet gelisiminde Kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman
o6nemli bir gerilige ve herhangi bir anormallige
rastlanmamistir. Kemik gelisimini gosteren fotograflar
Sekil 7 ve 8'de gorulebilir. Anormal embriyo oranlari ve
Alizarin Red-S boyama ydntemi sonuglari géz 6nline
alindiginda; test edilen dozlarda kulltir ve yabani G.
lucidum ekstraktinin tavuk embriyolari Gzerinde teratojenik
bir etkiye sahip olmadidi sonucuna ulasiimistir.

Tablo 1. Kulugkanin 11. gliniine ait veriler (YGLE, yabani Ganoderma lucidum ekstrakti; KGLE, Kultir Ganoderma lucidum
ekstrakti; ugly, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamatstandart sapma).

Gruptaki D6l Yumurta Kulugkanin 11. 11 gunlik Gunlak
p Dollultk baslangi¢ glinunde yumurta yumurta
yumurta yumurta o¥ N 2 2
orani (%) agirhgi (g) yumurta agirhgr  agirhk kayb1  agirhk kaybi
Gruplar (Doz) saylst  sayisi (Ort£SS) (g) (Ort£SS) (%) (%)
_ goyrot (Brdistie 12 10 8333 50.95:256 56.63:2.72 554 0.50
O
=5 YGLEI (219 pgly) 13 10 76.92 61.74+4.92 58.17+5.32 5.78 0.53
T YGLEII (875 pgly) 13 12 92.31 61.82+4.50 58.00+4.71 6.18 0.57
YGLEII (1750 pgly) 12 9 75.00 62.5+3.58 58.46+3.46 6.46 0.59
_ st (Brdistile 10 7000  64.13:t471  60.03+4.59 6.39 0.58
= % KGLEI (219 pgly) 10 7 70.00 61.21+£3.15 58.15+1.93 5.00 0.46
o KGLEIl (875 pgly) 10 10 100.00 59.83+3.45 55.28+4.09 7.60 0.70
KGLEII (1750 pgly) 10 9 90.00 61.96+4.66 57.82+5.08 6.68 0.61

Tablo 2. Kulugkanin 11. giiniinde embriyolara ait bazi veriler (YGLE, yabani Ganoderma lucidum ekstrakti; KGLE, Kultur
Ganoderma lucidum ekstrakti; ug/y, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamazstandart sapma).

Dolla Canh

Canlhilik

Canliembriyo  Roélatif embriyo  Anormal  Anormal

yumurta embriyo orani (%) agirhgi (g) agirhgi (%) embriyo  embriyo
sayisi sayisi (Ort£SS) (Ort£SS) sayisi orani (%)
Gruplar (Doz)
. Kontrol (Bi-distile su) 10 10 100 3.27+0.26  5.73%£0.30 0 0
.9 YGLEI (219 pgly) 10 10 100 3.18+0.27 5.51+0.76
@ YGLEII (875 pgly) 12 12 100 3.40+0.33 5.91+0.54 0 0
YGLEIIl (1750 pgly) 9 9 100 3.11+0.14 5.32+0.32* 0 0
- Kontrol (Bi-distile su) 7 7 100 3.27+£0.37 5.44+0.38 0 0
2 KGLEI (219 pgly) 7 7 100 3.58+0.33 6.16+0.63* 0 0
- @ KGLEII (875 pgly) 10 10 100 3.12+0.32  5.67+0.79 0 0
KGLEII (1750 pgly) 9 9 100 3.05+0.21  5.31+0.54 0 0

* Kontrol (Bi-distile su) grubuyla arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (t-test. p<0.05)
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SR B - .= ¢
Sekil 3. Birinci deneydeki Kontrol (Bi-distile su) Sekil 4. Birinci deneydeki YGLEII (1750 ugly)
grubuna ait bir embriyo. grubuna ait bir embriyo.

e

5 ‘r

Sekil 5. ikinci deneydeki KGLEI (219 pgly) Sekil 6. Ikinci deneydeki KGLEIl (875 ugly)
grubuna ait bir embriyo. grubuna ait bir embriyo.

Sekil 7. Birinci deneyde Kontrol (Bi-distile su), YGLEI (219 ugly) ve YGLEIII (1750 pgly) gruplarina
(soldan saga dogru) ait kemik gelisimi normal embriyolar (Alizarin Red-S boyama).
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Sekil 8. ikinci deneyde Kontrol (Bi-disile su), KGLEI (219 pgly), KGLEII (875 ugly) ve KGLEII (1750
paly) gruplarina (soldan saga dogru) ait kemik gelisimi normal embriyolar (Alizarin Red-S boyama).

Tartisma

insanoglu her gecen giin artan miktarlarda
embriyotoksik ve teratojenik potansiyeli bilinmeyen ilaclar,
endistri yan Uriinleri ve cevre kirleticilerine ister istemez
maruz kalmaktadir. Bu g¢esit kimyasal bilesiklerin
embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin sigcan veya fare gibi
kemirgenler ya da tavsanlar tUzerinde ayrintili olarak test
edilmesi ¢ok 6nemlidir. Ancak dinyadaki tim kimyasal
bilesiklerin test edilmesi mumktn degildir. Bu sebeple bir
kimyasal bilesigin memeli embriyosu Uzerine olumsuz
etkilerini dogru bir sekilde tahmin edebilecek, ucuz ve hizli
alternatif tarama yOntemlerinin  gelistiriimesi  6nem
kazanmaktadir. Bu amaca yonelik olarak memeli ve
memeli olmayan hayvan tirlerinin kullanildigi ¢esitli in vivo
ve in vitro test sistemleri kullaniimaktadir. Kanatl
embriyolari 6zellikle de tavuk embriyolari kullanilarak
degdisik kimyasal bilegiklerin embriyotoksik ve teratojenik
etkilerinin belirlendigi ¢ok sayida arastirma mevcuttur
(Ozparlak, 2015).

Tavuk Embriyotoksisite Tarama Testi (Chicken
Embryotoxicity Screening Test, CHEST) dollui tavuk
yumurtasi kullanilarak Jelinek (1977) tarafindan gelistirilen
ilk testlerden biridir ve CHEST-lI (embriyotoksik doz
sinirlarinin ~ belirlenmesi) ve CHEST-Il (teratojenik
parametrelerin  tespit) olmak Uzere iki basamakta
gerceklestiriimektedir. Bu testin yani sira dolli tavuk
yumurtasi kullanilarak cesitli modifikasyonlarla, Kemper
ve Luepke (1986) Tavuk Yumurtasi Testini (Hen’s Eggs
Test, HET) ve Nishigori ve ark. (1992) ise D6lli Tavuk
Yumurtasi Tarama Testini (Hen’s Fertile Egg Screening
Test, HEST) gelistirmiglerdir. Kanath embriyolariyla
yapilan son yillardaki bir calismada ise dolli tavuk
yumurtalarindaki embriyolarin perifer kan eritrositlerinde
mikronukleus (MN) olusumu tanimlanmis ve tavuk
yumurtasi mikronlkleus testi (Hen's Egg Test for
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Micronucleus Induction, HET-MN) olarak adlandirilan
yontem gelistirilmigtir (Wolf ve Luepke, 1997).

Bahsedilen ve benzer diger testler genel olarak
ucuz ve kolay olup tekrarlanabilir sonuclar vermekte ve
kisa surede gerceklestirilebilmektedir. Civciv
embriyosunun gelisim safhalarinin ¢ok iyi bilinmesi énemli
diger avantajlanidir. Cok sayida civciv embriyosunun
kullanilabilmesi toksisitenin istatistiksel agidan
degerlendiriimesinde memeli turlerle yapilacak
calismalara kargi bir avantaj saglamaktadir. Bu testler
daha sonra memeliler Uzerinde yapilacak calismalarda
kullanilacak olan denek sayisini ve deneme sayisini
azaltmakta, canh bir organizmaya verilebilecek agri ve
aclyl da en aza indirgeyerek, etik kurallara, yasal
kisittamalara ve hayvan haklarina da  aykin
dismemektedir. Ancak tavuk embriyosu kullanilan bu
testlerde plasenta ve memelilerdeki anne-fetus iligkisi
olmamasi, bazi bilesiklerin nonspesifik bir hassasiyet
gOstererek  hatali pozitif  sonuglar  verebilmesi
dezavantajlari olarak gorulmektedir. HET yontemiyle 6lim
oraninin (LDso), gelisme geriliginin (yumurtadan c¢ikis
agirhdi, kemik uzunluklart ve organ agirliklar),
teratojenitenin (iskelet gelisimi anormallikleri, makroskobik
ve anatomik anormallikler), sistemik etkilerin (kan
kimyasal parametreleri, hematolojik parametreler ve organ
histopatolojisi) ve immunopatolojik etkilerin (timus ve
bursa Fabricii’nin histolojik yapilari) degerlendirilebilecegi
belirtiimistir (Ozparlak, 2015).

Kulugka sartlarinin  optimum olmasi kanatl
embriyolarinin kullanildigi embriyotoksisite ¢alismalarinda

calismanin glvenirliligini artirmaktadir. Kulugka
makinesinin nispi (%) neminin belirlenebilmesi igin
yumurtalarin kabuklarindaki porlardan nemin

buharlasmasi sonucu kaybedilmesiyle olusan agirlik kaybi
onemli bir olguttir. Kulucka slresince ginlik ortalama
%0.55-0.70 araliginda agirhk kaybi &nerilmektedir
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(Mauldin 1993). Bu ¢alismada birinci ve ikinci deneylerdeki

Kontrol gruplarinda goézlenen degerler Onerilen bu
degerlere yakindir ve bu durum kulugka sartlarimizin
optimum sartlara yakin olduguna isaret etmektedir. Ayrica
Romanoff (1997) 11 glnlik tavuk embriyolarinin 3.68 g
agirhginda oldugunu rapor etmistir. Bu calismada ise
birinci ve ikinci deneylerin Kontrol gruplarinda embriyo
agirliklari rapor edilen degere yakin olmakla birlikte
aradaki farkliliklar yumurta buyukliginden veya tavuk
irklarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Tavuk  embriyolariyla  yapilan  ¢alismalarda
enjeksiyonun zamani ve bdlgesi, kullanilacak test
soliisyonunun hacmi, uygulanacak doz ve bu dozlar i¢in
kullanilacak yumurtalarinin sayisi, kullanilacak ¢oéztcinin
cinsi ve konsantrasyonu g6z 6ninde bulundurulmasi
gereken Onemli hususlardir (Ozparlak, 2015). Tavuk
yumurtalariyla yapilan testlerde test edilecek maddenin
verilecedi yer hava kamarasi, albumin, yumurta sarisi ve
embriyonun kaudal bélgesidir. Bu ydntemler arasinda en
¢cok tercih edilen ybntem hava kamarasina yapilan
enjeksiyon yontemidir. Uygulamasinin basit olmasi,
solusyonun hizli ve homojen bir sekilde difflize olmasi,
yumurtalarin enfekte olma olasiliginin dusuk olmasi, i¢
basincin artmasina bagli olarak embriyoda olugsmasi
muhtemel mekanik hasarlarin tolere edilmesi agisindan
hava kamarasina enjeksiyon ideal yéntem olarak gbze
carpmaktadir (Prelusky ve ark., 1987; Celik ve ark., 2000;
Sur, 2001).

Enjeksiyon zamani agisindan bakildiginda ise test
edilmek istenilen maddenin dogal formunun etkileri
belirlenmek isteniyorsa erken donemde enjeksiyon tercih
edilmektedir. Test edilecek maddenin karacigerde
metabolize edilmesiyle olusacak metabolitlerinin etkileri
belirlenmek isteniyorsa enjeksiyonun daha ge¢ dénemde
tercih edilmesi gereklidir (Jelinek ve ark., 1985; Prelusky
ve ark., 1987; Ozcan, 1992). Cinkii tavuk embriyosunda
embriyonik dénemin 4. guninde karaciger farklilagsmasi
g6zlenmektedir. Bu dbénemden itibaren karaciger
gOrevlerini yerine getirmeye baslar ve detoksifikasyon
olaylari baslamig olur (Hamilton ve ark., 1983). HET-MN
yonteminde de sollsyonlarin kulugkanin 8. giiniinde hava
kamarasina enjekte edilmesi ve kulugkanin 11. guninde
kan drnekleri alinmasi genotoksisitenin belirlenmesi icin
optimum olarak kabul edilmistir (Wolf ve ark., 2002). Bu
calismada da yabani ve kiltir G. lucidum ekstraktlarinin
karacigerde metabolize edilmesiyle olugacak
metabolitlerinin ~ etkilerinin ~ belirlenmesi  amaciyla
kulugkanin 8. glininde hava kamarasina enjeksiyon
yontemi tercih edilmistir.

Enjeksiyon igleminde kullanilacak sollsyonlar igin
3-100 pl/ly arasinda degisen hacimlerde sollsyonlar
kullanilsa da (Ozparlak, 2015) hava kamarasina yapilacak
enjeksiyonlarla ilgili olarak; dolli tavuk yumurtalariyla
yapilan bir ¢galismada hava kamarasina kulugkanin 24.,
48. ve 72. saatlerinde 50 pl hacimde solisyon verilmigtir
(Wyttenbach ve Thompson, 1985). Baska bir ¢calismada
ise kulugkanin hemen baslangicinda ve 12. giininde 100
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pl hacim tercih edilmistir (Varga ve ark., 2002). Diger pek
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¢ok calismada ise hava kamarasina kulugkanin 12.
gininde 100 pl hacminde enjeksiyon uygulanmistir
(Varga ve ark., 1999; Varnagy, 1999; Budai ve ark., 2001;
Varnagy ve ark., 2001; Budai ve ark., 2002; Fejes ve ark.,
2002). HET-MN yonteminde ise hava kamarasina
enjeksiyonda kulugkanin 8. guninde hidrofilik dzellikteki
test maddeleri icin 100 pl hacminde ve hidrofobik test
maddeleri icin 50 yl hacminde enjeksiyon énerilmistir (Wolf
ve ark., 2002). Bu galismada da kulugkanin 8. giiniinde
enjeksiyon hacmi olarak embriyolarin tolere edebilecegi
distnllen 60 pl/y solisyon hacimleri tercih edilmistir.

Tavuk yumurtalariyla yapilan ¢calismalarda her grup
icin Jelinek ve ark. (1985) 6-10 yumurta kullanmislardir.
HET-MN igin de her grupta en az bes-altt yumurta
kullaniimistir (Wolf ve Luepke, 1997; Wolf ve ark., 2002).
Bu calismada da her grup icin 10-13 yumurta
kullaniimistir.

Toksisite testlerinde bir maddeyi test etmek igin
farkli dozlarinin denenmesi gerekir. Brown ve ark. (1986)
denemelerde en az g farkl dozun c¢alisiimasi gerektigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada da her iki ekstraktin ayni ¢
dozu test edilmistir. Bdylece G. lucidum’un hem yabani
hem de kdltir formunun test edilen dozlarda tavuk
embriyolari Uzerinde ayni etkiye sahip oldugu vyani
embriyotoksik ve teratojenik bir etki sergilemedigdi tespit
edilmigtir.

Dunya’daki mantarlar icerisinde yaklasik 30 tdrin
ticari ve endustriyel olarak Uretimi yapiimaktadir. Dogal
mantarlarin bazi tirleri dogadan toplanip tiketilirken bazi
turleri ise kdltire alnip tiketiimektedir. Ozellikle
makrofunguslarin genis bir biyolojik aktivite yelpazesine
sahip olmalari gergedi g6z ©6nlinde bulundurularak
ginimizde kullanilan ilaglara alternatif olabilmeleri igin
yabani turlerinin kulttirde Uretilmesi 6nem kazanmaktadir.
Son yillarda dinya genelinde oldugu gibi Turkiye’de de
tibbi mantar yetistiriciligi giderek artmaktadir ve bunlarin
basinda da G. lucidum gelmektedir. G. lucidum son
yillarda antikanserojen ve bagisiklik sistemini guglendirici
etkileri ile insan viicudunu enfeksiyonlara karsi koruyucu
etkisi sebebiyle son yillarda ¢ok popduler bir tibbi mantar
olmustur (Ustiin, 2011). Yabani G. lucidum'a gunlik
hayatta halkin arazi sartlarinda ulagsmasi teshis etmesi ve
temin etmesi olduk¢a zordur ve bu nedenle kiltir G.
lucidum’un kullanimi daha pratik gérinmektedir. Kalttr G.
lucidum glnluk hayatta cay, kahve, kapsiil ve sivi ekstrakt
seklinde tiiketimektedir. insanlar tarafindan yogun bir
sekilde kullanilan G. lucidum’un etkileriyle ilgili pek ¢ok
literatir varken, balik embriyolari Uzerine bir c¢alisma
disinda (Dulay ve ark., 2012) olasi embriyotoksik ve
teratojenik etkileriyle ilgili bilgi yoktur. Bu ¢alismayla ilk kez
Tuarkiye'deki G. lucidum’un hem yabani hem de kaltur
formlarindan hazirlanan sulu ekstraktlarinin test edilen
dozlarda alternatif bir deney hayvani olan tavuk
embriyolari Gzerinde embriyotoksik ve teratojenik etkisinin
olmadigi gdsterilmistir. Elde edilen sonuglarin bu alandaki
literatir eksikligine 11k tutmasi umut edilmektedir.
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Oz: Bu galismada, Ulkemizde dogal olarak yetisen (Terfezia boudieri, Picoa juniperi ve P.
lefebvrei) ve ticari 6neme sahip (Pleurotus ostreatus, P. florida, P. sajor-caju, P. eryngii ve
Agaricus bisporus) farkli yenen makrofungus misel kultirlerin bazi bakteri (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus megaterium, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi), maya (Candida albicans ve C. glabrata) ve dermatofit tirlere
(Trichophyton sp. ve Epidermophyton sp.) karsi antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Dogadan (T. boudieri, P. juniperi ve P. lefebvrei), ticari kuruluglardan (A. bisporus)
ve stok kiiltirlerden (P. ostreatus, P. florida, P. sajor-caju ve P. eryngii) saglanan saf kulttrlerin
¢ogaltiimasinda % 2.0 malt-ekstrakt agar ve antimikrobiyal calismalarda ise disk difiizyon yéntemi
uygulanmistir. T. boudieri, P. juniperi, P. lefebvrei, P. ostreatus, P. florida, P. sajor-caju, P. eryngii
ve A. bisporus misel ekstraktlari test edilen mikroorganizmalarin (bakteri, maya ve dermatofit)
gelismelerini degisik oranlarda engelledigi (7.7-17.3 mm c¢ap) belirlenmistir. Diger mantar
turleriyle kargilastirildiginda (T. boudieri, P. juniperi, P. ostreatus, P. florida, P. sajor-caju, P.
eryngii ve A. bisporus), P. lefebvrei’nin metil alkol ekstraktinin (12.6-17.3 mm ¢ap), farkl patojen
mikroorganizmalara kargi (K. pneumoniae, P. aeroginosa, B. megaterium, E. coli, S. aureus, S.
typhi, C. albicans, C. glabrata, Trichophyton sp. ve Epidermophyton sp.) en yiksek etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak standart antibiyotidi olarak kullanilan streptomisin sulfat ve
nystatin inhibisyon zonu 13.0-18.0 mm olarak &lgulmistir. Buna gore, kullanilan mantar misel
ekstraksiyonlarinin inhibisyon etkileri diisik bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Pleurotus, Agaricus, Terfezia, Picoa, bakteri,
maya, dermatofit

Determination of Antimicrobial Activities of Some Macrofungi Mycelial
Cultures

Abstract: In this study, it is aimed to determine the antimicrobial effects of different edible
macrofungi mycelium cultures, which were obtained from naturally grown (Terfezia boudieri,
Picoa juniperi and P. lefebvrei) and commercialized examples (Pleurotus ostreatus, P. florida, P.
sajor-caju, P. eryngii and Agaricus bisporus) from our country, against certain bacteria (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus megaterium, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Salmonella typhi), yeast (Candida albicans and C. glabrata) and dermatophyte
species (Trichophyton sp. and Epidermophyton sp.). For the propagation of the main culture,
which was obtained from stock cultures (P. ostreatus, P. florida, P. sajor-caju and P. eryngii),
commercial establishments (A. bisporus) and were naturally grown (T. boudieri, P. juniperi and
P. lefebvrei), 2.0% malt extract agar (MEA) was used, and the antimicrobial activity were
evaluated according to the disc diffusion method. The mycelium extracts from T. boudieri, P.
juniperi, P. lefebvrei, P. ostreatus, P. florida, P. sajor-caju, P. eryngii and A. bisporus were shown
to inhibit the growth of tested microorganisms (bacteria, yeast and dermatophyte) to (7.7-17.3
mm diam.) at different degrees. It was also seen that the methyl alcohol extract of P. lefebvrei
(12.6-17.3 mm diam.) has the highest effect against different pathogenic microorganisms (K.
pneumoniae, P. aeroginosa, B. megaterium, E. coli, S. aureus, S. typhi, C. albicans, C. glabrata,
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Trichophyton sp. and Epidermophyton sp.) whe
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n compared with other mushroom species (T.

boudieri, P. juniperi, P. ostreatus, P. florida, P. sajor-caju, P. eryngii and A. bisporus). In general,
the inhibition zone of streptomycin sulfate and nystatin, which are used as standard antibiotics,
were measured as 13.0-18.0 mm. Based on this, the antimicrobial activity of the mushroom
mycelial extractions that were used were found to be low.

Key words: Antimicrobial activity, Pleurotus, Agaricus, Terfezia, Picoa, bacteria, yeast,

dermatophyte

Girig

Yuzyillardir sapkali mantarlar degisik toplumlar
tarafindan, besinsel (besleyici, lezzet ve aroma igerikleri),
tibbi (tedavi edici, 6mrin uzatiimasi, saghdin korunmasi)
ve hallusinojenik amaglarla kullanildi1 ve bazi uygarliklar
tarafindan da doga Usti glglerle donatildidina
inaniimaktadir (Lincoof 1988, Manzi ve Pizzoferrato 2000,
Matilla vd. 2000, Sanmee vd. 2003).

Farkli makrofungus turlerinin (Agaricus, Pleurotus,
Lentinus, Volvariella, Genoderma, Flammulina, Russula,
Auricularia, Boletus, Armillaria, Cantharellus, Lactarius,
Termitomyces, Agrocybe, Coprinus, Terfezia, Picoa,
Tirmania, Tuber, Morchella vd.) fruktifikasyon organi
(askokarp ve basidiokarp) ve misel yapilari; doymamis
yag asitleri, fenol ve flavonoid igerikleri, karbonhidrat,
protein, amino asit, seker, seker alkoller, vitamin ve
element icerigi yoninden zengin, fakat ham yag ve kalori
duzeylerinin disik olmalarindan dolayi iyi bir diyet besin
kaynagi olarak tuketilmelerinin faydali oldugu belirtilmistir
(Manzi vd. 1999, Diez ve Alvarez 2001, Manzi vd. 2001,
Barros vd. 2008, Wang ve Marcone 2011, Wang vd. 2014,
Rathore vd. 2017).

Gecmisten glnumuze kadar Dinya’nin farkli
yerlerinde, dogal olarak yetisen, ticari olarak satilan ve
kiultiri yapilan mantar (Ascomycota ve Basidiomycota)
turlerinin (Agaricus, Pleurotus, Lentinus, Genoderma,
Boletus, Armillaria, Fomes, Coriolus, Lactarius,
Auricularia, Russula, Volvariella, Tramates, Hericium,
Grifola, Terfezia, Picoa, Tuber, Tirmania vd.) askokarp,
basidiokarp ve misel yapilarindan izole edilen biyoaktif
bilesenlerin (fenolik ve flavonoid bilesikler, glikopeptitler,
polisakkaritler (kitin, hemiselliloz, glukan, mannan, ksilan,
galaktan), vitamin (A, B, D, C, E, B-karoten), lektin, ucucu
yaglar, terpenoidler, steroitler, glikozitler, alkoloitler,
organik asitler, enzimler, lifler, protein, nikleik asitler,
purinler, pirimidinler, kinonlar ve fenil propanoid tirevleri,
lentinan vb.) tibbi ve tedavi edici etkilere (antikanser,
antitmor, antiinflamator, antiatherosklerotik,
antihipolipidemik, antihipertansif, antiromatizmal,
antioksidant, antimikrobiyal, antibakteriyal, antiviral,
antifungal, antiparazitik, antimutajenik, antikolinesteraz,

antidiyabetik, antialerjik, antihiperglisemik,
detoksifikasyon, karaciger koruyucu, kardiovaskuler
koruyucu, kolesterol duisiricl, immunomodulatér ve

immin sistem guglendirici, prebiyotik aktivite, sitotoksik
etki, obezite, parkinson, alzheimer, norolojik rahatsizliklar,
yaslanma ve dejeneratif rahatsizliklara karsi koruyucu vb.)
sahip olduklari kanitlanmistir (Barros vd. 2008, Synytsya
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vd. 2009, Wang ve Marcone 2011, Patel 2012, Patel vd.
2012, Vannucci vd. 2013, Wasser 2014, Chetterjee ve
Patel 2016, Srikram ve Supapvanich 2016, Sulistiany vd.
2016, Reis vd. 2017, Rathore vd. 2017, Souilem vd. 2017
vd.).

Gunumuzde, cografik yapi, iklimsel degisiklikler,
hizli  nifus artisi, dizensiz gogler, kentlesme,
sanayilesme, ekolojik ¢evrenin Kkirletimesi ve tahrip
edilmesi, tarimsal alanlarin sinirlandiriimasi, gida
Uretiminde zirai ilaglarin asiri kullanimi, antibiyotiklerin
insan sagliginda ve gida Urlnlerinde bilingsiz kullanimi,
hastalik etkenlerinin diren¢g kazanmasi, besin Urtnlerinde
yapilan genetiksel degisiklikler, genetigi degistiriimis gida
Urtnlerin artmasi ve dog@al besin Uriinlerinden yeterince
faydalanilmamasi gibi pek c¢ok faktériin dogal besin
kaynaklarini ve organik tarimsal UGrlUnleri azalttig
gorulmektedir. Ozellikle tum bu etkenler géz Oniine
alindiginda gunimiz kosullarinda, koéti ve dizensiz
beslenme, yetersiz gida alimi ve dogal olmayan Urtnlerin
tiketiimesi neticesinde son yillarda, en basit patojen
mikroorganizma (bakteriyel, viral ve fungal)
rahatsizliklarida dahil olmak Uzere, obezite, kalp ve
karaciger rahatsizliklari, yiksek tansiyon, diyabet, immin
sistem vyetersizligi, kanser, hizli yaslanma, parkinson,
alzaimer vb. gibi pek c¢ok hastalikla sik olarak
karsilasiimaktadir (Wasser 2010, Chang ve Wasser 2012,
Wasser 2014, Wasser 2017).

Dinyanin farkli yerlerinde dogal olarak yetisen,
ticari olarak satilan ve kultiri yapilan degisik mantar
cinslerinin (Agaricus, Pleurotus, Lentinus, Genoderma,
Boletus, Armillaria, Fomes, Coriolus, Lactarius,
Auricularia, Russula, Volvariella, Tramates, Hericium,
Grifola, Terfezia, Picoa, Tuber, Tirmania vd.) askokarp,
basidiokarp ve misel yapilarindan hazirlanan ekstraktlarin
(su, metanol, etanol, aseton, etilasetat, kloroform, etanol,
metanol, eter, ksilen, aseton, benzen vd.), in vitro
kosullarda degisik patojen mikroorganizmalarin
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, B.
licheniformis, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, S.
typhimurium, S. enteritidis, Streptococcus mutans, S.
agalactiae, S. pyogenes, Micrococcus luteus,
Microsporum boulardii, M. gypseum, Mycobacterium
smegmatis, Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae,
Enterococcus faecalis, E. hirae, Enterobacter aerogenes,
E. cloacae, Proteus mirabilis, P. vulgaris, Sarcina lutea,
Paracoccus denitrificans, Aspergillus niger, A. flavus,



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Candida albicans, C. utilis, C. glabrata, C. tropicalis, C.

parapsilosis, Trichophyton sp., T. rubrum,
Epidermophyton sp., E. floccosum, Saccharomyces
cerevisiae, Listeria monocytogenes, L. innocua vd.)
gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir (Chellal ve Lukasova
1995; Uzun vd. 2004; Janakat vd. 2005; Tambekar vd.
2006; Demirhan vd. 2007; Gbholagade vd. 2007; Iwalokun
vd. 2007; Akyuz vd. 2010; Kalyoncu vd. 2010ab;
Nwachukwu ve Uzoeto 2010; Bekei vd. 2011; Gouzi vd.
2011; Patel 2012, Aldebasi vd. 2013; Dogan ve Aydin
2013; Thillaimaharani vd. 2013; Vamanu 2013; Al-Laith
2014; Padmavathy vd. 2014; Akylz vd. 2015; Chowdhury
vd. 2015; DUndar vd. 2015; Owaid vd. 2015; Smolskaite
vd. 2015; Hamza vd. 2016; Krupodorava vd. 2016;
Sevindik vd. 2016; Nicolcioiu vd. 2017; Okafor vd. 2017
vd.).

insanoglunun son yillarda kargilastigi  saglk
sorunlarini azaltmaya ve etkilerini ortadan kaldirmaya yol
acacak alternatif dogal yetisen besleyici ve tedavi edici
Ozelliklere sahip olan mantar gibi zengin besin
kaynaklarini yeniden kesfetmek ve bunlari kullanmak igin
arastirmalar yapmak 6nem arz etmektedir.

Bu calismada, Ulkemizde dogal olarak yetisen,
kultird yapilan ve ticari éneme sahip farkli yenebilen
makrofungus tirlerin misel kiltirlerin bazi bakteri, maya
ve dermatofit tlrlere karsli antimikrobiyal etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada Kullanilan Mantar Misel Ornekleri

Hacettepe Universitesi, Fen Fakiltesi, Biyoloji
Boélima, Biyoteknoloji Anabilim Dal’'ndan saglanan
Pleurotus eryngii (DC. ex Fr.) Quel., P. ostreatus (Jacq. ex
Fr.) P. Kumm., P. sajor caju (Fr.) Singer ve P. florida
Favose’nin ana misel kulturleri ¢ogaltilarak deneysel
c¢alismalarda kullaniimigtir. Agaricus bisporus (J.E. Lange)
Imbach’in misel kuiltiirii, Firat Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boélumi, Mikrobiyoloji Laboratuvarindaki stok
kultirlerden saglanmigtir. Ayrica; Terfezia boudieri
(Chatin), Picoa lefebvrei (Pat.) Maire ve P. juniperi
Vittad. in askokarplari, 2015 yihi Mart-Mayis aylarinda
Malatya-Elazig c¢evresinde toplanarak, Bitlis Eren
Universitesi Bilim Teknoloji Uygulama Arastirma Merkezi,
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda doku kiiltirl yontemiyle saf
miselleri elde edilerek deneysel c¢alismalarda
kullaniimistir.

Calismada Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Calismada kullanilan mikroorganizmalar; Firat
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii, Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvarindaki kultir kolleksiyonundan
temin edilmistir. Arastirmada, Klebsiella pneumonia FMC
5, Pseudomonas aeroginosa DSM 50071, Escherichia coli
ATCC 25922, Bacillus megaterium DSM 32,
Staphylococcus aureus COWAN 1, Salmonella typhi,
Candida albicans FMC 17, Candida globrata ATCC
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66032, Trichophyton sp. ve Epidermophyton sp. kalttrleri
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kullaniimigtir.

Misel Kiiltiirlerin Cogaltiimasi ve Ekstraktlarin

Hazirlanmasi

Hassas terazide tartilan 20 g malt ekstrakt ve agar,
1 It'lik erlen igerisine birakilarak 121 °C’de 1.5 atm basing
altinda 15 dakika sireyle otoklavda steril edilmigtir. Pastor
Firin’inda 180 °C’de 1 saat 30 dakika slreyle steril edilen
9.00 mm c¢apindaki cam petri kaplari acgilarak her birine
besi yerinden yaklasik 25 mL dékulmustiar. Asilama islemi,
petri kaplarinda bulunan ana kdltirlerin kapaklari agilarak,
Bunzen Beki alevinde steril edilen bir bistiri ile kare
seklinde yaklagik 0.5 cm? biyukligiunde kesilerek, bir
parca agarh besi yerinin miselle birlikte steril bir aktarma
ignesi yardimiyla, petri kabinin ortasina birakilimasi
seklinde vyapilmigtir. Daha sonra, petrilerin kapagi
kapatilmis ve kenarlari parafilmlenerek, etiketlenmistir.
Asllanan plaklar misel gelisimi igin 25 °C’de inkibasyona
birakilmistir (Zadrazil 1978). Buradan elde edilen misel
ornekleri (Sekil 1), uygun kosullarda kurutulduktan sonra
(Sekil 2) 1 g misel tartilarak tGzerine 10 mL metil alkol ilave
edilmis ve bu ekstraksiyonlar 48 saat slreyle ¢alkalamali
etlvde igsleme tabi tutulmustur. Elde edilen ekstraktlarin
¢ozlculeri rotavaporda uzaklastiriimis ve etlvde
kurutularak kuru ekstraktlar elde edilmistir. Metil alkol ile
hazirlanan ve kurutulan ekstraktlar DMSO (Dimetil
silfoksit) ile 1 mg/mL olacak sekilde ¢dzinduriimustar.
Bdylece misel ekstraktlarinin solisyonlari olusturulmustur.
Bu sekilde hazirlanan tim ekstreler hemen analize tabi
tutulmus ve deney sonuglanincaya kadar 4 °C de
buzdolabinda saklanmistir.

Mikroorganizma Kulturlerin ve Disklerin

Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk
difizyon ydntemi uygulanmistir. Bakteri suslari, nutrient
buyyon’a (Difco) asilanarak 35+1°C’de 24 saat, maya
suslari, malt ekstrakt buyyon’da (Difco), dermofit funguslar
ise glukozlu sabouroud buyyon’da (Difco) 25t1°C'de 48
saat sure ile inkibe edilmistir. Hazirlanan bakteri, maya ve
funguslarin buyyon’daki kultiri sirasiyla, Mieller Hinton
Agar, Sabouraud Dextrose Agar ve Potato Dextrose Agar
icine % 1 oraninda asilanarak (108 bakteri/mL, 104
maya/mL, 104 fungus/mL) iyice ¢alkalandiktan sonra 9 cm
capindaki steril petri kutularina 25 mL konulmus ve
besiyerinin homojen bir sekilde dagiimasi saglanmistir.
Ekim yapilan petri kutulari 10-15 dk oda sicakhdinda
birakilmistir. Katilagsan agar ortamina aseptik olarak her
biri 100 pL’lik farkh ekstraklar emdiriimis olan 6 mm
capindaki  antimikrobiyal  diskler (Oxoid) hafifce
yerlestiriimistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutulari 4°C’de
1.5-2 saat bekletildikten sonra, bakteri asilanan plaklar
37+0.1°C’de 24 saat, maya ve dermofit asilanan plaklar
ise 25+0.1°C’de 72 saat sure ile inkiibe edilmistir (Collins
ve Lyne 1987). Kontrol igin standart diskler kullaniimigtir
(Nystatin: 30 ug ve Streptomisin silfat: 10 pg).
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Sekil 1. inkiibasyon sonucunda elde edilen
saf misel 6rnekleri

Siire sonunda besiyeri Uzerinde olusan inhibisyon
zonlari mm olarak degerlendirilimis (Sekil 3) ve calisma
Ug tekrarh olarak yapilmistir.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde SPSS 20.0 istatistiksel paket
programi kullanilmigtir. ~ Analizlerde kullanilacak
istatistiksel testlerin belirlenebilmesi icin normallik ve
varyanslarin  homojenligi sinamasi yapiimistir. Bu
asamada, Kolmogorov Smirnov uyum iyiligi testi ve

Sekil 3. akrofungus misel ekstraklarin test mikroorganizmalarina kargi antimikrobiyal etkilerinin test
edilmesi
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Sekil 2. Petri kabinda gelisen saf miselin uygun
kosullar altinda kurutulmasi

varyanslarin homojenlidi icin ise Levene testi tercih
edilmistir. Makrofunguslarin misel kiltir ekstrelerinin farkli
patojen mikroorganizmalara kargi antimikrobiyal etkilerinin
analizinde ANOVA testi kullaniimistir. Gruplar arasindaki
farkliigin ortaya ¢ikarilmasinda ise Duncan g¢oklu
karsilastirma testi uygulanmistir. I. tip hata dizeyi 0.05
alinarak, p<0.05 oldugu durumlarda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilk oldugu kabul
edilmistir.
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Bulgular ve Tartisma

Farkli mantar misel kdiltirlerin (Pleurotus spp.,
Agaricus bisporus, Picoa lefebvrei, P. juniperi ve Terfezia
boudieri) metil alkol ekstraktlari, K. pneumoniae, P.
aeroginosa, B. megaterium, E. coli, S. aureus, S. typhi,
C. albicans, C. glabrata, Trichophyton sp. ve
Epidermophyton sp.’nin gelismelerini degisen oranlarda
engellemislerdir (Tablo 1).

K. pneumonia Uzerine, en dusuk etkiyi T. boudieri
(7.7 mm ¢ap) miseli, en yiksek etkiyi ise 17.3 mm cap ile
P. lefebvrei misel ekstraktinin gdsterdigi belirlenmistir
(Tablo 1). Besin olarak tiiketilen bazi mantar turlerinin
(Pleurotus tuber-regium (Fr) Sing, P. giganteus (Berk.)
S.C. Karunarathna & K.D. Hyde, P. eryngii, P. ferulae, P.
sajor-caju, P. florida, P. ostreatus, A. bisporus, T.
boudieri, T. claveryi, Psathyrella atroumbonata (Pegler),
Lentinus edodes (Berk.) Singer, Hypsizygus tessulatus

(Bull.) Singer, Agrocybe cylindracea (DC.) Maire,
Marasmius  jodocodos (Henn.), Termitomyces
microcarpus  (Berk), T. robustus (Beeli)), K.

pneumonia’ya kargi degisen oranlarda engelleyici etki
goOstermistir (Uzun vd. 2004, Tambekar vd. 2006,
Gbolagade vd. 2007, Iwalokun vd. 2007, Akytz vd. 2010,
Aldebasi vd. 2013, Dogan ve Aydin 2013,
Thillaimaharani vd. 2013, Chowdhury vd. 2015). Yapilan
calismalarda, farkli g¢ozgenlerle hazirlanan mantar
ekstrelerin, K. pneumonia tzerine karsi farkl inhibisyon
etki olusturabilecegi ifade edilmistir.

Tablo 1’de gosterildigi gibi Pleurotus sajor-caju, P.
ostreatus, P. eryngii, P. florida, Terfezia boudieri, Picoa
juniperi ve misel kiltirlerinden elde edilen ekstraklarin,
P. aeroginosa’nin gelisimini dugtk duzeyde engelleyici
etki gosterdigi (8.3-10.0 mm cap), fakat en yiksek etkiyi
P. lefebvrei’den elde edilen ekstraklarin (16.7 mm ¢ap)
goOsterdigi  tespit edilmigtir. Farkli mantar tdrlerinin
(Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél., P. populinus O.
Hilber & O.K. Mill., P. cornucopiae (Paulet) Rolland, P.
salmoneostramineus Lj.N. Vassiljeva, P. sajor-caju, P.
ostreatus, P. florida, P. tuber-regium, A. bisporus,
Terfezia leonis (Tul. & C. Tul.) Tul. & C. Tul., T. boudieri,
T. claveryi, T. olbiensis, Picoa lefebvrei, P. juniperi,
Tirmania nivea (Desf.) Trappe, Boletus edulis (Bull.),
Ganoderma applanatum (Pers.) Pat., G. lucidum (Curtis)
P. Karst, Flammulina velutipes (Curtis) Singer,
Trametes versicolor (L.) Lloyd vd.) askokarp,
basidiokarp ve misel yapilarindan elde edilen degisik
ekstrelerin (su 6ziltd, etanol, metanol, eter, ksilen,
aseton, benzen, etil asetat, kloroform, siklohekzan,
diklorometan), P. aeroginosa’ya karsi degisen oranlarda
etki gosterdigi, fakat bazilari ise herhangi bir etki
gostermedigi belirlenmistir (Janakat vd. 2005, Tambekar
vd. 2006, Demirhan vd. 2007, Gbholagade vd. 2007,
Bek¢i vd. 2011, Gouzi vd. 2011, Aldebasi vd. 2013,
Dogan ve Aydin 2013, Rai vd. 2013, Vamanu 2013,
Padmavathy vd. 2014, Akylz vd. 2015, Chowdhury vd.
2015, Dundar vd. 2015, Owaid vd. 2015, Smolskaite vd.
2015, Hamza vd. 2016, Sevindik vd. 2016, Nicolcioiu vd.
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2017, Okafor
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vd. 2017). Cesitli makrofunguslarin
antimikrobiyal aktivitesi Uzerine yapilan arastirmalarda
elde edilen sonuglara gore test mikroorganizmalara karsi
degisik ¢ozgenlerden hazirlanan ekstrelerin farkli etkiler

olusturacag ifade edilmigtir. Kullanilan mantar
ekstraktlarin, test mikroorganizmalari  Uzerindeki
antimikrobiyal  aktivitelerinin  farkli  olmasi, farkl
¢ozgenlerin  kullaniimasi, denenen  ¢dzgenlerin
¢Ozebildigi ve bu mikroorganizmalar Uzerine etkili

olabilen  makrofunguslarin  degisik  karakterdeki
bilesenlerinin farklh etkilesiminden kaynaklandigi ifade
edilmigtir.

Terfezia boudieri, Pleurotus ostreatus, P. eryngii,
P. florida ve Picoa juniperi misel kiltirlerinden elde
edilen ekstraklarin, E. coli Uzerine benzer etki
gOsterirken (10.0-12.0 mm cap), Picoa lefebvrei misel
kultirinden elde edilen ekstraklar ise degiskenlik (14.6
mm ¢ap) gostermistir (Tablo 1).

Terfezia boudieri, T. claveryi, T. olbiensis, Picoa
lefebvrei, P. juniperi, Agaricus bresadolanus Bohus, A.
bisporus, Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn, P.
flabellatus Sacc., P. ostreatus, P. cornucopiae, P.
salmoneo-stramineus, P. eryngii, P. ferulae, P. sajor-
caju, P. florida, P. tuber-regium, P. giganteus,
Psathyrella atroumbonata Pegler, P. candolleana (Fr.)
Maire,  Schizophyllum commune Fr., Helvella
leucomelaena (Pers.) Nannf., Amanita virosa (Fr.)
Bertill., M. jodocodo, Termitomyces microcarpus (Berk.
& Broome) R. Heim, T. robustus (Beeli) R. Heim,
Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm., A. tabescens

(Scop.) Emel., Meripilus giganteus (Pers.) P. Karst.,
Morchella costata (Vent.) Pers., M. elata (Fr.), M.
hortensis (Boud.), M. rotunda (Pers.) Boud., M.
esculenta (L.) Pers., Paxillus involutus (Batsch) Fr.,
Auricularia auricula-judae (Bull.) J. Schrét., G. lucidum,
G. applanatum, Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr.,
Entoloma lividoalbum (Kihner & Romagn.) Kubicka,
Russula aurea Pers., B. edulis, Tricholoma populinum
J.E. Lange, Helvella queletii Bres., H. leucopus Pers., L.
edodes, A. aegerita, Cordyceps sinensis (Berk.) Sacc.,
C. militaris (L.) Link, Coprinus comatus (O.F. Mdll.) Pers.,
Fomes fomentarius (L.) Fr., Fomitopsis pinicola (Sw.) P.
Karst, Grifola frondosa (Dicks.) Gray, Hericium
erinaceus (Bull.) Pers., Hypsizygus marmoreus (Peck)
H.E. Bigelow, Inonotus obliquus (Ach. ex Pers.) Pilat,
Phellinus igniarius (L.) Quél., Piptoporus betulinus (Bull.)

P. Karst.,, Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill,
Flammulina velutipes (Curtis) Singer, Trametes
versicolor (L.) Lloyd vb. gibi mantar tirlerinden

hazirlanan ekstraklarin E. coli'ye kargi farkli oranlarda
antimikrobiyal aktivite gésterdigi, bazilari ise herhangi bir
etki gostermedigi tespit edilmistir (Tambekar vd. 2006,
Demirhan vd. 2007, Gholagade vd. 2007, Iwalokun vd.
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Tablo 1. Degisik yenen makrofungus misel kiltirlerin bazi bakteri, maya ve dermatofit tirler Uzerine antimikrobiyal etkileri (mm cap)

Bakteri Maya Dermatofit
Misel Kaltiirleri
K. pneumonia | P. aeroginosa E. coli B. megaterium | S. aureus S. typhi | C. glabrata | C. albicans | Epidermophyton sp. | Trichophyton sp.
P. ostreatus 9.7+0.6° 9.041.0° 12.0+£1.0¢ 10.0+1.0%° 10.0+1.0° 9.0+1.0° | 11.7+0.6" | 12.0+1.0* 8.310.6° 9.0+1.0%
P. sajor-caju 10.7£1.5¢ 8.310.6° 9.0+1.0%° 9.0+1.0%° 14.0+1.0° | 12.0+1.0°° | 10.0+1.0®* | 9.0+1.07 10.0+1.0%° 8.310.6°
P. eryngii 8.3+0.6%° 9.041.0° 10.3+0.6%° 11.0+1.0%° 10.742.1%% | 10.7#1.2% | 10.0+2.0** | 10.7+0.6° 10.0+0.0% 10.3+0.6°
P. florida 9.7+0.6° 10.041.0* |10.0+2.0%° 8.0+2.0° 11.343.0%° | 10.0+2.0%® | 8.0+2.0° 8.310.6° 9.041.0° 8.310.6°
A. bisporus 10.0£2.0°¢ 16.0+2.0° 8.0+0.0° 10.0+2.0%° 13.3+1.2%° | 10.0+2.0®° | 8.30.67 8.741.2° 11.3+1.2° 9.0+1.0%°
P. lefebvrei 17.3+1.2¢ 16.7+¢1.2° | 14.6+1.2¢ 12.6+1.1° 17.3#1.2¢ | 13.7#0.6° | 13.7+1.5° | 15.3#1.2¢ 14.6+1.1° 15.3+1.2¢
P. juniperi 11.3+1.2¢ 8.3+0.6° 10.7+1.2%¢ 9.0+£1.0%° 10.0+£1.0* | 10.3+1.5% | 11.720.6* | 12.3+0.6° 9.7+1.5% 8.3+0.6°
T. boudieri 7.740.6° 10.0£1.0*  |10.0%2.0%° 8.7+1.2% 11.3+1.2%%¢ | 10.0+1.0%® | 8.0+0.0? 8.310.6° 9.3+1.5% 9.0+1.7%°
Kontro' oo o0 o0 o0 o0 o0 o o
e eu. 16.0 17.00 13.0 17.0 17.0 14.0 14.0 18.0 - -
Antibiyotigi

Her bir de@er Ug tekrarin ortalamasi + standart sapma olarak gosterilmistir (n=3, P<0.05)

Her bir slitunda ayni harflerle gosterilen degerler birbirinden farkli degildir (2 2 ¢ 9)
° : Nystatin (30 pg)
°° : Streptomisin stlfat (10 pg)
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2007, Akyiiz vd. 2010, Kalyoncu vd. 2010ab, Nwachukwu

ve Uzoeto 2010, Bek¢i vd. 2011, Aldebasi vd. 2013,
Dogan ve Aydin 2013, Rai vd. 2013, Thillaimaharani vd.
2013, Vamanu 2013, Akyuz vd. 2015, Chowdhury vd.
2015, Diundar vd. 2015, Owaid vd. 2015, Hamza vd.
2016, Krupodorava vd. 2016, Sevindik vd. 2016,
Nicolcioiu vd. 2017, Okafor vd. 2017). Genel olarak
calismalarda kullanilan standart antibiyotikler ile
karsilastinldiginda, kullanilan mantar ekstraksiyonlarin
inhibisyon etkilerinin dugsiuk oldugu ifade edilmistir.
Calismalarda belirtildigi gibi c¢esitli makrofunguslarin,
farkli  test mikroorganizmalarina  karsi  degisik
¢dzgenlerden hazirlanan ekstraklarin, kullanilan mantar
tirine, c¢bzgene, test organizmalarina ve uygulanan
yonteme bagli olarak farkh etkiler olusturabilecegi, bu
yonlyle Tablo 1'de elde edilen sonuglarin bu
arastiricilarin verilerini desteklemektedir.

B. megaterium Uzerine, en dusuk etkiyi P. florida
(8.0 mm cap), en yuksek etkiyi 12.6 mm cap ile P.
lefebvrei ekstraklarinda gosterdigi belirlenmigtir (Tablo 1).
Bazi mantar turlerinin (Terfezia boudieri, T. claveryi, T.
olbiensis, Picoa lefebvrei, P. juniperi, Agaricus bisporus,
Pleurotus ostreatus, P. djamor, P. sajor-caju, P. eryngii,
P. ferulae, P. florida, P. tuber-regium, P. pulmonarius, P.

populinus, Armillaria mellea, Fomes fomentarius,
Lentinus edodes, Flammulina velutipes, Trametes
versicolor, Boletus edulis, Schizophyllum commune,

Genoderma spp., Morchella spp. vb.), Bacillus spp.’ye (B.
cereus, B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis) karsi
dusuk duzeyde antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir
(Chellal ve Lukasova 1995, Uzun vd. 2004, Gbolagade
vd. 2007, Iwalokun vd. 2007, Akyiliz vd. 2010, Kalyoncu
vd. 2010ab, Nwachukwu ve Uzoeto 2010, Bekgi vd. 2011,
Dogan ve Aydin 2013, Rai vd. 2013, Vamanu 2013,
Akylz vd. 2015, Chowdhury vd. 2015, Dindar vd. 2015,
Smolskaite vd. 2015, Hamza vd. 2016, Krupodorava vd.
2016, Nicolcioiu vd. 2017, Okafor vd. 2017). Benzer
calismalarda, degisik ¢dzgenlerle hazirlanan mantar
ekstrelerin  test mikroorganizmalarina karsi  farkl
duzeylerde etki olusturabilecegi, bazilarinin ise herhangi
bir etki gosteremedigi ifade edilmistir. Degisik turlerin
biyoaktif maddeler meydana getirme yeteneklerini
karsilastirmak igin yapilan galismalarda, Bacillus tirlerine
karsi degisik dizeyde antibakteriyel etki gosterebilecedi,
fakat etkilerin degistigi bunun temel nedeninin ise
turlerdeki degisik bioaktif molekiillere ve ¢cbzgenlere bagh
oldugu ifade edilmisgtir.

Tablo 1°'de géruldigu gibi Pleurotus florida ve
Terfezia boudieri misellerinden elde edilen ekstraklarin,
S. aureus’un gelisimini engelleyici etkisi, Picoa lefebvrei
mantari disinda (17.3 mm c¢ap), diger mantar tirlerinin
tamami ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Terfezia,
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Picoa, Pleurotus, Agaricus, Morchella,
Lentinus, Armillaria, Schizophyllum, Boletus, Genoderma
ve diger mantar turlerinin fruktifikasyon organi ve misel
kisimlarindan elde edilen ekstraklarin, farkli dizeylerde
antibakteriyel etki gosterdikleri, fakat genellikle ¢aligilan
tirlerin gogunun zayif etkiye sahip olduklari belirtiimistir
(Chellal ve Lukasova 1995, Uzun vd. 2004, Tambekar vd.
2006, Demirhan vd. 2007, Gbolagade vd. 2007, lwalokun
vd. 2007, Akytiz vd. 2010, Kalyoncu vd. 2010ab, Bekgi vd.
2011, Gouzi vd. 2011, Aldebasi vd. 2013, Dogan ve Aydin
2013, Rai vd. 2013, Thillaimaharani vd. 2013, Vamanu
2013, Padmavathy vd. 2014, Akyuz vd. 2015, Chowdhury
vd. 2015, Dindar vd. 2015, Owaid vd. 2015, Hamza vd.
2016, Krupodorava vd. 2016, Sevindik vd. 2016,
Nicolcioiu vd. 2017). Makrofunguslarin antibakteriyal
aktiviteleri; kullanilan test ydntemine, mikrooganizma
turine, kimyasal ¢dzgenler gibi etkenlere bagli olarak
degisebilecegi vurgulanmistir.

P. lefebvrei mantar tiriinden elde edilen ekstraktin,
S. typhi bakterisi Uzerine etkisi bakimindan (13.7 mm
cap), P. sajor-caju mantar tirl ile benzer oldugu (12.0
mm c¢ap), fakat diger mantar tirlerinden ise istatistiksel
olarak anlamh bir farklilk gosterdigi Tablo 1'de
gézlenmistir. Bazi makrofungus tirlerin  (Terfezia
boudieri, T. claveryi, T. olbiensis, Picoa lefebvrei, P.
juniperi, Agaricus bisporus, Pleurotus djamor, P. sajor-
caju, P. eryngii, P. ostreatus, Armillaria mellea,
Genoderma  lucidum, Lentinus edodes, Fomes
fomentarius, Morchella esculenta vd.) fruktifikasyon
organi ve misel kisimlarindan saglanan ektraksiyonlarin
Salmonella tdrlerinin  (S. typhi, S. typhimurium, S.
enteritidis) gelisimini dusuk dizeyde engelledigi
saptanmistir (Tambekar vd. 2006, Kalyoncu vd. 2010ab,
Bekgi vd. 2011, Dogan ve Aydin 2013, Akylz vd. 2015,
Chowdhury vd. 2015, Hamza vd. 2016). Arastirmalarda;
degdisik ¢dzgenlerle hazirlanan mantar ekstrelerin test
mikroorganizmalara kargi farkli etki olusturabilecegdi ifade
edilmistir.

P. lefebvrei ekstraklarin, C. glabrata Gizerine etkisi
bakimindan (13.7 mm), P. ostreatus ve P. juniperi (11.7
mm) mantar tirleri ile benzerlik gosterdigi, fakat diger
mantar turlerinden ise istatistiksel olarak farkllk
gOstermektedir.Tablo 1’de goérildigu gibi C. albicans
gelisimi Uzerine P. juniperi'nin (12.3 mm), P. ostreatus
mantari (12.0 mm) ile benzer etkiye sahip oldugu, P.
lefebvrei mantar turinin ise (15.3 mm) tim mantar
turlerinden istatistiksel olarak farkli bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir.  Ayrica, P. lefebvrei mantar misel
ekstraktinin (14.6 ve 15.3 mm), Epidermophyton sp. ve
Trichophyton sp. gelisimi lizerine en yiiksek etkiye sahip
oldugu ve diger mantar turlerinin tamamindan istatistiksel
olarak farklihk go6sterdigi belirlenmistir (Tablo 1).
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Dunyanin degisik yerlerinde dogal olarak yetisen, kiltlru
yapillan ve ticari olarak satisi yapilan bazi mantar
turlerinin (Pleurotus ostreatus, P. djamor, P. sajor-caju,
P. eryngii, P. ferulae, P. florida, P. tuber-regium, A.
bisporus, Terfezia boudieri, T. claveryi, T. olbiensis, Picoa
lefebvrei, P. juniperi, Armillaria mellea, Morchella spp.,
Fomes fomentarius, Genoderma lucidum, Lentinus
edodes ve diger tirler), Aspergillus niger, A. flavus,
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, Trichophyton rubrum,
Epidermophyton sp., E. floccosum, Microsporum
gypseum gibi maya ve fungus turlerine karsi degisen
oranlarda antikandidal ve antifungal etki gosterdigi
belirlenmistir (Gbolagade vd. 2007, Ilwalokun vd. 2007,
Akytiz vd. 2010, Kalyoncu vd. 2010ab, Nwachukwu ve
Uzoeto 2010, Bek¢i vd. 2011, Rai vd. 2013,
Thillaimaharani vd. 2013, Dogan ve Aydin 2013, Vamanu
2013, Padmavathy vd. 2014, Akyuz vd. 2015, Chowdhury
vd. 2015, Owaid vd. 2015, Smolskaite vd. 2015, Sevindik
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vd. 2016, Nicolcioiu vd. 2017). Makrofunguslarin

antifungal  aktiviteleri;  kullanilan  test  ydntemi,
mikrooganizma tdrlerine  ve  kullanilan  kimyasal
maddelere bagh olarak degisebilecedi vurgulanmigtir. Bu
bakimdan elde ettigimiz sonuglar literatlrlerle uyum
icindedir.

Sonug olarak, Picoa lefebvrei misel kulturQ; bazi
bakteri, maya ve dermatofit turlerin gelisimi Uzerine olan
etkisi bakimindan, calismada kullanilan diger mantar
misel kultirlerine (Terfezia boudieri, Picoa juniperi,
Pleurotus ostreatus, P. florida, P. sajor-caju, P. eryngii,
Agaricus bisporus) gore daha etkili oldugu saptanmistir.
Genel olarak calismada kullanilan standart antibiyotikler
ile karsilasgtirildiginda; kullanilan tim mantar misel
ekstrelerin inhibisyon etkileri dusik bulunmustur. Degisik
calismalar ile desteklenerek, mantar misellerin bioaktif
bilesenleri tespit edilmesi koguluyla; farkli ¢ézgenler, test
mikroorganizmalari ve metodlar kullanilarak daha ayrintili
c¢alismalarin strdartlmesi gerekmektedir
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Oz:Bu arastirmada, Agaricus bisporus yemeklik mantar tiriinde muhafaza éncesi yapilan
farkli modifiye atmosfer paketleme (MAP) ve metil jasmonat (MeJA) uygulamalarinin hasat
sonrasi kalite ve muhafaza émrine etkileri ¢alisiimistir. Arastirmada kullanilacak olan mantarlar
Van Yuzinci Yil Universitesi, Mantar Arastirmalari Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde
bulunan mantarhaneden temin edilmistir. 1 gin 6n sogutma uygulamasi yapilan ayni olgunluga
sahip mantarlar 3 ayri gruba ayrilmis, birinci grup érnekler kontrol grubu olarak sadece saf suya
daldinimistir. Ikinci grup ornekler 0.5 mM, {gciincii grup drnekler ise 1 mM dozundaki MeJA
¢ozeltisine 2 dakika slreyle daldiriimistir. Daha sonra mantarlar képuk tabak icerisinde alinip
MAP ve stre¢ film ile kaplanarak 4°C sicaklik ve %90-95 oransal nem igeren soduk hava
deposunda 20 giin siire ile muhafaza edilmistir. Ug tekerriirli olarak hazirlanan mantar
orneklerinin baglangig ile birlikte her 5 giinde bir, 20 guin boyunca analizleri yapiimigtir. Aragtirma
sonucunda A. bisporus mantarinin 4°C’de 20 giin boyunca basarili bir sekilde depolanabildigi
tespit edilmistir. Calismada incelenen kalite kriterlerinden agirlik kaybi ve ambalaj ici gaz
bilesenlerinden oksijen ve karbondioksit miktari bakimidan MAP uygulamasi 6ne ¢ikarken; TEA,
L*, kroma, hue, solumun ve etilen agisindan ise streg film uygulamasi daha basarili bulunmustir.
MeJA uygulamalarinin A. bisporus mantar tirt Gzerinde belirgin bir etkisi saptanamamisgtir.

Anahtar kelimeler: Mantar, hasat sonrasi uygulamalari, kalite ve fizikokimyasal 6zellikler

Effects Of Modified Atmosphere And Methyl Jasmonate Treatments On
The Postharvest Quality And Storage Life Of Agaricus bisporus

Abstract: In this study, the effects of different modified atmosphere packing (MAP) and
methyl Jasmonate (MeJA) applications on the postharvest quality and shelf life of Agaricus
bisporus. Mushrooms produced in the mushroom house of Van Yuzuncu Yil University,
Mushroom Research Application and Research Center was used as the research material. The
mushroom of the same size, which had been pre-cooled for 1 day, were separated into 3 separate
groups and the first group samples were only immersed in pure water for 2 minutes as a control
group. The second group of mushroom samples was immersed in 0.5 yM of MeJA solution for 2
minutes and the third group was immersed in 1 yM of MeJA solution for 2 minutes. The
mushrooms were then placed in a foam dish and covered with LifePack MAP (MAP) and stretch
film and then stored in a cold air storage at 4 C° and 90-95% relative humidity. Mushroom samples
prepared in tree replicates were analyzed for 20 days at 5 day intervals with the beginning. At the
end of the research, it was determined that A. bisporus could be successfully stored at 4 ° C for
20 days. For the parameters studied in the experiment, MAP comes forward for the weight loss
from and the amount of oxygen and carbon dioxide from the in-pack gas components, while strech
film comes forward for TA, L", croma, hue, respiration and ethylene. No significant effect of MeJA
on mushroom was detected.

Key words: Mushroom, Postharvest applications, quality and physicochemical properties
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Giris

Dunyada on binlerce ¢esidi bulunan mantarlar,
besin degeri yiiksek tarimsal riinlerdir. Ozellikle protein
ve demir agisindan ¢ok zengin olmalarinin yani sira A, B,
D, P ve K vitaminleri ile kalsiyum, potasyum, fosfor ve
bakir minerallerine de sahiptirler. Mantarlar bilinen en iyi
bitkisel protein kaynaklari olup hayvansal Urlnlere iyi bir
alternatiftirler (Pamir, 1985). Ancak mantarlar hasat
sonrasi dmru oldukga kisa olan canlilardir. Gunkd hizl
solunum oranina ve yuksek su igerigine sahip olmalarinin
yani sira onlari fiziksel ve mikrobiyolojik saldirilardan ve su
kaybindan koruyacak bir kutikula tabakasina da sahip
degillerdir (Brennan ve ark., 2000). Bu nedenle
mantarlarin  muhafaza sirelerini birka¢ gin bile
arttirabilecek galismalar ¢ok blylk éneme sahiptir.

Son yillarda tarimsal Uriinlerde hasat sonrasi d6mrin
uzatilmasi ve Urdn Kkalitesinin korunmasinda dogal
bilesiklerin kullanimina olan ilgi artmaktadir. Bircok gida
drinunde kalitenin korunmasinda etkili oldugu belirlenen
jasmonik asitler (JA) bitki biinyesindeki linoleik asitten elde
edilen kloroplastlarda bulunan lipoksijenaz (LOX3)
enziminin etkisiyle aktif hale gecen bilesiklerdir (Vick ve
Zimmerman, 1984). Jasmonik asitler, bitki binyesinde
biyotik ve abiyotik stres kosullarina kargi aktif hale
gecmekte, proteinaz enzimi sentezini tesvik ederek bitki
binyesindeki flavanoidler, alkoloidler, polipeptidler ve
terpenoidler ile fitoaleksinlerin olusumunu uyarmaktadirlar
(Gundlach ve ark., 1992; Mueller ve ark., 1993). Metil
jasmonat (MeJA) ise JA'in metil esteri olup, bitki
binyesinde aromatik bilesenleri ve antosiyaninleri
artirmada, klorofil pargalanmasini saglamada, kararma ve
UsUme zararini azaltmada, fungal gelisimi engellemede ve
patojene karsi bitki direncini artirmada etkili oldugu
belirlenmistir (Meir ve ark. 1996; Pérez ve ark., 1997; Zhu
ve Tian, 2012). MeJA’In, avokado, altintop ve dolmalik
biberde depolama sirasindaki Usime zararina karsi
etkinligi  belirlenmigtir (Meir ve ark., 1996). Turplarda
kéklenme ve filizlenmeyi engellemenin yaninda agirlik
kaybini da azalttigr saptanmistir (Wang, 1998). Mango ve
papaya meyvelerinde MeJA uygulamalarinin, solunum
hizi, agirlik kaybi, renk kaybi, SCKM miktari ve sime
zararinl azalttigi, toplam organik asit ve seker miktarini
etkilemedigi bildirilmistir (Gonzalez-Aguilar ve ark., 2001;
2003). MeJA  uygulanmig (220 pL/L) domates
meyvelerinin  10°C  sicaklikta muhafaza edilmeleri
sonucunda L" (parlaklik), renk degerleri (a* ve b") ve
sertliklerinin daha iyi korundugu saptanmistir (Baltazar ve
ark., 2007).

Modifiye atmosfer paketleme (MAP), tiketicilerin
guvenli, katkisiz ve besin degeri ylksek Urdnler i¢in artan
talebini karsilayan bir Griin muhafaza ve ambalajlama
yontemidir. MAP’de uygun atmosfer bilesimi, ambalaj
malzemesi ve depolama kosullarinin segimi ile drinlerin
kalitesi daha uzun sire korunabilmekte ve raf omri
uzatilabilmektedir (Labuza ve Breene, 1989; Farber ve
ark., 2003). MAP ile drinu cevreleyen hava bilesimi
degistirilerek 6zellikle, ortam oksijeni azaltiimakta ve buna
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bagli solunum, enzimatik ve oksidatif bozulma tepkimeleri

yavaglatiimakta, mikrobiyolojik bozulmalar geciktirilerek
arin guvenligi ve kalitesi saglanmaktadir. Boylece,
drtnlerin raf édmri artinimis olmaktadir (Farber ve ark.,
2003; Murcia ve ark., 2009; Niemira ve Fan, 2014).
Mantarlar MAP kullanilarak paketlendiginde Kkalitelerini
muhafaza ettirmislerdir (Henze, 1989; Burton ve Mabher,
1991; Briones ve ark., 1992; Saray ve ark., 1994; Roy ve
ark, 1995; Tano ve ark., 1999).

Bu galismada, MeJA'in farkli dozlarinin tek basina,
MAP ve stre¢ film ile birlikte kullaniminin hasat sonrasi
kalite ve muhafaza édmriine etkileri arastiriimistir. Ayrica
urine ait fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler
incelenerek kalitenin korumasi agisindan en iyi uygulama
belirlenmeye calisiimistir.

Materyal ve Ydntem

Materyal

Calismada arastirma materyali olarak Van Yuzincl
Yil Universitesi, Mantar Aragtirmalari Uygulama ve
Arastirma Merkezi binyesinde bulunan mantarhanede
Uretilen Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach turiine ait
ornekler kullaniimistir.

Mantar érnekleri dncelikle 1 glin 6n sogutmaya tabi
tutulmustur. Daha sonra ayni olgunluga sahip mantarlar 3
ayri gruba ayrilmigtir. Birinci grup érnekler kontrol olarak
saf suya daldinimistir. Ikinci grup meyveler 0.5 mM
oraninda ayarlanan metil jasmonat ¢ozeltisine 2 dakika
sureyle daldinimigtir. Ugiincli grup meyvelere ise 1 mM
oraninda ayarlanan metil jasmonat ¢ozeltisine 2 dakika
sureyle (Yao ve Tian, 2005) daldiriimistir. Daha sonra
mantarlar kopik tabak icerisinde alinip LifePack MAP ve
strec film ile kaplanarak 4°C sicaklik ve %90-95 oransal
nem igeren soguk hava deposunda muhafaza edilmigtir.
Baslangicta ve 5'ser gunliuk araliklarla 20 giin boyunca
analizleri yapiimistir.

Yontem

Agirhik kaybi

Muhafaza slresince agirhk kayiplarini belirlemek
icin ayrilan 6rneklerde agirlik élgimleri, hasadi ve hasadi
izleyen 5’ser glnlik analiz dénemlerinde hassas terazi
yardimiyla 6lgiimus ve agirlik kayiplari baslangica gére %
olarak hesaplanmistir.

pH, Titre Edilebilir Asitlik, Suda C6zunur Kuru

Madde (SCKM) ve Renk

Mantar 6rneklerinde pH ve SCKM, Eissa (2007) ile
Jafri ve ark., (2013) ait yontemler modifiye edilerek
belirlenmistir. 10 dakikada 10000 devirde santrifije tabi
tutulan mantarlardan elde edilen suyunun direk pH
metrede okunmasi ile pH, dijital refraktometre (ATAGO
Pocket PAL-1 Japonya) ile okunmasi ile SCKM (Brix)
miktari belirlenmistir. Mantarlarda meydana gelen renk
degisimleri 10 adet mantarda Minolta CR-400 marka renk
Olger kullanilarak CIE L*kroma ve Hue (h°) agi degerleri
seklinde belirlenmisgtir.
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Ambalaj ici O2ve CO; Bilegimi

Ambalaj icerisindeki CO2 ve Oz gaz oranlari her
dénemde depodan ¢ikarilan paketlerde oda kosullarinda
Headspace Gas Analyser GS3/L cihazi ile belirlenmistir
(Cliffe-Byrnes ve ark., 2003).

Solunum Hizi ve Digsal Etilen

Kavanozlar icindeki mantarlarin ortama verdikleri
CO2 miktari 1 saatlik bir bekleme siresinin sonunda
Headspace Gas Analyser GS3/L ile okunmustur.
Mantarlarin solunum hizi degerleri agirlik ve hacim
degerlerinin kullanimi ile hesaplanmigstirf. Mantar érnekleri
1 litrelik solunum kavanozlarina yerlestirildikten ve agizlar
kapatildiktan 30 dakika sonra gaz oOrnekleri gastight
siringa ile gaz kromatografisi cihazina (Shimadzu GC- MS
QP 2010 Plus) enjekte edilmis (Kader, 1992) ve
kromatogramlar elde edilmistir. Digsal etilen miktar
Olgiimlerinde 50 m uzunlugunda ve 10 mikron partikdl
capina aktive edilmis aliminyum oksitli kapillar kolon
kullaniimis ve FID (flame ionization detector) dedektori
kullaniimigtir. Enjeksiyon sirasinda dedektér sicakligi
120°C, kolon ve enjeksiyon sicakhigi 100°C’ye
ayarlanmigtir (Gussmann ve ark., 1993; Bauchot ve ark.,
1995; Tian ve ark., 1997). Daha sonra digsal etilen
standart yardimi ile ml (Cz2Ha)/kg h olarak hesaplanmistir.

istatistiki Analiz

Uzerinde durulan oézellikler igin tanimlayici
istatistikler; ortalama ve standart hata olarak ifade
edilmistir. Bu o6zellikler bakimindan; depolama suresi,
uygulamalar ve cesitler arasinda fark olup olmadigini
belirlemek amaciyla; Faktériyel (3 Faktorli) varyans
analizi yapilmistir. Varyans analizini takiben farkli gruplari
belirlemede Duncan testi kullaniimistir. Hesaplamalarda
istatistik  6nemlilik duzeyi %5 olarak alinmis ve
hesaplamalar igin SPSS istatistik paket programi
kullaniimistir.

Bulgular ve Tartigma

Agirhk Kaybi

MeJA ve MAP uygulamalarinin agirlik kaybina etkisi
Tablo 1'de verilmistir. Yapilan ¢galismada agirlik kaybinda
meydana gelen degisimler incelendiginde; MAP ve stre¢
film kullanimi sirasinda 6nemli farkhhiklarin olustugu
belirlenmistir.  Stre¢  film ambalajda depolamanin
baslangicindan depolama sonuna kadar dizenli bir artisin
oldugu tespit edilirken, MAP ambalajinda ise depolamanin
10. gunune kadar agirlik kaybinda degisimin olmadigi bu
tarinten itibaren depolama sonuna kadar az miktarda
artisin oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle en yuksek
agirhik kaybinin 20. ginde %4.2133 ile 1mM MeJA
uygulamasi yapilan streg film uygulamasinda oldugu tespit
edilmistir. Bu deder bile muhafaza agisindan esik deger
olan %5%’in altinda seyretmistir (Tablo 1; Sekil 1). Yapilan
calismada agirhik kaybinda uygulamalar arasi farka
bakildiginda; streg film igerisinde depolanan mantarlarda

208

Ekim(2018)9(2)203-215

0, 3, 5 ve 15. glin depolamalarinda fark 6nemsiz ¢ikarken,

10. ve 15. gin depolamasinda 0.5 mM ile 1 mM MeJA
uygulanan 6rnekler arasi fark énemli bulunmustur. MAP
ambalaji icerisinde depolanan drneklerde ise uygulamalar
arasi fark istatistiksel olarak 6énemli bulunmamistir. Kontrol
ve 1 uygulamasinin 3, 5, 10, 15. ve 20. giin depolamalari,
0.5 mM MeJA uygulamasinin 10, 15 ve 20. gin
depolamalari ile 1 mM MeJA uygulamasinin ise 5, 10, 15
ve 20. gln depolamalarinin; ayni depolama sicakligi ve
uygulamada stre¢ film uygulamasindan farki istatistik
olarak o6nemli bulunmustur. Muhafaza baslangicindan
muhafaza sonuna kadar bdtin uygulama gruplarinda
agirhk kaybinda artiglar gozlenmistir. Gokgenay ve
Cavusoglu (2018), benzer konuda yaptiklari galismada en
az agirlik kaybinin stre¢ filmle kaph ve 5 ppm sitokinin
uygulanan mantarlarda oldugunu tespit etmiglerdir. Mantar
muhafazasinda agirlik kaybi acisindan streg filmle
kaplanan mantarlarda daha az agirhk kaybi oldugunun
g6zlenmesi bu uygulamanin mantar muhafazasinda
basarili bir sonug verecegini gostermektedir. Fakat MAP
ambalajinda bu uygulamadan da daha az agirlik kaybi
meydana gelmistir. Bu durumun ambalaj i¢i karbonsioksit
ve oksijen bilesen oranlarindan oksijeninin azalip,
karbondioksidin artmasindan kaynaklandigi
distunilmektedir. MeJA uygulamasi MAP amabalaji
uygulamasiyla beraber agirlik kaybini énleme acgisindan
onemli sonuglar vermistir. Mantarlari muhafaza agisindan
diger meyve ve sebzelerden ayirt eden oOzellik dis
koruyucu bir tabakasinin olmayisidir (Ares ve ark., 2007).
Bu 6zelligi yaninda ¢ok hizli bir solunum gergeklestirmesi
de agirlik kaybinda artiglara sebep olmaktadir. MAP, stre¢
film ambalaj ile karsilastirildiginda, ylksek nispi nemi
korumasi, oksijenin azaltiimasinin yani sira
karbondioksitin artirilmasi (Geeson, 1988) ve kullanilan
metil jasmonatin da etkisiyle daha az agirlik kaybina
neden olmustur.

pH, Titre Edilebilir Asitlik (TEA) ve Suda

Cozuniur Kuru Madde (SCKM)

MeJA ve MAP uygulamalarinin pH, TEA, SCKM’de
meydana getirdigi degisim Tablo 1'de verilmistir. pH
degerinde meydana gelen degisimlerde; strec film
icersinde depolanan érneklerde dalgalanmalarin oldugu,
MAP ambalajinda ise duzenli bir azalis ve artiglarla
beraber depolama sonunda artisin oldugu tespit edilmistir.
Depolama boyunca en yilksek pH degeri 7.72 ile 20.
ginde MAP ambalaji icerisinde muhafaza edilen kontrol
orneklerinde tespit edilirken, en dusik pH degerinin 20.
ginde 7.08 ile stre¢ film ambalaji igerisinde depolanan
kontrol uygulamasindan elde edilmistir. pH degeri igin
uygulamalar arasi farka bakildiginda; Streg film icersinde
depolanan orneklerde fark o6nemli cikmazken, MAP
ambalajlarinda depolanan o6rneklerde depolamanin 10.
gininde kontrol ve 1 mM MeJA uygulanan ornekler
arasinda fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Kontrol
uygulamasinda 15. gun depolamasi, 1 mM MelA
uygulamasinda 5 ve 10. giin depolamalarinin ayni
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depolama sicakliyi ve uygulamada stre¢ film icersinde
depolamadan olan farki istatistik olarak 6nemli
bulunmustur. Bu bulgu, Villaescusa ve Gil (2003)Un
sonucuyla uyumludur. Taze mantarlarin pH degeri dnceki
calismalarda 6.44 olarak tespit edilirken (Jaworska ve ark.,
2010; Oliveira ve ark., 2012), bizim calismamizda bu
deger biraz yuksek bulunmustur. Bunun sebebinin
yetistirilen kompostun, olgunlastirma agsamasinda eklenen
katki maddeleriyle birlikte pH oraninin daha yiksek
olmasindan kaynaklandig diistintilmektedir. pH depolama
suresine goére artmistir. (P <0.05) (Tablo 2). Bu
calismadaki pH artisgi, agirlikh olarak mantar érneklerinde
bulunan amin dehidrogenaz iceren Pseudomonas gibi
bakteri turleri tarafindan amino asitlerin deaminasyonuna
(Eady ve Large, 1971) ve otolitik reaksiyonlara bagl olarak
bakteriyel bozulmaya eslik eden uzun sireli depolama
sirasinda aldehid ve amonyak uretimine bagh olabilir.
TEA miktarinda meydana gelen degisimler
incelendiginde; her iki ambalaj ve U¢ uygulamada da
depolama boyunca artis ve azalislarla beraber genel
olarak artigin oldugu belirlenmistir. Stre¢ film ambalaj
icerisinde, depolamanin 15. glinine kadar dnemli bir fark
tespit edilemezken depolamanin 20. gininde artislarin
oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber MAPambalajinda
ise depolamanin 5. gtinline kadar artisin meydana geldigi,
bu tarihten itibaren depolama 15. gliniine kadar azaliglarin
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oldugu ve depolama sonunda ise tekrardan artisin oldugu

tespit edilmistir. Bu sonuglar incelendiginde Agaricus
mantarinda en yuksek TEA miktarini 20. giinde streg film
ambalajlari icerisinde depolanan kontrol grubunda oldugu
belirlenmistir. TEA miktarinda uygulamalar arasi fark;
stre¢ film icersinde depolanan sapkalarda 0, 3, 10, 15 ve
20. giin depolamalari arasi fark 6nemli bulunmazken, 5.
glinde kontrol uygulamasi 6nemli bulunmustur. MAP
ambalaji icerisinde muhafaza edilen sapkalarda ise
uygulamalar arasi fark ©6nemsiz ¢ikmigtir. Kontrol
uygulamasinda 5 ve 20. gin depolamalarinda, 0.5 mM
MeJA uygulanan drneklerde is 20. glin depolamasinda;
ayni depolama sicakligi ve uygulamada strec filmden olan
farkin istatistik olarak dnemli oldugu bulunmustur. Farkli
arastiricilar depolama sirasindaki TEA artisini farkh
nedenlere dayandirmistir. Petersen ve Poll (1999), bu
artisi seker ve alkollerden asit Ureten
mikroorganizmalardan (asetik/laktik asit bakterileri ve
kifler) kaynaklanabilecegini bildirirken, Remoén ve ark.
(2003), CO absorpsiyonunun bir sonucu olarak
aciklanabilecegini ve artan CO konsantrasyonunun
olgunlagsma sirasinda asitlik miktarinin  disutsdnu
yavaglatarak asitlik Uzerinde ikinci bir etkiye neden
oldugunu bildirmigledir.

Tablo 1. A. bisporus mantarinin depolanmasi sirasinda agirlik kaybinda meydana gelen degisimler

Depolama Siresi Ambalaj Kontrol 0.5 mM MeJA 1 mM MeJA

MAP 0+0c 0.00+0c 0+0b

° strec 0+0 0x0c 0x0c
MAP 0+x0c# 0,2976 + 00,2976 b 0+0b

: streg 0,7558 + 0,0395 0,4779+0,239 b 0,5026 + 0,2524 ¢
MAP 0+0# 0,2976 +0,2976 b 0+0b#

° stre¢ 1,0336 + 0,3166 b 0,7604 + 00,0436 b 1,2977 £0,2152 b
MAP 0,3333+0,3333 # 0,2976 + 0,2976 b # 0+0b#

1 streg 2,0242 + 0,3035 ab AB 1,5208 +0,0871 ab B 2,6232+0,1375ab A
MAP 0,3333 +0,3333 # 1,2372 £0,2751 a # 0,5628 + 0,2816 a #

° streg 3,0233+0,1578 a 2,7591 + 0,1085 a 3,1259 +0,2724 a
MAP 0,3333+0,3333 # 1,2372+0,2751 a # 0,8995 + 0,0562 a #

20

streg

3,7791 +0,1973 a AB

3,519+ 0,0652 a B

4,2133 +0,1259 a A

A,B,C: — Ayni ambalaj ve depolama sicakliginda farkli biiy(ik harfi alan “Uygulamalar arasi” fark 6nemlidir (p<0,05).
a,b,c: L Ayni ambalaj ve uygulamada farkli kiigiik harfi alan “depolama siireleri arasr’ fark 6nemlidir (p<0,05).
#: Ayni depolama sicakhgi ve uygulamada streg filmten olan farki 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 2. A. bisporus mantarinin depolanmasi sirasinda pH, TEA ve SCKM degerinde meydana gelen degisimler

pH TEA SCKM
Depolama Siiresi Ambalaj Kontrol 0.5 mM MeJA 1 mM MeJA Kontrol 0.5 mM MeJA 1mM MeJA Kontrol 0.5 mM MeJA 1 mM MeJA
0,053 +0,0021
MAP 7,26 +£0,01 7,26 £0,01b 7,26 £0,01b 0,053+0,0021c 0,053 +0,0021 b b 5,867 +0,1667 b 5,867 £0,1667 a 5,867 £ 0,1667 a
0
streg 7,26 £0,01 7,26 £0,01 7,26 £0,01 0,053+ 0,0021 b 0,053+ 0,0021 b 0,053+0,0021 5,867 +0,1667 b 5,867 £ 0,1667 a 5,867 + 0,1667
MAP 7,26 +0,0296 7,30 £ 0,0644b 7,35£0,06ab 0,072+ 0,0056 b 0,068 + 0,0077 b gggégi 6,500 + 0,3055 a A# 4,633 £0,1333abB 4,633 + 0,5207abB
3
streg 7,20 £0,0775 7,38 £0,0825 7,30 £ 0,083 0,064+0,000 b 0,062 +0,0043ab 0,068 +0,0021 5,333+0,2028 b 4,900 + 0,3215 ab 4,967 +0,7126
0,092 + 0,0043
MAP 7,14 £ 0,0593 7,22 £0,0649 b 7,20£0,01b # 0,100 + 0,0021 a # 0,104 +0,0093 a a 5,133+0,2906 b B# 6,467 £0,3333aA 5,000 +0,2517b B
5
0,096 + 0,0064
streg 7,31+0,1457 7,14 £0,0371 7,11 £ 0,003 0,126 +0,0021 a A 0,098 + 0,0056 a B B 7,100+ 0,2517a A 5,300 £0,2646 aB 5,767 + 0,2603 B
MAP 7,45 +0,0318B 7,53+0,102aAB 7,71+0,01aA# 0,096 + 0,0098 a 0,081 + 0,0093 ab 006%?326aib 6,333 +£0,5364 a 4,367 +0,318 b 4,133+ 10,4333 b
10 -
streg 7,35+0,0737 7,44 +0,2373 7,12 £0,1048 0,070 +£0,0111 b 0,077 £0,0074 a 0,100+ 0,0171 6,167 + 0,318 ab 4,900 + 0,2309 ab 5,300 + 0,7572
0,047 £ 0,0119
MAP 7,62 +0,0895# 7,63 +0,0689 a 7,76 £ 0,050a 0,062 + 0,0167 bc 0,060 + 0,0056 b b 5,833+0,3667 b A 4,433+0,3844bB 4,533 +0,1856abB
15
streg 7,27 £ 0,0698 7,43 £ 0,024 7,43 £0,1102 0,085 + 0,013 ab 0,066+0,0056 ab 0,066 +0,0093 5,600+ 0,1732 b 4,800 + 0,2646 ab 4,900 + 0,3786
0,062 + 0,014
MAP 7,72 £0,3139 7,46 + 0,089ab 7,33 +0,06ab 0,092+0,013a# 0,070+ 0,0064ab# b 4,000 +0,1528 c # 3,300+0,1732b# 3,300+ 10,3512 b
20
streg 7,09 £0,1141 7,31 +£0,1266 7,39 0,1419 0,196 +0,0021 a 0,122 +0,0074 0,126 +£0,0409 5,167 +0,3844 b 4,300 +0,2082 b 4,300 + 1,4000

A,B,C: — Ayni ambalaj ve depolama sicakliginda farkli biiy(ik harfi alan “Uygulamalar arasi” fark 6nemlidir (p<0,05).
a,b,c: L Ayni ambalaj ve uygulamada farkli kiigiik harfi alan “depolama siireleri arasr’ fark 6nemlidir (p<0,05).
#: Ayni depolama sicakhgr ve uygulamada streg filmten olan farki 6nemlidir (p<0,05).

SCKM miktarinda meydana gelen degisimlerde; her iki
ambalaj ve ¢ uygulamada da genel olarak depolama
boyunca azalmalarin meydana geldigi belirlenmistir. Stre¢
film igerisinde depolanan mantarlarda SCKM miktarinda
depolama boyunca dizenli azalmalarin oldudu tespit
edilmigtir.  MAP  igerisinde  depolananlarda ise
depolamanin baslangicindan depolama sonuna kadar
dalgalanmalarla beraber genel olarak azaliglarin oldugu
tespit edilmistir. Bu baglamda en yiiksek SCKM degeri 7.1
Brix ile 5. glinde strec film icerisinde depolanan kontrol
orneklerinde oldugu belirlenirken, en disik SCKM
degerinin ise 3.3 Brix ile 20. ginde MAP ambalaji
icerisinde depolanan 0.5 mM ve 1 mM MeJA uygulanan
mantar orneklerinde oldugu tespit edilmistir. Stre¢ film
ambalajda 0, 3, 10, 15 ve 20. gin depolamalarinda
uygulamalar arasi fark o©6nemsiz c¢ikarken, 5. gln
depolamasinda kontrol uygulamasi istatistik olarak énemli
bulunmustur. MAP ile kapli mantarlarda ise 3. ginde
kontrol uygulamasi, 5. glinde 0.5 mM MeJA uygulamasi,
15. glnde ise kontrol uygulamasinda uygulamalar arasi
fark bakimindan istatistik olarak 6énemli bulunmustur.
Kontrol uygulamasinda 3, 5, ve 20. giin depolamalari ile
0.5 mm MeJA uygulamasinda 20. gin depolamasi ayni
depolama sicakhdi ve uygulamada streg film ambalajdan
olan farki istatistik olarak énemli bulunmustur. Liuging ve
arkadaglarinin ~ (2018)  yaptiklari  g¢alismada da
bulgularimizla benzer sekilde SCKM baslangigta artma ve
daha sonra da azalmalar tespit edilmigtir. Bunun yanisira
mantarlarda SCKM’nin tamamina yakinini sekerler
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olusturmaktadir. Solunum boyunca sekerlerin
parcalanarak depolama boyunca azaldidi bilinmektedir.
Bu durum solunum aktivitesi yiksek olam meyve ve
sebzelerde (mantarlar gibi) raf dGmrinin kisa olmasinin
temel nedenlerinin basinda gelmektedir. Bunun yaninda
¢ok hizli metabolik aktivite ile sekerler oksitlenerek
depolama siiresi uzadikga daha fazla kayba ugramaktadir
(Ares ve ark., 2007). Bulgularimiz bu sonuglarla benzerlik
gostermektedir.

Renk

L* degerinde, her iki ambalaj ve (¢ uygulamada da
depolama boyunca dizenli azalglarin oldugu tespit
edilmistir. Strecg film igerisinde depolamasi gerceklestirilen
mantarlarda uygulamalar arasi farkhliklarin oldugu ve
bununla beraber dizenli azaliglarin oldugu gérulurken,
MAP ambalaji igerisinde muhafazasi gergeklestirilen
orneklerde ise uygulamalarin birbirlerine daha paralel
degerlerde gittigi ve yine duzenli azahlgslarin oldugu
belirlenmistir. L" degerinde uygulamalar arasi farklar
incelendiginde; Stre¢ film ile kapli mantarlarda
depolamanin 0, 3, 5. gunleri istatistik olarak 6nemli
bulunmazken; 10. giinde kontrol ve 0.5 mM MeJA
uygulamasi ile arasindaki fark, 15. ginde kontrol
uygulamasi ve 20. ginde ise kontrol ve 1 mM MeJA
uygulamasi arasi farklar istatistik olarak 6nemli
bulunmustur. MAP ambalaji ile kapli mantarlarda ise
uygulamalar arasi fark istatistik olarak 6nemli
bulunmamistir. Kontrol uygulamasinin 10, 15 ve 20. glin
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depolamalari ile 1 mM MeJA uygulanan mantarlarda ise

10 ve 20. gun depolamalarinin ayni depolama sicakhgi ve
uygulamada stre¢ film uygulamasindan olan farki istatistik
olarak  6nemli bulunmustur. Kararmayl goOsteren
parametrelerin basinda gelen L* degeri, depolama
sonunda en yiksek olan strec film ile kaplanan kontrol
uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir. L™ (parlaklik),
meyve ylzeyinin yansimasina baghdir ve érnek ylzeyinin
parlakliginin bir gdstergesidir (Du ve ark., 2009).
Mantarlarda L degeri MAP ve stre¢ film icerisinde
muhafaza slresince duzenli bir sekilde azalmistir.
Depolama sonunda MAP uygulamasiyla L* degerini en iyi
koruyan uygulama 1 mM MeJA olurken, stre¢c film
uygulamasiyla birlikte ise kontrol uygulamasi olmustur
(Tablo 3; Sekil 1). Agaricus cinsi beyaz mantarlarda ticari
olarak bitun kalite parametrelerinden tiketici tercihlerini
etkileyen en Onemli kalite indeksi goérlnUstir. Beyaz
sapkall mantarlarin ylzeyinde enzimatik ve mikrobiyal
kontaminasyon sebebiyle kararma egilimi géstermektedir
(Ahvenainen, 1996). L" degerinde meydana gelen bu
asamall azalma Brennan ve Gormley (1998)'in yaptiklar
calismanin sonuglari ile uyumludur. Bu renklerdeki
kararmaya, depolama ve fizyolojik bozukluklar ¢cok yiuksek
polifenol oksidaz (PPO) iceridi ve fenolik bilesikler etkilidir
(Mohapatra ve ark., 2008). Bunun yani sira hidrojen
perioksitin varliginda fenol peroksidaz, oksijenin varliginda
ise polifenol oksidaz aktivitesi (PPO), mantarlarin
yuzeyinde olusan esmerlesmeden sorumlu iki faktordir
(Podagatlapalli ve ark. 2012; Donnadieu ve ark., 2016).
Mantarlar dogal olarak diisik diizeyde bir hidrojen peroksit
icerigine sahip oldugundan PPO, Agaricus bisporus'ta
hasat sonrasi esmerlesmeyi etkileyen ana neden olarak
kabul edilmektedir (Lei ve ark., 2018; Gokcenay ve
Cavusoglu, 2018).

Kroma (C) degerinde depolama boyunca her iki
ambalaj ve Uu¢ uygulamada da duzenli artisin oldugu
belirlenmistir. Streg film icerisinde depolanan sapkalarda
duzenli artisin  oldugu belirlenirken, MAP ambalaji
icerisinde 5. glnde azalisin oldugu ve devaminda ise
tekrardan artigin oldugu tespit edilmistir. Calismada en
yiksek kroma degerini ise 15. ginde MAP ambalaji
icerisinde 24.62’lik bir deger ile 1 mM MeJA uygulamasi
yapilan mantarda oldugu belirlenmistir. Mantarlarda C
degerinde hem stre¢ film igerisindeki hem de MAP
ambalaji icerisindeki mantarlarda uygulamalar arasi fark
istatistik  olarak  6nemli  bulunmamistir.  Kontrol
uygulamasinda 10. giin depolamasinin, ayni depolama
sicakhgi  ve uygulamada stre¢ film igerisinde
ambalajlamadan olan farki istatistik olarak o6nemli
bulunmustur. C renk yodunlugunu (disik degerler koyu
rengi gosterir), ifade ederek depolama boyunca her (¢
uygulamadada artis gdstermigtir. Her ne kadar istatistik
olarak uygulamalar arasinda fark olmadigi sonucuna
variimis olsa da her iki ambalaj icerisindeki depolamada
en iyi sonucun 0.5 mM MeJA uygulamasinda oldugu
belirlenmistir. Ali ve ark.,, (2011), renk gelisiminin
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yavaslamasinin, yavas bir solunum ve dusuk etilen

Uretimine baglanabilecegini, hatta MeJA ile muamele
edilmis meyvelerde nispeten daha az bir degisim
gOstererek yaslanma surecini geciktirdigini bildirmigstir.

Hue (h°) a¢i degerinde meydana gelen degisiklikler
incelendiginde, her iki ambalaj ve U¢ uygulamada da artis
ve azaliglarin olmasindan kaynakli hafif dalgalanmalar
olsa da genel olarak depolamanin baslangicindan
depolamanin  sonuna kadar azaliglarin  oldugu
saptanmigtir. Bu sonuglara gore en yuksek h° degerini
strec film icerisinde depolanan 5. giin kontrol érneklerinde
oldugu belirlenirken, en disuk hue degerinin ise 15. glinde
MAP ambalaji igerisinde depolanan 0.5 mM MeJA
uygulanan mantar orneklerinde oldugu belirlenmistir. h
(hue) agi degerinde uygulamalar arasi fark; stre¢ film
icerisindeki mantarlarda 0, 3 ve 5. gin depolamalarinda
uygulamalar arasi fark 6nemsiz c¢ikarken, 10. ginde
kontrol uygulamasi, 15 ve 20. gunde ise kontrol
uygulamasi ile 1 mM MeJA uygulamasi arasi fark istatistik
olarak o6nemli c¢ikmistir. MAP ambalaji igerisinde
depolanan mantarlarda ise uygulamalar arasi fark istatistik
olarak énemli bulunmamistir. Kontrol uygulamasinda 5, 10
ve 15. gin depolamalarinda ve 1 mM MeJA uygulanan
orneklerde ise 3. glin depolamasi ayni depolama sicakligi
ve uygulamada stre¢ film ambalajdan olan farki istatistik
olarak 6nemli bulunmustur. (h°) (hue) aci degerleri O
kirmizi-menekse, 90 sari, 180 mavi-yesil, 270 mauvi
oldugunu gostermektedir. Yaglanma suresince
antosiyaninlerin bozulmasina bagli olarak meyve renginde
koyulasma gorilmektedir. Bu koyulasmayl ortalama
olarak hue (h°) agi degeri gostermektedir. Hue (h°) agi
degeri de a" ve b* deg@erlerine bagl olarak muhafaza
suresince hemen hemen duzenli bir degisim gdstermistir.
1 mM uygulamasinda muhafazanin 20. guininde 81.74’e
kadar dusmugstir. MAP uygulamalarinin ve MeJA
uygulamalarinin bu renk degerlerinin korumasi, ambalaj
icerisindeki Oz miktarini azaltarak ve CO:z miktarini
artirarak renk maddelerinin bozulmasina sebep olan
enzim faaliyetlerini en aza indirmesinden kaynaklandigi
sdylenebilir.

Ambalaj igi Gaz Bilesimi (0./CO,)

Oksijen  konsantrasyonunda meydana gelen
degisimlere bakildiginda; streg film icerisinde azalmalarin
oldugu, MAP ambalajlarinda ise dalgalanmalarin oldugu
sonucuna ulasiimistir. Bu badlamda en yiksek oksijen
konsantrasyonuna sahip deger depolama baslangicinda
g6zlenmis, en dusik deger 5. giinde 0.16’lik bir deger ile
strec film icerisindeki 0.5 mM MeJA uygulanan mantar
orneklerinde oldugu tespit edilmistir. Ambalaj ici gaz
bilesimde O: konsantrasyonunda; stre¢ film ile kapli
mantarlarda uygulamalar arasi fark 6nemsiz c¢ikarken,
MAP ambalaki ile kaph mantarlarda 5. ginde g
uygulamanin da aralarindaki fark istatistik olarak énemli
bulunmustur.
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Tablo 3. A. bisporus mantarinin depolanmasi sirasinda L*, kroma ve hue (h°) agi degerinde meydana gelen degisimler

L* Croma Hue
Deplolama Ambalaj
Suresi Kontrol 0@512/1 1 mM MeJA Kontrol 0@512/1 1 mM MeJA Kontrol OK/?er.]r]AhA 1 mM MeJA
MAP 90,81+ 0,07 90,81+0,07 90,81+0,07 13,25+0,04 13,25+0,04 13,25 + 84,85+0,28 84,85+0,28 84,85+0,28
0 a a a c C 0,04b a a a
streg 90,81 +0,07 90,81+0,07 90,81+0,07 13,25+0,04 13,25+0,04 13,25+ 84,85+0,28 84,85+0,28 84,85+0,28
a a a c [ 0,04b a a a
MAP 85,36 + 0.42a 84,91+0,28 8392+1,65 19,95+0,34 19,65+0,16 19,60+0,45 83,02£050 82,86+0,09 82,09+ 0,58
3 a a b b a a a ab#
streg 86,37 +0,54 85,49+095 87,29+0,92 18,92+0,73 19,35+0,67 18,47+ 0,66 84,57 +£0,27 83,55+0,59 84,80+ 0,66
a a a b b a a a a
MAP 83,98+0,21 8367+1,19 84,12+191 20,33+0,35 18,58+1,27 19,44+0,47 82,47+0,30 82,88+0,31 83,18+0,62
5 a ab a ab b a ab# a a
streg 86,51 +1,26 8546+050 84,83+0,30 20,19+0,95 19,99+0,44 20,71+055 85,12+0,78 84,02+£0,37 83,85+0,21
a a ab ab ab a a a a
80,88 +0,53 80,97+0,49 2335+0,09 2286+030 2289+0,67 8293+025 8240+0,08 82,65=*0,49
10 MAP 82,25¢0,60a# ab ab# a# ab a b # a a
streg 84,73 + 82,01 + 0,66 82,85+ 21,74+0,21 22,03+0,37 21,23+0,25 84,39+0,26 82,89+0,32 82,81+
0,64aA abB 0,25b AB a a a aA abB 0,38ab B
MAP 76,56 + 1,15 77.60+12b 77,95+ 0,10 24,21+0,51 2453+0,68 24,62+0,15 80,93+0,59 80,87+0,30 82,34+0,46
15 b# b a a a b # b ab
streg 82,65+0,84b 79,01+1,14 77,66+1,16 22,68+0,79 23,03+0,32 23,41+0,42 83,81 + 82,08 + 81,13 £ 0,66
A b B b B a a a 0,18ab A 0,52b AB b B
MAP 76’15b§ 0,58 7824+1.2b 75,1%1#0,89 24,25+0,39 23,85+0,46 23,74+0,21 8291+1,13 81,83+0,23 81,74+0,53
20 a a a a ab b
streg 80,54 + 0,13b 79,32 78,42+ 0,57b 23,35+0,33 22,66+0,12 23,85+0,38 82,99+ 0,32 82,16+ 0,14 82,02+ 0,18
A 0,56abB B a a a b A bAB b B

A,B,C: — Ayni ambalaj ve depolama sicakliginda farkli biiy(ik harfi alan “Uygulamalar arasi” fark 6nemlidir (p<0,05).
a,b,c: L Ayni ambalaj ve uygulamada farkli kiigiik harfi alan “depolama siireleri arasr’ fark 6nemlidir (p<0,05).
#: Ayni depolama sicakligl ve uygulamada stre¢ filmden olan farki énemlidir (p<0,05).

Karbondioksit konsantrasyonunda meydana gelen
degisimler incelendiginde(Tablo 4); MAP ve stre¢ film
ambalaji arasinda o6nemli farkliklarin oldugu tespit
edilmistir. Stre¢ film kullanilan 6érneklerde karbondioksit
konsantrasyonunun depolamada o6nemli farkhliklara
neden olmadidi tespit edilirken, MAP ambalaji cerisinde
depolanan mantar o&rneklerinde; baglangigta yiksek
karbondioksit Uretimin oldugu depolama sonunda ise
azalmalarin  oldugu tespit edilmistir.  Sonuglar
incelendiginde en yuksek karbondioksit
konsantrasyonunu MAP ambalaji icerisinde depolan 5.
gin kontrol 6rneklerinde oldugu belirlenmigtir. CO:2
konsantrasyonunda ise hem MAP hem de stre¢ film
ambalaji icerisinde muhafaza edilen mantarlarda
uygulamalar arasi fark istatistik olarak Gnemli
bulunmamistir. Bununla beraber Oz konsantrasyonunda;
kontrol uygulamasinda 3 ve 5. gin depolamalari ile 0,5
mM MeJA uygulamasinda ise 5. glin depolamasinda ayni
depolama sicakhdi ve uygulamada stre¢ film icersinde
ambalajlama uygulamasindan olan farki istatistik olarak
onemli gcikmistir. CO2 konsantrasyonunda ise kontrol, 0.5
ve 1 mM MeJA uygulamalarinda 3, 5, 10, 15 ve 20. gun
depolamalari ayni depolama sicakligi ve uygulamada
stre¢ film icersinde ambalajlama uygulamasindan olan
farki istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Depolama
boyunca bitiin uygulamalarda bu konuda daha 6nce
yapilan galismalarda oldugu gibi oksijen konsantrasyonlari
depolama baslangicinda ¢ok hizli bir bigcimde dismustur
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(Villaescusa ve Gil, 2003). Karbondioksit konsantrasyonu
ise diger calismalarin aksine artis gostermistir (Nichols ve
Hammond, 1973; Lopez-Briones ve ark., 1992). Bunun
nedeni MAP ambalajinin gecirgenligi ve mantarlarin
solunuma devam etmesidir (Rocha ve ark., 2004). Lopez
Briones ve ark. (1992) ile Roy ve ark., (1995) mantarin
etrafindaki CO: konsantrasyonunun, MAP igerisinde
birka¢g saat sonra keskin bir sekilde arttigini bildirmistir.
Taze mantarin nispeten daha ylksek solunum hizi g6z
onlne alindiginda, paket icerisindeki hava boslugundaki
CO:2 orainin farkli olmasi, ambalaj filmlerinin farkli gaz
gecirgenliklerinden kaynaklanmaktadir (Kang ve ark.
2001). Bazi arastiricilar, paket igindeki Oz seviyesinin %
2'den daha duslk olmamasina aksi halde aerobik
solunumun anaerobik hale gelirerek sonucta tat ve doku
parcalanmasinda keskin bir artisa neden olacagina dikkat
cekmiglerdir (Cliffe-Byrnes ve O'Beirne 2007; Guillaume
ve ark. (2010). COz konsantrasyonu ile ilgili olarak oranin
%5'ten yuksek olmasi ile genel esmerlesme ya da
sararmanin artabilecegdi ve Grinin normal hava bilesimine
dondigiinde solunum hizindaki bir artigla fitotoksik bir etki
yaratacagi bildiriimektedir (Lopez Briones ve ark.,1992;
Guillaume ve ark, 2010). Ambalaj ici gaz degisimi ile ilgili
olarak onceki caligmalarda oldugu gibi (Cho ve ark., 2008;
Fante ve ark., 2014) O2 ve CO:2 gaz hilesimlerinin
depolama sirasinda sabit duruma ulasiimasi ile daha
saglikli sonuglar elde edilecegi agiktir.
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Solunum Hizi ve Digsal Etilen Miktari

Solunum degerinde depolama boyunca artis ve
azaliglardan kaynaklanan dalgalanmalarin oldudu tespit
edilmistir(Tablo 5). Her iki ambalaj tipinde de depo
baslangicindan depolamanin 3. gline kadar azaliglarin 5.
ginde ise artiglarin paralel gittigi, stre¢ film igerisinde
dalgalanmalarin devam ettigi MAP ambalajinda ise
depolama sonuna kadar 6nemli bir artis ve azalisin
olmadigi tespit edilmistir. Bu baglamda en ylksek
solunum oranini 5. ginde MAP ambalaji igerisinde
depolanan 1 mM MeJA uygulanan mantarlarda oldugu, en
disUk solunum oraninin ise 3. glinde streg film igerisinde
0.5 mM MeJA uygulanan mantarlarda oldugu tespit
edilmistir. Solunum hizi incelendiginde; steg film icerisinde
depolanan mantarlarda uygulamalar arasi fark énemsiz
cikarken, MAP ambalajinda depolanan mantarlarda ise 5.
glin depolamasinda Ui¢ uygulama arasindaki fark istatistik
olarak o6nemli ¢ikmistir. Kontrol uygulamasinda 20.
gundeki, 0.5 mM MeJA uygulamasinda 3 ve 20. gundeki
ve 1 mM MeJA uygulamasinda ise 15. gin depolamasinda
ayni depolama sicakliginda ve uygulamada stre¢ film
uygulamasindan olan farki istatistik olarak 6nemli
bulunmustur.

Etilen miktarinda meydana gelen degisimlerde;
depolamanin baglangicindan depolamanin sonuna kadar
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artis ve azalislardan kaynakl dalgalanmalarin oldugu

belirlenmistir. Her iki ambalaj ve U¢ uygulamada da
depolamanin baslangicindan 3. gine kadar azalislarin
oldugu, 5. glnde artiglarin ve depolamanin 10. gininde
ise tekrardan azalislarin oldugu ve depolama sonunda ise
stre¢ film ambalaj icerisinde dalgalanmalarin devam
ettigini fakat MAP ambalaji igerisinde depolanan
mantarlarda ise 6énemli bir artisin olmadidi belirlenmistir.
Bu sonuclara goére en yuksek etilen degerinin 0. gindeki
mantarlarda oldugu, en dusuk etilen degerinin ise 10.
gunde streg film igerisindeki kontrol uygulamasinda oldugu
tespit edilmigtir. Digsal etilen miktarinda ise; hem MAP
hem de stre¢ film icerisinde depolanan mantarlarda
uygulamalar arasi fark istatistik olarak 6nemli
bulunmamistir. Bununla beraber kontrol uygulamasinda
20. gun depolamasinda ve 1 mM MeJA uygulanan
mantarlarda ise 15. gin depolamasi ayni depolama
sicakligl ve uygulamada stre¢ film ambalajdan olan farki
istatistik olarak 6nemli bulunmustur. MeJA’'nin etilen
Uretimini indukledigi gorulmastar. (Saniewsky, 1997; Ali ve
ark. (2011), MeJA uygulamalarinin yavas bir solunum ve
disuk etilen Gretimi sagladigini, bunun yani sira meyvenin
degistirilmis bir i¢c atmosfere yol agarak yaslanma surecini
geciktirme etkisine sahip oldugunu bildirmistir.

Tablo 4. A. bisporus mantarinin depolanmasi sirasinda ambalaj i¢i gaz bilesiminde (O2 ve CO2) meydana gelen degisimler

[ CO;
Despuorg?a Ambalaj Kontrol 0.5 mM MeJA 1 mM MeJA Kontrol 0.5 mM MeJA 1 mM MeJA
MAP 20,90+0a 20,90+0a 20,90+0a 0,30£0¢ 0,30£0¢ 0,30£0¢
° streg 20,90+0a 20,90+0a 20,90+0a 0,30£0b 0,30£0b 0,30£0b
MAP 0,39+0,14b# 0,200,004 0,18 £ 0,007 b 9,03£029a# 8,50+ 0,40 a # 877+023a#
° streg 2,70£0,71b 0,42+0,09 b 177+124b 4,90+0,17 a 5,00+0,058 a 513+043a
MAP 0,66+0,28bA# 0,22+0,017cC# 0,40£0,13bB 913017 a# 8,80+0,11a# 827+023a#
° streg 2,07+0,40b 1,16 0,06 ¢ 2,05+0,93b 500+0,29a 4,90+0,058 a 447:018a
MAP 0,21+0,02b 0,62+0,35b 0,20+0,01b 8,37+0,33ab# 7,00+ 0,17 a # 757+034a#
1 streg 0,60+ 0,36 b 0,19+ 0,018 b 0,57+0,34b 540+0,25a 507+0,03a 4,900,252
MAP 043+0,18b 0,90+ 0,57 b 0,22+0,029 b 857+022a# 7,40£0,46 ab # 7,97+035a#
o streg 1,13£0,75b 0,26+0,02b 0,32+0,04b 513+0,23a 477+014a 4770072
MAP 0,22+0,01b 0,200,004 ¢ 0,24+0,02b 757+023b# 6,90+0,1b# 7,10+ 0,50 a #
2 streg 1,10£0,80 b 0,26 0,0237 b 0,21+0,0078 b 530£0,23a 510+0a 507+0,03a

A,B,C: — Ayni ambalaj ve depolama sicakliginda farkli bliyiik harfi alan “Uygulamalar arasi’ fark dnemlidir (p<0,05).

a,b,c: ¥ Ayni ambalaj ve uygulamada farkli kiigiik harfi alan “depolama siireleri arasr’ fark 6nemlidir (p<0,05).
#: Ayni depolama sicakligl ve uygulamada streg filmten olan farki 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 5. A. bisporus mantar tiriiniin depolanmasi sirasinda solunum hizinda meydana gelen degisimler

Depolama ’ Solunum Eulen
Suresi Ambalaj 0.5mM

Kontrol 0.5 mM MeJA 1mM MeJA Kontrol MeJA 1mM MeJA

MAP 97,03+4,75a 97,03+4,75 a 97,03+4,75a 1,05+0,14 1,05+0,14 1,05+ 0,14a

° stre¢ 97,03+4,75a 97,03+4,75a 97,03+4,75a 1,05+ 0,14 a 1,05+0,14a 1,05+0,14 a
MAP 101,01+17,03b B 133,48+14,23A # 99,09+14,02c C 0,57+0,15 0,64 + 0,07 0,40+0,05b

° stre¢ 79,72 £10,71b 100,09+33,11d 87,70+26,26b 0,47+0,06b 0,34+0,10b 0,35+0,06 b
MAP 121,77 £ 12,60a 121,01 £9,34 137,24+24,90b 1,03+0,16 1,00 £ 0,09 1,03+0,22a

° streg 103,21+ 10,33a 106,50+ 27,16b 121,35+9,64a 094+0,23a 095+0,35a 1,04+0,13a
MAP 91,21+ 21,80ab 109,00+ 37,00 85,53+19,04b 0,51+0,13 0,65+ 0,19 0,63+ 0,17 b

10 stre¢ 88,33+ 17,31c 79,54+ 9,60c 75,22+18,49ab 0,32+0,03b 0,44+ 0,02b 0,43+ 0,15 b
MAP 82,34+26,48ab 113,01+12,35 101,50+7,73b# 0,57+0,24 0,77£0,18 0,47+ 0,00 b #

o stre¢ 105,12+ 33,56bc 100,77+ 19,74b 101,55+ 4,35a 0,34 +0,08 b 0,90+0,29a 0,80+0,11a
MAP 89,54+ 3,80a # 84,98+ 2,66# 63,00+ 5,59¢ 0,76 £0,03# 0,75+0,0442 0,65+0,08 ab

% streg 73,98+ 5,63ab 63,31+ 4,12b 57,15+2,35a 0,62+0,03ab 0,58+ 0,06ab 0,57+ 0,10 ab

A,B,C: — Ayni ambalaj ve depolama sicakliginda farkli bliyiik harfi alan “Uygulamalar arasi’ fark 6nemlidir (p<0,05).
a,b,c: ¥ Ayni ambalaj ve uygulamada farkli kiigiik harfi alan “depolama siireleri arasi” fark Snemlidir (p<0,05).

#: Ayni depolama sicakligi ve uygulamada MAPIar arasi olan farki 6nemlidir (p<0,05).

Sonug

Bu calismada, MeJA'in farkl dozlarinin, MAP
ve streg film ile birlikte kullaniminin depo émrine
etkileri arastiriimistir. Ayrica mantarin hasat sonrasi
fizyolojik ve biyokimyasal degisimleri incelenerek
kalitenin  korumasinda en etkin uygulama
belirlenmeye c¢alisiimistir. Sonug olarak olgunlugun
yavaslatiimasi ve dogal olarak raf omrinindn
uzatilmasi igin hasat sonrasinda MAP ve MeJA
uygulamalari kullanilarak A. bisporus mantar tiri
4°C'de 20 gun boyunca basarili bir sekilde
depolanabilmistir. Calisilan parametreler agisindan
hasat sonrasinda kaliteyi koruma anlaminda énemli
parametrelerden olan agirlik kaybi ve ambalaj igi
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gaz bilesenlerinden oksijen ve karbondioksit miktari
bakimidan MAP; TEA, L*, croma, hue, solumun ve
etilen acisindan ise stre¢ film 6ne c¢ikmistir. A.
bisporus mantar tirinde MeJA'in, hasat sonrasinda
solunum ve etileni yavaslatmasina ragmen, diger
kalite degerleri yoninden belirgin bir etkisi
saptanamamistir. Gelecek c¢alismalarda daha
yuksek dozda MeJA kullanimi ile farkli depolama
surelerinin denenmesi dnerilebilir.

Tesekkiir

Bu calismanin yiratilmesinde kullanilan
ambalajlarin teminini saglayan Aypack Firmasina
tesekkir ederiz.
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