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Oz: Gegmisten gliniimiize Pleurotus cinsine ait bazi mantarlarin taksonomisi ile ilgili bazi
sorunlar bulunmaktadir. Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer ismi en yaygin kullanilan ticari kdltdr
mantari izolatl olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel. ile Lentinus
sajor-caju (Fr.) Fr. tirlerinin sinonimi olarak kullaniimaktadir. Ginimuzde Index Fungorum ve
MycoBank Database veri tabanlarinda P. sajor-caju ismi glincellenmis olup artik L. sajor-caju
olarak kullaniimaktadir. Fakat, elimizdeki P. sajor-caju ticari 06rnegi literatir ile
karsilastirildiginda morfolojik ve anatomik bakimdan L. sajor-caju (sap kisminda annulus
bulunmasi, hifsel sistem dimitik yapida ve bazidiyospor 5.5-8x1.8-2.5 um) tirinden farkhhk
gosterdigi ve adinin L. sajor-caju olarak kullaniimasinin yanlis olacag disunulmustir. P. sajor-
caju ismi ile saglanan drneklerin gergekte hangi tiire ait oldugu karmasik bir problem olarak
gorulebilmektedir. Yapilan bu galisma ile P. sajor-caju olarak elde edilen ticari kiltir mantari
drnegdinin, mikro-makroskobik Ozellikleri (sap kisminda annulus olmamasi, hifsel sistem
monomitik 6zellikte, bazidiyospor 7.5-11x3-4.5 pum) ile molekiiler diizeyde yapilan analizlerinde
calisilan tirtin gergekte P. pulmonarius oldugu (% 99) kesinlesmistir.

Anahtar kelimeler: Pleurotus, Kiltir Mantari, Pleurotus sajor-caju, P. pulmonarius,
Lentinus sajor-caju, Taksonomi

A Study on the Cultivated Mushroom Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer:
Investigation of Its Taxonomical Status and the Correct Name

Abstract: There are some problems with the taxonomy of some fungi belonging to the
Pleurotus genus from past to present. The name Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer appears as
the most widely used commercial cultivated mushroom isolate and is used as a synonym of both
Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel. and Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr. species. Today, the name P.
sajor-caju has been updated in the Index Fungorum and MycoBank Database databases and
is now used as L. sajor-caju. However, when the commercial specimen of P. sajor-caju is
compared with the literature, it is thought that it differs morphologically and anatomically from L.
sajor-caju (the presence of annulus in the stipe, the hyphae system is dimitic and the
basidiospore 5.5-8x1.8-2.5 um) and it would be wrong to use its name as L. sajor-caju. Which
species the samples provided with the name P. sajor-caju actually belong to can be seen as a
complex problem. With this study, it was confirmed that the species studied was actually P.
pulmonarius (99%) in the micro-macroscopic properties (absence of annulus in the stipe, hyphal
system monomitic, basidiospore 7.5-11x3-4.5 um) and molecular analysis of the commercial
cultivated mushroom sample obtained as P. sajor-caju.

Key words: Pleurotus, Culture Mushroom, Pleurotus sajor-caju, P. pulmonarius, Lentinus
sajor-caju, Taxonomy
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Girig

Funguslar Alemi, diinya ylzeyinde tir bakimindan,
Hayvanlar Aleminden sonra en kalabalik ikinci organizma
grubunu olusturmaktadir (Purvis ve Hector, 2000). Bitkiler
ve diger organizmalarla karsilastirildiginda kiresel ¢apta
tam olarak mantarlar aleminin biyolojik cesitliligini
belirlemek ve  envanterini tamamlamak  kolay
gorilmemektedir (Wu ve ark., 2019).

Mantarlar Alemi sahip olduklari genig ekolojileri,
farkli yasam dongusu stratejileri ile tek hucreli sucul
kitritterden,  kuflere, maya ve dermatofitler ile
makrofunguslara kadar degisen morfolojilerle muazzam
bir takson cesitlilidi gostermektedir (Hawksworth ve
Liicking, 2017).

Taksonomistler tarafindan kullanilan standart
teshis ydntemleri ile tdrlerin morfolojileri, fizyolojileri,
ekolojik ozellikleri, yayiliglari, konukgu bitki segimleri ile
orneklerin spor, renk, boyut, sekil vb. gibi mikro-
makroskobik  6zellikleri  kullanilarak  siniflandiriima
geligtiriimistir. Gegmis yillarda diinya g¢apinda yaklasik
1.5-5.1 milyon (Hawksworth, 1991, 2001; Blackwell,
2011; O’Brien ve ark., 2005; Hawksworth ve Llcking,
2017) fungus tarinin olabilecedi 6ne sirtlmustir. Fakat
molekller genetikteki gelismeler, DNA analizinin
taksonomiye dabhil edilmesi, sekans analizleri ile gtivenilir
istatistiksel ve filogenetik yaklagimlarla desteklenerek
mantarlar (fungi) alemi yeniden sekillenmeye baslamis ve
son on yilda yeni division, sinif, ordo, familya ve cinsler
gibi taksonlarin olusturulmasi ile birlikte, gliinimizde
yaklagsik 12 milyon (11.7-13.2) mantar turindn
olabilecegi varsaylimigtir (Wu ve ark., 2019).

Taksonomide iki 6nemli kavramdan biri olan
morfolojik tir kavrami, fungal taksonomi alaninda baskin
oldugundan, pek c¢ok fungus tiri morfolojik 6zellikleri
kullanilarak siniflandiriimaktadir. Ancak,
makrofunguslarin  morfolojik  karakteristikleri;  iklim,
yetistirme substrati ve c¢evresel kosullardan gigla bir
sekilde etkilendiklerinden, siniflandirmada yetersiz
kalabilmektedir (Bresinsky ve ark., 1976). Bir diger dnemli
taksonomik kavram olan biyolojik tir kavraminda ise iki
tr birbiriyle giftlesebiliyor ise, bir biyolojik tir olarak
gruplandiriliriar. Morfolojik karakterlere gore
siniflandirilan  mantar tirlerinin  taksonomik  kimligini
degerlendirmek igin giftlesme uyumluluk testleri (mating
compatibility tests) kullaniimaktadir. Farkh
taksonomistler, morfolojik karakterlere dayandirilarak
ayni taksonun taksonomik durumu ile ilgili olarak farkh
sonuglara varmiglardir (Bao ve ark., 2004). Dolayisiyla
tim bunlar g6z dnine alinarak son yillardaki gelismeler
ile birlikte, taksonomistler tarafindan tirlerin gec¢mis
yillarda yapilan bilimsel isimlendiriime ve

siniflandiriimalari sirekli olarak revize edilmekte ve tur
isimleri basta olmak Uzere tim taksonomik kategorilerin
konum ve adlari degisebilmektedir (Index Fungorum,
2020; MycoBank Database, 2020).

Pleurotus cinsi, Agaricus tlrlerinden sonra
dinyada yetistirilen yenilebilir mantarlarin buyuk bir
kismini olusturmaktadir (Sanchez, 2010). Bununla
birlikte, Pleurotus cinsine ait mantarlarin taksonomisi
hakkinda birgok sorun hala ¢oziilememistir. Gegmisten
gunimuze arastirmacilar Pleurotus turleri arasindaki
taksonomik ve filogenetik iliskileri agikhida kavusturmak
icin farkli uyum testleri, biyokimyasal ve molekuler
teknikler kullaniimistir (Bresinsky ve ark., 1976; Zervakis
ve Labarere, 1992; Petersen ve Hughes, 1993; Vilgalys
ve ark., 1993; Vilgalys ve Sun, 1994; Zervakis ve ark.,
1994; Iracabal ve ark., 1995; Bunyard ve ark., 1996;
Zervakis ve Balis, 1996; Gonzalez ve Labarere, 2000;
Bao ve ark., 2004). Sonuc¢ olarak, tlr ve varyete
seviyesinde pek cok taksonun gecerli isimleri yeniden
belirlenmistir.

Pleurotus sajor-caju ve P. florida yaygin olarak
kullanilan ticari izolatlar olarak karsimiza gikmaktadir. P.
sajor-caju olarak isimlendirilen ttrtin, P. pulmonarius ile
P. florida olarak isimlendirilen tirin de aslinda P.
ostreatus ile ayni trler oldugu ifade edilmistir (Gonzalez
ve Labarere, 2000). Pleurotus sajor-caju izolatinin dogal
Ornekleri farkli morfolojik Ozelliklere sahip iken, ticari
izolati ise kultirt yapilan P. pulmonarius ile ¢cok benzer
morfolojik yapi gosterdigi ayrica belirtilmistir (Zervakis ve
Balis, 1996; Bao ve ark., 2004). Bu gruptaki birkac takson
her zaman tipik istiridye mantari P. ostreatus ile
kanstirildigi ve morfolojik karakterleri bakimindan P.
pulmonarius'u, P. ostreatus'dan ayirmanin gi¢ oldugu
(Buchanan, 1993), fakat uyumluluk testlerinde her ikisinin
farkl turler oldugu énerilmistir (Bao ve ark., 2004).

Pleurotus sajor-caju'nun taksonomik durumunun
hald belirsiz oldugu, fakat fruktifikasyonlarinin P.
pulmonarius'unkine ¢ok benzer oldugu bilinmektedir. Bazi
arastirmacilar (Kashangura ve ark., 2006), P. sajor-
caju'nun ayr bir tir oldugu, digerleri (Chiu ve ark., 1998)
P. pulmonarius’un bir varyetesi, sicaklida dayanikli P.
pulmonarius straini oldugu (Idowu, 2003) ve baz
arastiricilar ise P. sajor-caju ve P. pulmonarius’un aslinda
tek bir tir oldugunu oOne slGrmustir (Gonzalez ve
Labarere, 2000). Pek c¢ok bilim adami ise P. sajor-
cajunun dogal ornekleri ile kulturd yapilan izolatlar
arasinda belirgin bir sekilde morfolojik farkliliklar
oldugunu belirtmiglerdir (Corner, 1981; Kurtzman ve
Zadrazil, 1982; Pegler, 1983). Ayrica, P. sajor-caju olarak
adlandirilan bazi ticari izolatlar yanhglikla bu tire
atfedildigi ancak aslhinda Pleurotus pulmonarius (Fr.)
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Quél.'e ait oldugu gozlenmistir (Hilber, 1989; Gonzalez ve
Labarere, 2000). P. sajor-caju ile P. pulmonarius
orneklerinin morfolojik yapisi, mikroskobik 6zellikleri ile
kultir kosullarinin tirlerin ayirt edilmesinde yararli
olmadigi, fakat molekiler teknikler ile uyum analiz
testlerinde ise ayri turler oldugu belirtilmistir (Shnyreva ve
ark., 2012).

Modern mikoloji'de “P. sajor-caju” isminin iki
anlami bulunmaktadir. Ozel taksonomik bir terim olarak
bu isim, nomenklatural es anlamhsi (sinonim) olan L.
sajor-caju'yu ifade eder, biyoteknolojik literatiirde daha
yaygin kullanimli bu isim ise gergek Pleurotus cinsi
icerisinde yer alan “P. sajor-caju” tirtinu ifade etmektedir
(Zmitrovich ve Wasser, 2016).

Polyporaceae familyasi icerisinde vyer alan
Lentinus sajor caju (Fr.) Fr., 6nceleri Pleurotus sajor-caju
(Fr.) Singer olarak isimlendirilmis ve Pleurotus genusu
icerisinde degerlendirilmigtir. Ancak, 1975 yilinda Pegler
tarafindan  yeniden Lentinus genusu igerisinde
siniflandinimigtir (Pegler, 1975).

Buyik olcekte yetigtirilen en 6nemli Pleurotus
turleri; P. ostreatus ve P. pulmonarius'tur (Bazanella ve
ark., 2013). Pleurotus pulmonarius genellikle mantar
Ureticileri tarafindan hatali adla “P. sajor-caju” adi altinda
pazarlanmaktadir. Gergek P. sajor-caju aslinda Pegler
(1975) tarafindan Lentinus cinsine geri gonderilen ve
dogru bir sekilde L. sajor-caju olarak adlandirilan ayri bir
mantar tartdir (Buchanan, 1993). Her iki tlr arasinda
morfolojik olarak ¢ok belirgin farklar bulundugu ve L.
sajor-caju’nun, sapka kenarinda belirgin bir pece, sap
kisminda kalici bir yizik halkasi ve trimitik veya dimitik
hif yapilarina sahip iken, P. pulmonarius’'ta monomitik hif
yapisi ve sap kismi ise duz bir yapr gdstermektedir
(Stamet, 2000).

Pleurotus sajor-caju ismi, ticari Ureticiler ve
aragtiricilar tarafindan P. pulmonarius (Pegler, 1975;
Huang ve ark., 2009) ve L. sajor-caju tirlerinin sinonomi
olarak kullaniimaktadir (Zmitrovich ve Wasser, 2016). Bu
isim ginimizde Index Fungorum (2020) ve MycoBank
Database (2020) veri tabanlarinda gegerli halinin L. sajor-
caju oldugu gorilmektedir. Fakat, kiltir mantari Ureticileri
tarafindan P. sajor-caju ismi olarak kullanilan izolatlarin
aslinda P. pulmonarius 6érnekleri oldugu ve hem Lentinus
hem de Pleurotus cinsi icerisinde kullanilan izolatlarin
mikro-makroskobik ve molekiler teshislerinin yeniden
yapilarak eldeki 6rneklerin gercekte P. pulmonarius mu?
yoksa L. sajor-caju mu? oldugu yeniden belirlenmelidir.
Bu karisiklik yillardir stre gelen ve halad devam eden bir
sorun olarak karsimiza gikmaktadir.

Pleurotus pulmonarius, yaygin olarak “Indian
Oyster, Italian Oyster, Phoenix Mushroom, Lung Oyster”
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olarak adlandiriimaktadir. Goérlinis olarak P. ostreatus

turine benzemekte, fakat habitat ve mikroskobik
Ozellikleri ile sicaklk istekleri bakimindan farkliliklar
gostermektedir. Ticari Uretim yapan biyoteknolojik
firmalarin  P. pulmonarius’u, P. sajor-caju olarak
adlandirdigr ve karisikhigin buradan kaynaklandigi ve
ayrica pek cok bilimsel makale de bile israrla bu
yanligligin devam ettirildigi gortlmektedir (Hilber, 1989;
Stamet, 2000). Bir diger sorun ise farkli arastiricilar
tarafindan izole edilen L. sajor-caju 6rneklerinin, P. sajor-
caju olarak kullanmalari ve bu izolatlari Pleurotus cinsi
olarak lanse etmelerinden kaynaklanmaktadir.

Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer ismi, Lentinus
sajor-caju  (Fr.)  Fr. thrindn  sinonimi  olarak
kullaniimaktadir. Bu isim ile saglanan 6rneklerin gercekte
hangi tire ait oldugu karmasik bir problem olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. GuUnidmizde Index Fungorum
(2020) ve MycoBank Database (2020) veri tabanlarinda
P. sajor-caju ismi guncellenmis olup artik L. sajor-caju
olarak kullanilmaktadir. Fakat, elimizdeki P. sajor-caju
ticari 6rnegi literatir (Bi ve ark., 1993; Stamet, 2000;
Zmitrovich ve Wasser, 2016; Sharma ve ark., 2015) ile
karsilastinildiginda morfolojik ve anatomik bakimdan L.
sajor-caju turiinden farklilik gosterdigi ve adinin L. sajor-
caju olarak kullaniimasinin yanhs olacagi distnilmustdr.
Bu nedenle, ticari izolat olarak elde edilen Pleurotus
sajor-caju (Fr.) Singer 6rneginin yeniden mikro-
makroskobik, molekller incelemesinin gerekli oldugu ve
taksonomideki  yerinin tam olarak  belirlenmesi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Daha 6nce, Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolumud, Biyoteknoloji Anabilim Dali‘'ndan
saglanan ve stok kultirimuzde bulunan Pleurotus sajor-
caju (Fr.) Sing.in ticari ana misel kulttrQ, Bitlis Eren
Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi  Mikrobiyoloji  Arastirma  Laboratuvarinda
¢ogaltilarak deneysel ¢aligmalarda kullaniimistir (Oruk ve
Akyuz, 2020). Kiltir kosullarinda saf misel ¢ogaltilmasi,
tohumluk misel (spawn) tretimi, kompost hazirlanmasi ve
kultdr kosullar ile ilgili tim agsamalar Zadrazil (1978)’e
gore yapilmistir.

Mikro-Makroskobik Ozelliklerin Tespiti

Turdn kdltdr iglemleri sonucunda elde edilen
numunelerin mikro-makroskobik (bazidiokarp,
bazidiospor, hif) incelenmeleri Van Yuzinci Yil
Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Bolumi  Mikoloji
Arastirma Laboratuvarinda (Fungaryum) yapilmistir. Tlre
ait mikroskobik yapilarin incelenmesinde Leica marka
D500 model 10x100 biylitme kapasiteli 1sik mikroskobu,
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bu yapilarin fotograflarinin ¢ekiminde ve boyutlarinin
Olcimiinde ise Leica marka ICC50HD model mikroskop
kamerasi ve Leica LAS EZ (Version 3.4.0) isimli program
kullanilmigtir.  Mikroskobik incelemelerde daha net
goruntuler elde edebilmek igin %5’lik KOH c¢ozeltisi
kullaniimigtir.

Tarin Molekiler Diizeyde Tespiti

Saf misel orneklerin molekiler diizeyde teshisi
Ankara Refgen Biyoteknoloji Firmasi tarafindan yapilmig
olup, elde edilen DNA dizi bilgisi GenBank {izerinden
blastN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizine
tabi tutulmustur. Yapilan blastn analizi sonucunda
organizma nikleotid dizeyinde GenBank'ta kayith
izolatlar ile kargilastiriimistir.

b

Bulgular

Tiran Mikro-Makroskobik Ozellikleri

Pleurotus pulmonarius tiri morfolojik olarak L.
sajor-caju (syn.: P. sajor-caju) turine oldukca benzerlik
gOstermesine ragmen, L. sajor-caju tlriine ait gencg
orneklerin sap Uzerinde cabuk kaybolabilir 6zellikte bir
annulus tasimasina karsilik, P. pulmonarius tirinde
hicbir evrede annulus goérilmemesi ile makroskobik
bakimdan ayirt edilebilirler (Sekil 1a-b).

Mikroskobik olarak ise L. sajor-caju turiinde hifsel
sistem dimitik o6zellik gosterirken, P. pulmonarius’ta
monomitik Ozelliktedir (Sekil 1e). Ayrica L. sajor-caju
tirine  ait  bazidiyosporlar ~ 5.5-8x1.8-2.5  um
boyutlarindayken, P. pulmonarius turdndn
bazidiyosporlari 7.5-11x3-4.5 ym boyutlarindadir (Sekil
lc-d).

| s)\ SN

Sekil 1. P. pulmonarius’un mikro-makroskobik 6zellikleri (a: Bazidiyokarp (Sapka), b: Bazidiyokarp (lamel +
sap), ¢: bazidiyospor, d: bazidiyum, e: hif (monomitik)
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Pleurotus pulmonarius voucher KA12-0402 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence
Sequence ID: KR673457.1 Length: 613 Number of Matches: 1

Range 1: 4 to

Score

1110 bits{601)

Query 52

Sbjct 613
Query 112
Sbjct 554
Query 172
Sbjct 494
Query 232
sbjct 434
Query 292
Sbjct 374
Query 352
Sbjct 314
Query 412
sbjct 254
Query 472
Sbjct 194
Query 532
Sbjct 134
Query 592

Sbjct 74

613 GenBank Graphics

Expect Identities Gaps Strand
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PLUELLCELRE L e e L Bty
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AAAAG'[ TCACI\GﬁFCﬁTTGuﬂnGhC T#GTGAAGCGTGEMCATGCC(CTLAGAGGCEAGE Al
|

[LLELILTIRTaLtd LELELELLEETL
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PLVELILTIRLELLL LILLEL LT |
CAACTCCLTMGTGMATTCuTTﬂu+GﬂTCETTCCGCHGG?TCACCTHCGGHAMCCTTGTTA

0.0 608/611(99%) 1/611(0%) Plus/Minus

111

Query 652 CGACTTTTACT 662

Sbjct 14 CCAETTTTF\CT 4

Sekil 2. Ticari P. sajor-caju érneginin DNA dizi bilgisinin Genbank Uzerinden Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel. (% 99) olarak teshis

edilmesi

Tarun Molekiler Dizeyde Tespiti

Tarin  molekiler dizeyde teshisi Refgen
Biyoteknoloji Firmasi tarafindan DNA dizi bilgisi GenBank
Uzerinden  blastN analizine tabi tutulmustur
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Yapilan blastn
analizi sonucunda organizma nukleotid dizeyinde
GenBank'ta kayith Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel.
izolatlart ile % 99 oraninda benzerlik gostermistir.
Nukleotid eslesmeleri Sekil 2’de gortlmektedir.

Tartisma ve Sonug

Gegmisten gunumuize Pleurotus cinsine ait
mantarlarin  taksonomisi ile ilgili bazi  sorunlar
bulunmaktadir. Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer ismi en
yaygin kullanilan ticari kultir mantar izolati olarak
karsimiza ¢cikmaktadir ve hem P. pulmonarius (Fr.) Quel.
hem de L. sajor-caju (Fr.) Fr. turlerinin sinonimi olarak
kullaniimaktadir. Bu isim ile saglanan 6rneklerin gergekte
hangi tire ait oldugu karmasik bir problem olarak
gorulebilmektedir. Farkh arastiricilar (Corner, 1981;
Kurtzman ve Zadrazil, 1982; Pegler, 1983; Zervakis ve

Balis, 1996; Bao ve ark., 2004), P. sajor-caju’nun dogal
ornekleri ile kultiri yapilan izolatlar arasinda belirgin bir
sekilde morfolojik farkliliklar oldugunu ve sinonim olarak
kullanilan farkl tir isimlerin aslinda tek bir tir igerisinde
(P. pulmonarius) yer aldigini belirtmiglerdir (Bresinsky ve
ark., 1976; Zervakis ve Labarere, 1992; Petersen ve
Hughes, 1993; Vilgalys ve ark., 1993; Vilgalys ve Sun,
1994; Zervakis ve ark., 1994; Iracabal ve ark., 1995;
Bunyard ve ark., 1996; Zervakis ve Balis, 1996; Gonzalez
ve Labarere, 2000; Bao ve ark., 2004).

Gercek P. sajor-caju aslinda Pegler (1975)
tarafindan Lentinus cinsi igerisinde yer alan ve dogru bir
sekilde L. sajor-caju olarak adlandirilan ayri bir tardlr
(Buchanan, 1993). Her iki tir arasinda morfolojik olarak
belirgin farklar bulunmaktadir (Stamet, 2000).

Gunumuizde Index Fungorum (2020) ve
MycoBank Database (2020) veri tabanlarinda P. sajor-
caju ismi guncellenmis olup, artik L. sajor-caju olarak
kullaniimaktadir. Eldeki 6rneklerin incelenmeden direk
olarak bu sekilde isimlendiriimesi yanilgilara neden
olmaktadir. Elimizdeki P. sajor-caju ticari érnegi literatir
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(Bi ve ark., 1993; Stamet, 2000; Zmitrovich ve Wasser,

2016; Sharma ve ark., 2015) ile karsilastiriidiginda
morfolojik ve anatomik bakimdan L. sajor-caju tiriinden
farklihk gobsterdigi ve adinin L. sajor-caju olarak
kullaniimasinin yanlhs olacag tespit edilmistir. Yapilan bu
calisma ile P. sajor-caju olarak elde edilen ticari kaltlr
mantar1 drneginin, mikro-makroskobik 6zellikleri (Sekil 1)
ile molekiler dizeyde yapilan analizlerinde (Sekil 2)
caligilan tirin gercekte P. pulmonarius oldugu (% 99)
kesinlesmistir. Bu yonuyle elimizdeki ticari izolat P. sajor-
caju olarak isimlendirilse bile aslinda, P. pulmonarius
oldugu (Hilber, 1989; Zervakis ve Balis, 1996; Gonzalez
ve Labarere, 2000; Stamet, 2000; Bao ve ark., 2004)
arastiricilarin verileri ile dogrulanmaktadir.

Sonug¢ olarak; sistematik alaninda c¢alisan
uzmanlarin érnekleri incelemeden veri tabanlarin (Index
Fungorum 2020; MycoBank Database 2020) kabul ettigi

Ekim(2020)11(1)87-93

isimle yapilacak degisiklikte arastiricilari  yanhs
yonlendirmelere sevk ettikleri goralmuagstar. Eldeki P.
sajor-caju Orneginin mikro-makroskobik ve molekuler
teshisleri yapilarak, gercekte P. pulmonarius mu? yoksa
L. sajor-caju mu? oldugu ayirt edilerek belirlenmelidir. Bu
calisma ile Ulkemizde yapilacak bilimsel galismalarda
siklikla yapilan hatali isimlendirmeler (P. sajor-caju)
ortadan kaldirilacaktir.

Tesekkiir

Tardn sistematik deskripsiyonunu hazirlayan ve
teknik  desteklerini  esirgemeyen,  Yizinci Yl
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bélimi 6gretim
tyelerinden Dr. Ogr. Uyesi Mustafa Emre AKCAY’a ve
Tarin molekller dizeyde teshisini yapan Refgen
Biyoteknoloji Firmasina katkilarindan dolayl tesekkdr
ederiz.
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Abstract: The aim of this study is to help illuminate the microfungus diversity in Tuz Lake
using traditional and molecular diagnostic data and to correlate it with population dynamics.
Microfungi were isolated from a total of 24 samples taken from three stations seasonally by
membrane filtration method using two types of media. When using DRBC medium, colony counts
were 68 CFU / 100 ml in saltpan water and 86 CFU / ml in lake water. On the DRBC17 medium,
the number of colonies in both types of water samples was found to be the same 21 CFU / 100
ml. While 52 different species belonging to 19 genera have been isolated on DRBC medium, 30
different species belonging to 11 genera were detected on DRBCL17. In total, 54 different species
belonging to 21 genera were isolated. According to the variety of species, the leading genera are
Penicillium (15 spp), Aspergillus (8 spp), Alternaria (8 spp), Cladosporium (5 spp), Arthrinium (2
spp). This study showed that Tuz Lake mycobiota has a high diversity and most of the isolated
species are adapted to saline environments.

Key words: Fungal diversity, Hypersaline, Saltern, Abundance, Frequency

Tuz Go6lu (Turkiye) Mikrofungus Cesitliligi ve Dagilimi

Oz: Bu galismanin amaci, geleneksel ve molekiler tanilama verileri kullanilarak Tuz
Goli'ndeki  mikrofungus  cesitliliginin - aydinlatimasi  ve  popullasyon dinamikleriyle
iliskilendirilmesidir. Mikrofunguslar, mevsimsel olarak (¢ istasyondan alinan toplam 24 drnekten,
iki tip ortam kullanilarak membran filtrasyon yontemi ile izole edilmisti. DRBC besiyerinin
kullanildiginda koloni sayilari tuzla havuz suyunda 68 CFU / 100 ml ve gél suyunda 86 CFU / ml
olmustur; DRBC17 besiyerinde ise her iki tip su érneginde de koloni sayisi ayni 21 CFU / 100 ml
bulunmustur. DRBC ortaminda 19 cinse ait 52 farkli tur izole edilirken, DRBC17 izerinde 11 cinse
ait 30 farkh tur tespit edilmistir. Toplamda 21 cinse ait 54 farkli tir izole edilmistir. Tur ¢esitliligine
gore dnde gelen cinsler Penicillium (15 tir), Aspergillus (8 tir), Alternaria (8 tiir), Cladosporium
(5 tar), Arthrinium (2 tr) 'dur. Bu galisma, Tuz GOli mikobiyotasinin ylksek bir gesitlilige sahip
oldugunu ve izole edilen tarlerin blyuk bir kisminin tuzlu ortamlara adapte olmus tlrler oldugunu
gOstermigtir.

Anahtar kelimeler: Mantar ¢esitliligi, Hipersalin, Tuzlu su, Bolluk, Frekans

Introduction

The fact that eukaryotic microorganisms are
believed to be unable to survive in extreme environments
for many years is considered to be the reason for the
limited findings related to the biodiversity of such habitats.
The hypersaline environments first have become the
focus of interest for prokaryotic diversity, and then studies
examining  eukaryotic ~ organisms in  extreme
environments have increased. Because of their unique
nature and ability to survive in a wide variety of

environments and since they could be found in nearly
each layer of the earth and widely spread in the
ecosystem, the fungi have always been a point of interest
for researchers.

Although many previous studies have been
conducted on the isolation and identification of
halotolerant/halophilic fungi, the first comprehensive
study suggesting that fungi are active members of
hypersaline environments was carried out by Gunde-
Cimerman et al. (2000). Previously Cronin and Post
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(1977) have studied on the isolation and description of a
halophilic filamentous fungus Cladosporium sp. from the
Great Salt Lake, Utah, a hypersaline lake. In addition the
isolation and identification of three fungal species from
Dead Sea water samples carried out by Buchalo et al.
(1998) is noteworthy. Many halotolerant/halophilic fungi
isolated from various sources such as salted food, sea
water and arid soils have been reported (Andrews and
Pitt, 1987; Asan, 2004). The fungi, which are capable of
developing in low water activity (aw), have also been
isolated from foods with high levels of salt or sugar as
preservatives. Although they have being considered as
food contaminants halotolerant/halophilic fungi have
been discovered in hypersaline environments studied
around the world (Gunde-Cimerman et al., 2009).

Natural salty lakes, solar salterns, salty drainage
waters, seashore and wellsprings located within salt
deposits underground are common hypersaline,
thalassohaline/athalassohaline waters. Examples of such
environments comprehensively examined in terms of
fungal diversity are the well-recognized Great Salt Lake
in Utah, the Cabo Rojo Solar Salterns set on the
southwest coast of Puerto Rico and Dead Sea in Israel
(Cronin and Post, 1977; Kis-Papo et al., 2001; Kis-Papo
et al., 2003; Nazareth et al., 2012). Studies to date have
shown that halotolerant/halophilic fungi are a component
of microbial populations in hypersaline environments.

The Tuz Lake (Turkey), a Special Environmental
Protection Area (SEPA), is amongst the most saline lakes
in the world after Dead Sea. All of the lake surface and
surrounding include waterbeds and some of the important
neighboring steppe areas. The area is a unique
ecosystem in terms of natural life in Turkey. The
emergence of a rich plant and microbial diversity in the
Salt Lake and its basin is the result of arid and extreme
salty conditions. 279 plant species and 120 halophylic
bacteria have been reported in the Tuz Lake ecosystem
(UNESCO). So far, the Tuz Lake microbiota has mainly
been studied in terms of prokaryotic diversity (Birbir et al.,
2007; Mutlu et al.,, 2008). There are few studies
supporting the Tuz Lake mycobiota, and most of them are
on soil-borne fungi and include fungal species isolated for
biotechnological use.

The aim of this study is to characterize the
spatiotemporal species composition of the fungal
community of the Tuz Lake and for this purpose it has
been investigated whether the diversity and composition
of fungal communities varies in the saltpans and brine of
Tuz Lake. Another aim of the research has been to

determine the significance of salt in the medium used for
the isolation of microfungi from hypersaline environments.
In addition, the frequency and relative abundances of the
isolated microfungi have been calculated and the fungal
diversity in the Tuz Lake has been evaluated through the
Simpson and Shannon biodiversity.

Material and Metod

Site description: The Tuz Lake, second largest in

Turkey, is about 1.831 km? and is located between the
borders of three cities, Ankara, Aksaray, and Konya. It lies
at an altitude of 905 m above the sea level. It is a shallow
lake with a tectonic origin whose depth is below 0.5 m.
While most of the lake is completely dry in summer, its
size changes with a maximum depth of 1.5 m in spring
(Dengiz et al., 2010) (Fig 1).
Although salinity levels change with regard to seasonal
fluctuations, the water of the lake is extremely saline with
a salt content of 32%. The lake and its surroundings cover
approximately 70% of the annual salt demand of Turkey
and have a large share in salt exports (Dengiz et al.,
2010).

Sampling, isolation and enumeration of fungi:
The water samples were compositely taken from three
main stations, Kayacik, Yavgsan and Kaldirim salterns, at
Tuz Lake in June, November 2012 and February, May
2013. For each station, the water samples were taken
from the salterns (Saltern Water-SW) and the lake (Lake
Water-LW) (Fig 1). All the samples taken have been
analyzed in terms of such variables as temperature (°C),
pH, and salinity (%) (Table 1).

To isolate and enumerate the fungal species from
water, 20 ml of each sample has been filtered through the
sterile Cellulose Nitrate Membrane Filters (pore size
0.45um, @ 47 mm Sartorius) and placed onto the Petri
plates containing DRBC (aw 1.0) and DRBC17
(DRBC+17% NaCl, aw 0.89) media with chloramphenicol
(100 mg/L) (King Jr et al., 1979). For DRBC17 medium,
untreated salt harvested from the Tuz Lake salterns has
been used. The plates have been incubated for 5 weeks
at 25°C. Fungal colony forming units (CFUs) were
counted on 3rd, 5th, 7th, 14th and 30th days of
incubation, and subcultures were made of all of the
morphologically distinct colonies from each sample on
Malt Extract Agar (Merck) slants and kept at 4°C.
Individual pure strains have been deposited in the culture
collection of the Department of Biology, Eskisehir
Osmangazi University (Turkey).
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Figure 1. Tuz Lake and the stations (Kaldirirm, Kayacik and Yavsan Salterns

Identification of fungi: For identification Potato
Dextrose Agar (PDA), Czapek-Dox agar (CZ), Czapek
Yeast autolysate Agar (CYA), 25% Glycerol Nitrate agar
(G25N) and Malt Extract Agar (MEA) media have been
used. Identifications of fungal specimens have been
based on their micro and macro morphologies and upper

and lower surface colorations on CYA, CY20S, CZ,
G25N, MEA and PDA. Genus identifications have been
carried out following Barnett and Hunter (1999) and the
identifications of species have been executed complying
with related literatures (Ellis, 1965; Klich, 2002; Pitt, 1979;
Pitt and Hocking, 2009; Samson et al., 2004a).

Table 1. Analyzed environmental variables for each station in the Tuz Lake. The saltern number refer to Fig 1.

Temp. (°C) pH Salinity (%) :
Salterns Samples type SU/EA/WI/SP SU/EA/WI/SP SU/EA/WI/SP Coordinates
1| Saltpan water | 26/12/5/27 | 6.18/7.13/7.75/7.78 | 30/28/26/28 | So.a0o0-> N
33°25'34.83"E
Kayacik 38°50'12.95"N
2 | Lake water 26/12/5/27 | 5.94/7.15/7.71/7.59 | 33/29/26/28 33°24'14.05"E
3 | Saltpan water 28/13/5/29 | 6.36/7.25/7.79/7.69 | 30/28/25/29 38059,58'41,,'\'
33°24'06.25"E
aldimm 39°02'59.08"N
4 | Lake water 30/12/6/29 | 6.40/7.18/7.64/7.66 | 28/28/26/28 3309342 04"E
5 | Saltpan water 29/20/7/28 | 6.50/7.35/7.62/7.79 | 28/27/25/28 38045,50'38"'\'
Yavsan 33°10'27.33"E
38°47'07.42"N
6 | Lake water 30/20/6/28 | 6.36/7.32/7.97/7.76 | 30/29/20/28 33°12'09.06"E

SU, Summer; FA, Fall; WI, Winter; SP, Spring

Water samples of three aliquots have been filtered
in parallel and the average number of colonies has been
calculated as CFUs/100ml. Water activities of the media
have been determined using the water activity meter
(Aqualab, Decagon Devices, USA).

After all these processes, their identity has been
confirmed using the analysis of internal transcribed
spacer regions (ITSland ITS2) of the ribosomal DNA
operon (including the 5.8S gene) of the filamentous fungi.
For the molecular study all isolates have been grown in
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Malt Extract broth (Merck) of 2 mL of in 15 mL tubes and

incubated at 25°C for 7 days in darkness. (Samson et al.,
2004b). Genomic DNA of selected pure cultures has been
extracted using CTAB following the related protocol
(Graham et al., 1994; Murray and Thompson, 1980). The
extracted DNAs have been stored at -20°C in a freezer.
ITS region has been amplified with the universal primers
forward ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCG G-3') and
reverse ITS4  (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
(White et al., 1990). Purification and sequencing analyses
of amplicons have been performed by BMLabosis
(Ankara, Turkey). The sequences were compared with
those deposited in the NCBI GenBank Database via
BLAST searches (Altschul et al., 1997,
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). The closest Blast
results are reported for each taxon.

For phylogenetic analysis, the sequence
alignments were performed using the Muscle in MEGA X
(Kumar et al., 2018) software package, together with the
other sequences of morphologically and phylogenetically
related species that were obtained from NCBI GenBank.
The evolutionary history was inferred by using the
Maximum Likelihood method and Tamura-Nei model
(Tamura and Nei, 1993) with 1000 bootstrap replications.
Allomyces arbusculus HQ888729 (Not listed species on
"The Checklist of Fungi of Turkey") was used as the out-
group. The obtained sequence data have been deposited
in GenBank with accession numbers (Table 2).

Data analysis: For each microfungus species, the
frequency of occurrence (%) and relative abundance (%)
have been calculated. The frequency of occurrence of
fungi has been artificially grouped according to the
percentage occurrence of fungi as very frequent (>20%),
frequent (10-20%), and infrequent (<10%) (Maria and
Sridhar, 2003; Sarma and Hyde, 2001).

The diversity of fungi at stations has been
assessed based on two diversity indices, Simpson and
Shannon. Being one of the most common methods,
Simpson’s Indice use the relative abundance of different
species to estimate the diversity. Another index is the
Shannon-Wiener Diversity index (H) that is commonly
used to characterize species diversity in a community.
The Shannon Index gives a value between 0 and 5.
However, the results between 1.5 and 3.5 are considered
as statistically significant. If the result of the calculation is
closer to 5, it is inferred that the diversity is high
(Magurran, 2013).

Results
In order to represent the Tuz Lake, a total of 24 water

samples have been taken seasonally both from the three
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saltpans and the lake. During the year, the temperature
was between 5°C and 30°C. The average temperature
was 28°C in summer, 15°C in the autumn, 5.5°C in winter
and 28°C in spring. The pHs of the water samples at the
stations were between 5.94 and 7.97. The mean pH
(6.29) in summer was lower than those in autumn, winter,
and spring (7.23, 7.74, 7.71), respectively. Salinity at the
locations where the water samples were taken ranged
between 20% and 30% according to the seasons and
sampling points. The rate of salinity especially at the first
station, reached a remarkable point of 33% in summer.
The average pH, temperature and salinity of water
samples have been presented in Table 1.

Enumeration and identification of fungi: With
the culture-dependent counting method, fungal isolates
have been enumerated and isolated using two different
media having low (DRBC17, aw 0.89) and high water
activity (DRBC aw 1.0). Then the dynamics of microfungi
inhabited in hypersaline waters have been estimated.
During isolation from water samples of the fungal species,
when 20 ml of each sample has been filtered, optimal
distribution of colonies on medium in petri dishes after
incubation has been observed.

In this research, a total of 2486 fungal isolates have
been recovered from 24 water samples using DRBC and
DRBC17 media. While 79 % of these fungal isolates has
been isolated from the DRBC, 21% of isolates has been
recovered from the DRBCL17 plates. For all samples, the
CFU numbers on DRBC17 medium have been
significantly lower than that of on the DRBC. The CFU
numbers obtained on both media have reached the
highest numbers in summer (195 CFUs/100ml LW on
DRBC; 69 CFUs/100 ml LW on DRBC17). The mean
colony numbers have been 68 CFUs/100ml and 21
CFUs/100ml for saltpan water on DRBC and DRBC17,
respectively. The mean colony numbers for lake water 86
CFUs/100 ml and 21 CFUs/100ml on DRBC and DRBC17
medium, respectively (Fig 2).

Distribution of fungi identified, based on seasons
and stations, has been organized by alphabetic order and
presented in Table 2. While 52 different species
belonging to 19 genera have been isolated on DRBC
medium 28 different species belonging to 11 genera on
DRBC17 have been isolated. Within the isolation process
with DRBC and DRBC17 media, 54 different species in
total belonging to 21 genera have been isolated. The
discovered species have distributed among nine ordo:
Hypocreales Lindau (3 spp), Pleosporales Luttr. ex M.E.
Barr (15 spp), Xylariales Nannf. (3 spp), Eurotiales G.W.
Martin ex Benny and Kimbr (24 spp), Capnodiales Woron
(5 spp), Dothideales Lindau (2 spp), Mucorales Fr. (1 sp),
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Sordariales Chadef. ex D. Hawksw. and O.E. Erikss (1

sp). The genera according to species diversity,
Penicillium (15 spp), Aspergillus (8 spp), Alternaria (8
spp), Cladosporium (5 spp) and Arthrinium (2 spp) have
been represented by more than one species. However,
Acremonium, Beauveria, Botrytis, Chalastospora,
Curvularia, Epicoccum, Fusarium, Leptospora, Mucor,

Ekim(2021)12(2) 94-107

Nigrospora, Phoma, Pringsheimia, Pithomyces, Sordaria,
Stemphylium, and Talaromyces genera have been
represented by one species. Using their morphological
characteristics as well as ITS data, the isolates have been
identified to species level, and only sequence matches
above 98.5% have been regarded as meaningful. The
phylogenetic tree created is presented in Figure 3.

an number of colony CFUs/100 mi

< -
S
2 < Q;})
S
Summer|Summer Winter | Winter | Spring | Spring
S SW LW Fall SW|Fall LW SW LW SW LW
Z1DRBC17| 26 28 10 17 28 31 20 8
mDRBC 100 140 63 96 40 45 69 61

Figure 2. The mean number of colony of fungi seasonally isolated from Saltpan Water (SW) samples and Lake Water
(LW) samples of Tuz Lake.

Dinamics of Fungal Population: The estimates
for DRBC medium have showed that a total of 20 species
including Alternaria infectoria E.G. Simmons (MesekUf(),
A. tenuissima (Nees) Wiltshire (Narinkf), Arthrinium
arundinis (Corda) Dyko and B. Sutton (Saz kdtlesi),
Aspergillus flavus Link (Cibil asper), A. chevalieri
(Mangin) Thom. and Church (Bey asper), A. neoniveus
Samson, S.W. Peterson, Frisvad and Varga (Akc¢a asper),
A. repens (Corda) Sacc (Vuran asper), Cladosporium
cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries (Karakokkuft), C.
herbarum (Pers.) Link (Yayginkurutan), C.
sphaerospermum Penz. (Glllekurutan), C. uredinicola
Speg. (Heybekurutan), Curvularia inaequalis (Shear)
Boedijn (Cok egiksispor), Penicillium atrovenetum G. Sm.
(Kiro penisilyum), P. brevicompactum Dierckx (Saglam
penisilyum), P. citrinum Thom (Limon penisilyum), P.
commune Thom (Zonlu penisilyum), P. solitum Westling
(Bir  penisilyum), P. decumbens Thom (Sabun
penisilyum), P. hordei Stolk (Arpa penisilyum), and P.
polonicum K.W. Zalessky (Leh penisilyum) have been
very frequent (>20%). In DRBCL17, total of 7 species

including A. amstelodami (Mangin L.) Thom and Church
(El asperi), A. flavus, A. repens, C. sphaerospermum, P.
commune, P. polonicum, and Mucor racemosus Fresen.
(Salkimkuf) have showed very frequent occurrence. The
species with very frequent occurrence for both media
were A. flavus, A. repens, C. sphaerospermum, and P.
polonicum.

The species with frequencies of occurrence higher
than 20% in both medium and also with high abundance
in DRBC17 have been A. repens (21.23%), C.
sphaerospermum (9.72%), and A. flavus (9.52%).
Whereas the frequent ones in DRBC have been C.
cladosporioides (15.05%) P. commune (9.34%), P.
polonicum (7.71%), and C. sphaerospermum (4.51%).
Interestingly, A. amstelodami has only been isolated in
DRBC17 and has been the species that has showed both
very frequent occurrence (>20%) and high abundance
(9.13%) (Table 2 and Fig 4). It has been isolated from the
samples of saltpan and lake water of two stations in
autumn and winter.
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Table 2. Dynamics of the fungal taxa isolated from three salterns at Tuz Lake /(on two media DRBC and DRBC17).
Frequency of occurance ***very frequent /(>20%), **frequent /(10-20%), and *infrequent /(<10%)

Relative abundance (%)
/Frequency of occurance (*)

Taxa

NCBI

ACCESSION DRBC DRBC17
Acremonium potronii Vuill. (X) KY458479 - 0.60 /(*)
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (Astimkufi) KY439023 2.12 /(*%) 0.99 /(*)
A. arborescens E.G. Simmons (Taskufi) KY458470 0.49 /(*) -
A. brassicae (Berk.) Sacc. (Lahanakufi) 1.52 /(*) -
/(A):)COHSOI’tIahS /(Thim.) J.W. Groves and S. Hughes KY 458467 1.88 /() :
A. infectoria KY458469 1.41 /() 1.19/(*)
A. tenuissima KY439017 1.41 /(***) 0.20 /(*)
A. tellustris (E.G. Simmons) Woudenb. and Crous (x) KY439021 0.27 /(**) -
A. phragmospora Emden (x) KY458487 0.16 /(*) -
Arthrinium arundinis KY458464 1.20 /(***) 0.99 /(**)
A. phaeospermum (Corda) M.B. Ellis (Odun kutlesi) KY439016 0.87 /(**) -
Aspergillus alliaceus Thom and Church (Tembel 0.60 /(**

.60 /(**) -

asper)
A. amstelodami KY439027 - 9.13 /(***)
A. chevalieri KY439032 2.55 /(***) 0.99 /(**)
A. flavus KY458486 4.24 /(***) 9.52 /(***)
A. nidulans (Eidam) G. Winter (Ciplak asper) KY439029 0.05 /(*) -
A. neoniveus KY439030 2.01 /(***) 0.40 /(*)
A. penicillioides Speg. (Carpik asper) KY458475 0.11 /(*) 1.98 /(*)
A. repens. 0.38 /(***) 21.23 /(***)
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Bocekkifi) KY439035 0.16 /(*) -
Botrytis cinerea Pers (Kursunikuf) KY439019 0.11/(*) -
Chalastospora gosspii E.G. Simmons (incekatar) KYA458477 0.38 /(**) 0.99 /(*)
Cladosporium cladosporioides KY458490 15.05/(***) 2.38 /(**)
C. herbarum KY458497 4.35 [(***) -
C. ossifragi (Rostr.) U. Braun and K. Schub. (x) KY458493 5.98 /(**) 6.75 /(*)
C. sphaerospermum KY458492 4.51 /(***) 9.72 /(***)
C. uredinicola KY439020 1.09 /(***) -
Curvularia inaequalis KY439028 2.55 [(***) -
Epicoccum sp. Link (Boyalikiif) KY458494 0.65 /(**) 0.20 /(*)
Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex 1.30 /(*¥) i
Gerlach and Nirenberg (Delik solduran) '
Leptospora galii N.L. de Silva and K.D. Hyde (X) KY458465 0.38 /(*) -
Mucor racemosus KY458466 0.43 /(**) 2.58 /(***)
Nigrospora oryzae (Berk. and Broome) Petch (Celtik KY 458482 0.05 /(*) :
karasporu) I
Penicillium atrovenetum KY439033 2.23 [(***) 4.96 /(**)
P. aurantiogriseum Dierckx (Cok penisilyum) KY439026 0.16 /(*) -
P. brevicompactum KY439015 0.76 /(***) 1.98 /(*)
P. canescens Sopp (Verimli penisilyum) KY458474 0.49 /(**) -
P. citrinum KY439022 7.50 /(***) 8.53 /(**)
P. commune KY458471 9.34 /(***) 2.58 /(***)
P. solitum 3.20 /(***) 2.78 /(%)
P. decumbens KY458484 2.66 /(***) -
P. expansum Link (Genis penisilyum) KY439037 0.33 /(**) -
P. granulatum Bainier (Yamuk penisilyum) KY439025 0.87 /(**) 0.20 /(*)
P. hordei KY458472 0.49 /(***) 0.99 /(*)
P. nalgiovense Laxa (Bolsulu penisilyum) KY439024 0.05 /(*) 0.99 /(*)
P. polonicum KY458478 7.71 [(**%) 4.96 /(***)
P. raistrickii G. Sm. (PUturll penisilyum) KY439018 0.54 /(**) 0.60 /(*)
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Relative abundance (%)
/Frequency of occurance (*)

Taxa
NCBI
ACCESSION DRBC DRBC17

P. spinulosum Thom (Igneli penisilyum) KY439036 0.22 /(**) 0.40 /(*)
Pleospora bjoerlingii Byford (GOmukom{r) 0.76 /(*) 0.40 /(*)
Pseudopithomyces chartarum (Berk. and M.A. .
Curtis) Jin F. Li, Ariyaw. and K.D. Hyde (Beneklikuf) KY458473 0.11/¢) i
Pringsheimia euphorbia Froid. (x) KY458476 0.05 /(*) -
Sordaria sp. Ces. and De Not. (Kenekdf) KY458496 2.01/(*) -
Stemphylium solani G.F. Weber (Kt durusefil) KY458468 0.76 /(**) 0.60 /(*)
Talaromyces flavus (Kldcker) Stolk and Samson 0.22 J(*

L7 22 /(%) -
(Sar1 stupulrgen)
Unidentified isolates 2.17 -

(X) Not listed species on "The Checklist of Fungi of Turkey" (Guner et al., 2020)
The species names have been updated according to the indexfungorum.org website (Index Fungorum, 2021)

The tree with the highest log likelihood (-20250.71)
is shown. The percentage of trees in which the associated
taxa clustered together is shown next to the branches.
Initial tree(s) for the heuristic search were obtained
automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ
algorithms to a matrix of pairwise distances estimated
using the Tamura-Nei model, and then selecting the
topology with superior log likelihood value. The tree is
drawn to scale, with branch lengths measured in the
number of substitutions per site. This analysis involved
100 nucleotide sequences. There were a total of 1916
positions in the final dataset.

The number of species in the stations have varied
from 26 to 32 on DRBC, while on DRBC17 has showed a
lower number between 7-17. The values of Simpson
Diversity Index and Shannon Diversity Index have varied
between 0.653 and 0.908, 1.370 and 2.721 respectively.
According to these indexes, no significant difference has
been observed in Tuz Lake salterns and lake water in
terms of diversity (Table 3).

Discussions

The oceans are the largest bodies of saline water
on earth with average salinities of 3.5 % (35 g/L, 0.6 M).
Hypersaline environments, denoted thalassohalines, are
similar to sea water in terms of salt composition but they
have a salinity of 35%, which is 10 times higher than that
of seawater and this rate increases as a consequence of
evaporation of nearby seawaters or salt-water lakes
(DasSarma and DasSarma, 2012). In such waters
including Tuz Lake, sodium and potassium ions are
present at higher concentrations than calcium and

magnesium ions. Due to the high temperature in summer
as evaporation of seawater proceeds, the crystalline NaCl
ratio increases. As a result, sodium ions in water
decreases while chlorides of Mg, Ca, and K become
dominant and pH tends to be slightly acidic (Oren, 2016;
Uygun and Sen, 1978). This remarkable result supports
to the fact that the water samples collected in summer are
slightly acidic and close to saturated salinity (Table 1).

The fungi growing below aw 0.85 have been
characterized as xerophilic/halophilic (Pitt and Hocking,
2009). Therefore, we have used DRBC medium with high
salt concentration of salt (17% NaCl) for selective
isolation of halotolerant and halophilic fungi. Halotolerant
and halophilic fungi have been described as active
inhabitants of hypersaline environments. The mycobiota
that inhabit in these natural hypersaline environments
consists of phylogenetically unrelated halotolerant,
extremely halotolerant and halophilic fungi. Dominant
representatives are different species of black yeast-like
and related melanized fungi of the genus Cladosporium,
different species belonging to the genus Aspergillus and
Penicillium, some non-melanized yeast species and
Wallemia spp.(Gunde-Cimerman and Zalar, 2014). So
far, the presence of these fungi in different salterns and
salt lakes around the world has been reported. Tuz Lake,
which are among the few salt lakes in the world, have not
been the subject of a detailed study which is carried out
to determine the fungal biodiversity so far. Within the
scope of this study, the fungal species that are isolated
from saltpans and lake water samples seasonally taken
are given in Table 2.
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Figure 3. Best-scoring maximum likelihood tree based on ITS sequences of isolates showing the relationships of the
newly generated sequences in this study with previously known taxa in the NCBI GenBank. The tree is rooted with
Allomyces arbusculus (HQ888729) (bootstrap 1000).

The fact that most of the species isolated using
DRBC medium have not followed a consistent spatial or
temporal pattern indicates that most species are not
unique to Tuz Lake brine. However, it is throught that
species that have been isolated during at least three
seasons and have a high frequency of occurrence are
probably specific to Tuz Lake. These were A. infectoria,
A. tenuissima, A. flavus, C. cladosporioides, C. herbarum,
C. sphaerospermum, C. uredinicola, Curvularia
inaequalis, P. atrovenetum, P. citrinum, P. commune, P.
solitum, P. hordei, and P. polonicum. The species isolated
using DRBC17 medium are A. amstelodami, A. flavus, A.
repens, P. commune, P. polonicum and M. racemosus
and they all have been followed by a consistent spatial
and temporal pattern (Table 2).

Some of the non-prominent species in DRBC are
actually the species inhabiting in the Tuz Lake and some
of them have been supported by the data obtained with
DRBC17. For example, A. potronii and A. amstelodami
(previously known as Eurotium amstelodami) have only
been isolated on DRBC17 medium. A. potronii seems to

be an external contamination because of its low
frequency of occurrence (<10%). However, the growth of
Acremonium species in DRBC17 medium and the fact
that it has been previously reported to be a natural
members of hypersaline waters reveal that it is not an
external contamination (Cantrell and Baez-Félix, 2010;
Cantrell et al., 2013).

Aspergillus, Penicillum and Talaromyces are
diverse genera which belong to the Order Eurotiales and
contain a large number of species possessing a
worldwide distribution and a huge range of ecological
habitats. Some members are able to grow in extreme
environments such as those with high/low temperatures,
high salt/sugar concentrations, low acidities or low
oxygen levels (Tsang et al., 2018). Aspergillus section
Restricti together with sister section Aspergillus (formerly
Eurotium) comprises xerophilic species, that are able to
grow on substrates with low water activity and in extreme
environments (Sklenér et al., 2017). Butinar et al. (2005b)
have reported that A. amstelodami was detected most
consistently, at salinities above 17% NaCl. The fact that
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A. amstelodami was isolated in high frequency (> 20%)
using DRBC17 (aw 0.89) medium rather than in salt-free
DRBC medium according to the results of present study
supports its salt requirement or low water activity
demand. In addition, the same study has reported that A.
repens (formerly Eurotium repens) and A. herbariorum
(formerly E. herbariorum), A. rubrum (formerly E. rubrum),
A. chevalieri (formerly E. chevalieri) have repeatedly been
isolated in a mycodiversity study of hypersaline waters

(Butinar, et al., 2005b). A. chevalieri and A. repens have
been isolated from Tuz Lake with both media but A.
repens have been found to have higher frequency (>
20%) and abundance (21.23%) in DRBC17 than in DRBC
medium. As seen in A. amstelodami and A. repens, the
use of selective media with high salt concentration or low
water activity (17%, aw 0.89) in fungal isolations is
effective in detecting fungal diversity.

DRBC
P. citrinum P. commune
P. polonicum
Cladosporium spp. Penicillium
. Spp.

C. cladosporioides

Other
genera
total

Alternaria spp.

Aspergillus spp.

Penicillium (36.35%), Cladosporium (30.98%),
Aspergillus (9.94%), and Alternaria (9.26%)

Cladosporium spp.

C. sphaerospermum

A. repens

DRBC17

P. poplonicum Penicillium spp.

P. citrinum P. atrovenetum

P. commune

Vs Other
‘ nera total
Alternaria

b spp.

Aspergillus
spp.

A. amstelodami

A. flavus

Aspergillus (43.25%), Penicillium (28.97%),
Cladosporium (18.85%), and Alternaria (2.38%)

Figure 4. The abundances of dominant fungal taxa isolated from Tuz Lake on DRBC and DRBC17.

Other Aspergillus species isolated from Tuz Lake
salterns and lake water have been A. alliaceus, A. flavus,
A. nidulans (formerly Emericella nidulans), A. neoniveus,
A. penicillioides. Among them, A. flavus has same
frequency of occurrence in both medium while it has been
isolated at higher abundance (9.52%) in the medium with
low water activity (DRBC17). The others have formed
only a small number of colonies on DRBC medium or on
both media at low frequency (Table 2). A. penicillioides

has been found only in autumn with low frequency of
occurrence and rarity (0.11% on DRBC and 1.98% on
DRBC17). It is a true halophile, present in polyhaline
systems, and in different geographical locations
(Nazareth and Gonsalves, 2014a). It has been found in
diverse habitats with low aw, such as the Dead Sea, solar
salterns, mangroves, estuary (Ali et al., 2013; Gonsalves
etal., 2012; Nayak et al., 2012; Nazareth and Gonsalves,
2014b).

Table 3. Diversity parameters of the microfungi isolated from water samples on DRBC and DRBC17 media.

STATION NAME

Indices KAY-SW KAY-LW KAL-SW KAL-LW YAV-SW YAV-LW
(S) 31 27 32 29 27 26
O (n) 337 366 270 416 223 244
@ Simpson 0.901 0.890 0.879 0.856 0.877 0.824
O  Shannon 2.721 2.656 2.680 2.503 2.500 2.367
Evenness 0.49 0.53 0.46 0.42 0.45 0.41
- (S 14 11 7 17 7 10
o () 168 141 59 74 24 36
m Simpson 0.865 0.792 0.653 0.908 0.816 0.838
DDf Shannon 2.221 1.843 1.370 2.558 1.813 2.038
Evenness 0.66 0.57 0.56 0.76 0.88 0.77
(S): Number of Taxa, (n) Total number of Individuals, KAY: Kayacik, KAL:Kaldirim, YAV:Yavsan Salterns, SW: Saltpan Water,

LW: Lake Water
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In addition to Aspergillus spp., the Penicillium
species have been isolated most frequently from diverse
polar ecological niches to various saline environments
(Gunde-Cimerman et al., 2005). In this study, fifteen
different species of the genus Penicillium have been
identified by being isolated from saltpans and Tuz Lake
water samples. Among them, P. atrovenetum, P.
brevicompactum, P. citrinum, P. commune, P. solitum, P.
granulatum, P. hordei, P. nalgiovense, P. polonicum, P.
raistrickii, and P. spinulosum have been isolated in both
media. The other species have developed only a small
number of colonies on DRBC medium at low frequency
(Table 2). P. decumbens has been isolated only in DRBC
at high frequency of occurrence (> 20%) and abundance
(2.66%). Among the species with high frequency of
occurrence (> 20%), P. commune (9. %), P. polonicum
(7.71%) and P. citrinum (7.50%) have been the leading
species in terms of abundance. Most of Penicillium
species isolated from Tuz Lake, primarily P.
brevicompactum, P. citrinum, P. solitum and P.
decumbens have been reported in various saline
environments (Cantrell et al.,, 2006; Gonsalves et al.,
2012; Gunde-Cimerman et al., 2009).

An important group of extremophilic fungi within
Capnodiales are members of the genus Cladosporium.
The halophilic and halotolerant mycobiota from
hypersaline aqueous habitats worldwide frequently
contain these fungi (Butinar et al.,, 2005a; Gunde-
Cimerman et al., 2000; Zalar et al., 2007). Five species
belonging to the genus Cladosporium, which are reported
as dominant representatives of the hypersaline
environments, have been isolated from the Tuz Lake. C.
cladosporioides, C. sphaerospermum, and C. herbarum
have been found as prominent species in terms of
frequency of occurrence (>20% for all) and abundance
(15.05%, 4.51%, 4.35% respectively) in DRBC medium
(Table 2). In contrast to the salt-free medium (DRBC), the
abundance of C. sphaerospermum (9.72%) in the
medium containing 17% salt (DRBC17) has been higher
than that of C. cladosporioides. This is noteworthy,
Hocking et al. (1994) have reported that C.
cladosporioides and C. sphaerospermum have
germinated at a minimum aw of 0.815. C.
sphaerospermum have also grown at this aw, but
germinating conidia of C. cladosporioides have not
produce microcolonies. Although it has been reported
from various habitats including osmotically stress-free
niches, this apparent osmotolerance supports that C.
spherospermum prefers osmotic stressed environments

and therefore, it could be inferred that it is a permanent
member of the hypersaline environments. A similar
situation could be said for C. ossifragi, although its
frequency of occurrence and relative abundance in DRBC
(<10-20%, 5.98% respectively) and DRBC17 medium
(<10%, 6.75% respectively) are not high.

Three of the eight Alternaria spp. isolated in this
study, A. alternata, A. infectoria, and A. tenuissima, have
grown on both media. Although their relative abundance
and frequency of occurrence are lower, the growth of
these three species in DRBC17 is a sign that they have a
tolerance against high salt concentrations. A. alternata is
the most frequently isolated species from hypersaline
environmens (Gunde-Cimerman et al., 2005; Ozgok and
ilhan, 2020) and it has been discovered in various saline
environments including in hypersaline stream water in
Romaénia (Diguta et al., 2018). In addition to Alternaria
members, Chalastospora gosspii and Stemphylium solani
isolated from water samples within this study belong to
the three genera included in the Alternaria complex
(Woudenberg et al., 2013). They have a low frequency
and are rare species in water samples of Tuz Lake.

Diversity index values showed that fungal diversity
is high in Tuz Lake saltpans and lake water and species
that cause diversity between stations were quite different
species.

In this study, we have determined the fungus
species found in the Tuz Lake water and salterns which
represents one of the extreme environments believed to
be too harsh for the growth of fungi. Our results support
the fact that such organisms can survive in extreme
environments with low water activity, high salt
concentration, and UV light from the sun, and the results
obtained in this study generally comply with those of
similar studies of fungi isolated from different hypersaline
environments.

This study has showed that the mycobiota of the
Tuz Lake has a high diversity and that the majority of the
isolated species are permanent members of the saline
environments. It has been found out that the adapted
species to the hypersaline environments belonged to the
genus Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, and
Alternaria. The species highly represented in the
mycobiota of the Tuz Lake are P. citrinum, P. polonicum,
P. atrovenetum, P. commune, A. repens, A. amstelodami,
A. flavus, C. sphaerospermum, C. cladosporioides, and
A. alternata.

Some of the filamentous fungi species which
contaminated by environmental sources constitute the
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temporary inhabitants of Tuz G6lu and they survive for
short periods in salt water. On the other hand, it is
becoming increasingly clear that Tuz Lake has an
indigenous mycobiota that has adapted to long-term
survival and possibly even vegetative growth under
specific conditions. The species that are isolated
repeatedly in every season and in different locations, in
other words, are the species with a high spatiotemporal
distribution and adapted best to the harsh conditions of
the lake. Studies on salt tolerance and genetic structure
on these species will contribute to the understanding of
true inhabitants.

The fungal diversity of hypersaline environments

modern techniques. Therefore, in the identification of
fungal isolates obtained with culture-dependent
approach, the use of molecular techniques has been
complementary in cases where the traditional methods
are insufficient. Furthermore, it has been revealed that the
use of selective media with different salt concentration in
fungal isolations is effective in detecting fungal diversity.
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Abstract: This study was conducted on macrofungus samples collected in Hakkari-
Semdinli and Yiksekova districts in 2014. According to field and laboratory data Leratiomyces
percevalii (Berk. & Broome) Bridge & Spooner species which was identified for the first time in
Turkey and added to the macromycota database of our country as new record. Thus, the number
of species belonging to the genus in our country has increased to two. A short description of the
species is given along with macroscopic and microscopic pictures.

Key words: Basidiomycota, Agaricales, Leratiomyces percevalii, Hakkari

Leratiomyces percevalii, Turkiye Mikobiotasi i¢in Yeni Bir Kayit

Oz: Bu galisma 2014 yilinda Hakkari-Semdinli ve Yiiksekova ilgelerinde toplanan
makrofungus drnekleri Gzerinde yapilmistir. Arazi ve laboratuvar verilerine gore teshisi yapilan
Leratiomyces percevalii (Berk. & Broome) Bridge & Spooner turi Turkiye'den ilk kez belirlenmisg
ve Ulke Makromikota veritabanina yeni kayit olarak ilave edilmistir. Béylece Ulkemizdeki cinse ait
tur sayisi ikiye gikmistir. Ttriin makroskobik ve mikroskobik resimleri ile birlikte kisa deskripsiyonu
verilmigtir.

Anahtar kelimeler: Basidiomycota, Agaricales, Leratiomyces percevalii, Hakkari

Introduction

The agaric family Strophariaceae Singer & A.H.
Sm. includes dark-spored mushrooms inhabiting a wide
diversity of substrates, including litter, decaying wood,
mosses, dung, fields, pastures, gardens and swamps
(Singer 1986).

Until 2008, the species belonging to Leratiomyces
were Stropharia, Hypholoma, Psilocybe and Weraroa.

The name Leratiomyces Bresinsky & Manfr. Binder
was first proposed by Brensky and Binder (1998), and it
was thought that this name would replace the generic
name "Le Ratia" for the secondary mushrooms
Patouillard (1907) to present small mushrooms from New
Caledonia.

Later, Bridge et al. (2008) adopted the name
Leratiomyces by making changes in the identification of
the genus to describe the secotiaceous mushroom
species. However, it was not published under the name
Leratiomyces proposed by Brensky and Binder (1998).

As a result, the name issue was published as a
valid name by Redhead and McNeill (2008) by studying
all the features of the genus in detail.

Species of Leratiomyces are saprotrophic fungi
and found in soil, wood debris and decayed trees, as well
as plant debris, sandy soil and dry grassland habitats
(Noordeloos.2011; Ryman 2012).

Leratiomyces genera is represented by 13 species
worldwide and only one species L. squamosus (Pers.)
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Bridge & Spooner is determined in Turkey until now (Sesli
et al., 2020).

The number of Leratiomyces taxa present in
Turkey was recorded as single species according to
checklist of Turkish mycota (Sesli et al., 2020) and
research studies conducted in Turkey (Gungor et al.
2015; Acar et al 2017; Akata, 2017; Al et al., 2017;
Altuntas et al., 2017; Uzun et al., 2017; Akata et al., 2018;
Acar and Kalmer 2018; Acar et al., 2018; Dogan 2018;
Isik and Turkekul, 2018; Sadullahoglu and Demirel 2018;
Uzun and Kaya, 2018; Acar et al., 2019; Akata et al.,
2019; Dizkirici et al., 2019; Kalmer et al. 2019; Acar et al.
2021), and it was aimed to increase this number to 2
through findings obtained within the present study.

Material and Metod

During research in 2014, the samples which were
collected from Hakkéari province were identified by their
microscopic and macroscopic characters. Samples were
collected from the surface of the remnants of the woods
in the field. Basidiocarps were photographed in their
natural habitats then they were dug and carried to the
laboratory. Measurements for microscopic characters
(spores, basidia, pileipellis, hyphae and cheilocystidia)
were made by using a Leica DM500 research
microscope. Microscobic studies was conducted properly
by using surface matrix of the samples collected. All
measurements were done with a Leica EZ4 stereo
microscope with the Leica Application Suite (version
3.4.0) program. Fourty spores, 25 basidia and 25
cheilocystidia measurements were made from L.
percevalii for microscopic measurements. The
identification of the samples was performed with the help
of the relevant literature (Noordeloos, 1999; Bridge et al.,
2008; Noordeloos, 2011). The identified samples are kept
in the Fungarium of Yizincli Yil University, Science
Faculty, and Department of Biology.

Results

Brief description of L. percevalii, basidiomata photos and
microscopic photos of basidia, cheilocystidia and
pileipellis are provided as follows.

Ekim(2021)12(2)108-112

Leratiomyces percevalii (Berk. & Broome) Bridge &

Spooner
Syn:
Agaricus percevalii Berk. & Broome, Fungus percevalii
(Berk. & Broome) Kuntze,
Psilocybe percevalii (Berk. & Broome) P.D. Orton
Stropharia percevalii  (Berk. & Broome) Sacc.,
Stropholoma percevalii (Berk. & Broome) Ryman

Macroscopic and microscopic features

Pileus 35-75 mm, hemispherical or conical then
broadly convex or broadly bell-shaped, occasionally with
a wide umbo, at first with violently confused then on
deflexed or almost flatwise margin, viscid when young,
but this property is short-lived, honey yellow when young,
quickly turns yellowish, whitish, dirty olive color, lightly
pallid on drying to ochraceous brown at center, glabrous
or finely hairy in places, the edges carry white to pale
yellow velum remnants especially when young. Lamellae
adnate to subdecurrent, white, pale cream when young,
then with yellow-green, pinkish grey, dark purple from
ripening spores, grey-black, eventually deep violaceous
grey or violaceous brown, with white, fimbriate margin.
Stipe 50-120 x 3-9 mm, usually thinner towards the base
or cylindrical, infrequently with subbulbous at base, an
annular zone, darkened with falling spores, whitish,
reddish brown stains towards to base, usually hairy at
base, with distinct mycelial threads. Spores 11-17(19.5) x
6.7-9.5 um, smooth, brown, more or less ellipsoid, broadly
oblong to elongate in side-view, has an eccentric germ
pore. Basidia 22-36 x 7-12 um, hyaline, cylindrical to
subclavate, 4-spored, with clamp. Cheilocystidia 40-70 x
4-6(7) um, narrowly clavate to subcylindrical, flexuous.
Pileipellis two layered, suprapellis a 50-140 pm thick
ixocutis of radially arranged, cylindrical or slightly swollen
4-9 um, pigment pale yellowish brown (Figure 1).
Hakkari, district exit of Semdinli, on remnant of woods,
crek edge, 37° 18'419"N - 44° 33'522"E 1372 m,
24.10.2014, Acar. 418; - Yiksekova, Késkona village 37°
25'5624"N - 44° 09'431"E 1670 m, 26.10.2014, Acar. 545.
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Discussions

Leratiomyces is a genus represented by 13 species
in the world (Redhead and McNeill, 2008). Species
represented are L. atrovirens Bresinsky & Manfr. Binder,
L. ceres (Cooke & Massee) Spooner & Bridge, L.
coccineus (Massee & Wakef.) Bresinsky & Manfr. Binder,
L. cucullatus (Shope & Seaver) Beever & D.C. Park, L.
erythrocephalus (Tul. & C. Tul.) Beever & D.C. Park, L.
laetissimus (Hauskn. & Singer) Borov., J. Stfibrny,
Noordel., Gryndler & Obornik, L. magnivelaris (Peck)
Bridge & Spooner, L. percevalii (Berk. & Broome) Bridge

& Spooner, L. riparius (A.H. Sm.) Redhead, L. similis (Pat.
ex Sacc. & Trotter) Bresinsky & Manfr. Binder ex
Redhead & McNeill, L. smaragdinus Pat. ex Bresinsky &
Manfr. Binder, L. squamosus (Pers.) Bridge & Spooner
and L. tesquorum Adamcik & Vizzini. Leratiomyces
squamosus, the first species of Leratiomyces in our
country, was published by Akata et al., 2010 and Uzun et
al., 2017.

Leratiomyces percevalii is morphologically similar
to L. riparius but L. riparius is recognized by a cream-buff
cap, decorated with veil fragments when young and a
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slender, typically twisted stipe and it grows under aspens, Acknowledgement

cottonwoods and alders. The dimension of L. riparius This study was financially supported by Van
spores is 12-15 x 6-7.5 um (Kuo, 2009; Desjardin et al., Yuzuncid Yil University (Scientific Research Project
2015). Foundation, 2014-FBED122), Van, Turkey.

In this study, L. percevalii was identified as a new
record and so, the number of species in Turkey had risen
to 2.
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Oz: Aspergillus turlerinin bazilari ekonomik agidan énemli tarimsal Griinleri
kontamine ederek en yaygin gida bozulmalarina sebep olan mantarlardir. Bu tirler
ayrica insan sagligini tehdit eden karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etkilere sahip
mikotoksinleri Uretmektedirler. Tim bu nedenlerden dolayl Aspergillus turlerinin
kesin ve dogru tanimlamalari biylik énem tasimaktadir. Bu ¢alismada Misel Doku-
Polimeraz Zincir Reaksiyon (MD-PZR) temelli molekiler teknik gelistirilerek
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kalip olarak kullanilan genomik DNA basamagi
ortadan kaldiriimistir. Bu misel doku-PZR temelli molekiler tekniginin pahali ve 6zel
donanim gerektirmemesi, proteinaz K, RNAaz veya bagka enzimler gibi pahal
kimyasallara ihtiyag duyulmamasi, genomik DNA izolasyon islemleri sirasinda
fenol/kloroform gibi toksik kimyasallarin kullaniimamasi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Ayrica sivi kultdr ile misel Uretimine dayali klasik DNA ekstraksiyon
protokolleri zaman alicidir. Bu c¢alismada Aspergillus izolatlarinin molekuler
tanimlanmasi i¢in misel doku 6rnekleri kullanilarak iki farkli gen boélgesi (8-tubulin:
benA, Calmodulin: CaM) ¢ogaltiimistir. Daha sonra tim PZR Urinleri saflastirilip ve
dizi analizine gonderilmistir. Sekans analiz sonuglari biyoinformatik araglar
kullanilarak incelenmis ve izolatlar tir dizeyinde Aspergillus tubingensis (Divane
Asper) R. Mosseray olarak tanimlanmiglardir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, Kalmodulin Geni, Beta-Tubulin Geni,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Rapid, Accurate and Low-Cost Innovative Approach for Molecular
Identification of Aspergillus species

Abstract: Some of Aspergillus species are the most common food spoilage
fungi contaminating economically important agricultural products. They also produce
carcinogenic, teratogenic and mutagenic mycotoxins that threaten human health.
For all these reasons, precise and accurate identification of Aspergillus species is of
great importance. In this study, the Mycelium Tissue- Polymerase Chain Reaction
(MT-PCR) based molecular technique was developed and therefore the genomic
DNA isolation step which used as a template in the Polymerase Chain Reaction was
eliminated. The mycelium tissue PCR-based molecular technique has some
advantages. For example, it does not require expensive and specialized equipment,
not require expensive chemicals such as proteinase K, RNAse, other enzymes and
not use toxic chemicals such as fenol/kloroform during the process of DNA isolation.
The classic genomic DNA extraction procedure based on mycelium from liquid
cultivations is also relatively time-consuming. For molecular identification of
Aspergillus isolates were amplified two different gene regions (B-tubulin: benA,
Calmodulin: CaM) by using tissue samples in this study. Then, all PCR products
were purified and were sent to base sequence analysis. Sequence analysis results
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were examined using bioinformatic tools a
level as Aspergillus tubingensis R. Mosseray.
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nd the isolates were identified to species

Key words: Aspergillus, Calmodulin Gene, Beta-Tubulin Gene,

Polymerase Chain Reaction

Giris

Aspergillus section Nigri (AsN) grubu siyah
sporlara sahip oldugundan ‘black Aspergilli’ olarak
da adlandiriimaktadir. Bu filamentéz funguslarin
tanimlanmis pek ¢ok tiri bulunmaktadir; (Bladt
vd., 2013 ; Azeem vd., 2015; Fungaro vd., 2017,
Cabafies ve Bragulat, 2018). Bu tirler endistriyel,
tibbi, farmasoétik ve biyoteknolojik alanlarda
kullanim potansiyeline sahiptir. Ozellikle sitrik asit,
glukonik asit gibi organik asitlerin Uretiminde,
amilaz, lipaz gibi hidrolitik enzimlerin Uretiminde,
yiyecek fermentasyon proseslerinde, basta ila¢ ve
antibiyotikler olmak Uzere bir c¢ok sekonder
metabolitin Uretimlerinde kullaniimaktadirlar (Wani
vd., 2010; Varga vd., 2011; Priegnitz vd., 2015;
Costa vd., 2016).

Avantajli yoénlerinin yani sira bu suslarin gida
bozulmalarina neden olan ve insan sagligini tehdit
edecek mikotoksinleri  (okratoksin A, fumonisin
gibi) urettikleri bilinmektedir (Frisvad vd., 2007;
Frisvad vd., 2011; Frisvad, 2015; Frisvad vd., 2018;
Taniwaki vd., 2018). Aspergillus section Nigri
grubunun okratoksin A Ureten baslica tlrleri A.
carbonarius, A. niger olup, fumonisin Ureten tirleri:
Aspergillus niger aggregatlari, A. welwitschiae’ dir
(Frisvad vd., 2011; Mutlu-ingék ve Karbancioglu,
2015; Aerts vd., 2018; Cabanes ve Bragulat,
2018;Freire vd.,2018; Frisvad vd., 2018; von
Hertwig vd., 2018; Onami vd., 2018; Taniwaki vd.,
2018). Bu mikotoksinler karsinojenik, teratojenik ve
mutajenik etkiye sahip bilesikler olup; antikor
yanitini zayiflatma, kanin pihtilasma
mekanizmasini bozmakta, hiicre bagisiklik yanitini
azaltmakta ve immin sistemini zayiflatarak
paraziter, viral ve bakteriyal hastaliklara neden
olmaktadir (Monod vd., 2002; Gimis ve Yilmaz,
2006).

Tdm bu nedenlerden dolayr Aspergillus
section Nigri tlrlerinin tanimlanmasi oldukga
onemlidir. Bu amacla onceleri sadece morfolojik
yontemler kullanilarak tanimlanmaya calisiimistir.
Ancak Aspergillus section Nigri tirlerinin
morfolojilerinin benzer olmasi bu ybéntemi tek

basina kullanimini yetersiz kilmistir. Bu nedenle
morfolojik ydntemlerin yaninda kimyasal yéntemler
kullanilmaya baslanmistir (von Hertwig vd., 2018).
Kimyasal yontemlerin dezavantaji ise bu
filamentdz funguslara ait sekonder metabolitlerin
tek bir tur tarafindan  Uretiimemesinden
kaynaklanmaktadir. Ornegin  funalenone ve
tensidol A’nin her ikiside Aspergillus niger ve
Aspergillus tubingensis tarafindan Uretilmektedir
(Perrone vd., 2007; Nielsen vd., 2009; Lamboni
vd., 2016). Tum bu nedenlerden dolayl bu iki
yontemle es zamanli olarak, molekiler yontemler
Uzerine calisiimaya baslanmistir (Cabanes ve
Bragulat, 2018). Guniumuizde sonuglarin
dogrulugu ve kesinligi icin her G¢ ydntemi de
barindiran polifazik yaklagim Uzerine
odaklanilmigtir ~ (Aufauvre-Brown  vd., 1993;
Baquido vd., 2013; Lamboni vd., 2016; Decontardi
vd., 2018; Norlia vd., 2018).

Polifazik yaklagim ile filamentéz fungus
turlerinin tanimlanmasinda kullanilan molekiler
yontemlerde kalmodulin, B-tubulin, ITS, RPB2 gibi
korunmus gen bdlgelerinden yararlaniimaktadir
(Varga vd., 2011; Palumbo ve O’Keeffe, 2015;
Samson vd., 2014; Lamboni vd., 2016).

Molekiler tanimlama ydntemlerinde yer alan
basamaklar sirasiyla genomik DNA izolasyonu,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ¢alismalari ve
baz dizi analizi'dir. Bu basamaklar icerisinde yer
alan genomik DNA izolasyonu basamagi zaman
alici, maliyetli ve is gucu gerektiren bir islem olup
ginimizde molekller tanimlama ydntemlerinin
gelistirimesine ve alternatif ydntemlere ihtiyac
duyulmaktadir. Molekiler tanimlama amaciyla
yapilan calismalarda DNA izolasyonu igin
kullanilan ekipman ve sarf malzemelerin ylUksek bir
butce gerektirdigi goriimustir.

Bu calismada Misel Doku-Polimeraz Zincir
Reaksiyon (MD-PZR) temelli molekiler teknik
gelistirilerek Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kalip
olarak kullanilan genomik DNA izolasyonu
basamagi  ortadan  kaldinlmistir.  MD-PZR
calismalarina yonelik rutin bir PZR protokoli
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bulunmamasi sebebiyle dncelikle genomik DNA
izolasyonu yapilmis, daha sonra gradient PZR
denemeleri yapilarak PZR kosullarinin optimize
edilmesi yoluna gidilmigtir. Daha sonra bu kosullar
kullanilarak  Misel Doku PZR c¢alismalari
gerceklestiriimigtir.

Bu calismada, Aspergillus section Nigri
grubunun molekiler tanimlanmasi amaciyla Misel
Doku PZR (MD-PZR) protokolu/teknigi gelistirilerek
DNA izolasyonunun sebep oldugu zaman ve
maliyet kaybinin 6niine gecgilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Fungal izolatlarin aktivasyonu

Calismada kullanilan fungal izolatlar Ege
Universitesi  Biyomiihendislik ~ Bolimi  Kaltir
koleksiyonundan temin edilmigtir.

Aspergillus section Nigri grubunda yer alan
10 adet izolat ile Aspergillus brasiliensis turii Malt
Ekstrakt Agar (MEA)'a u¢ nokta ekimi yapilmistir.
Ekimi yapilan petrilerin 27°C 'de 3 gun silreyle
aktivasyonu gergeklestirilmistir. A. brasiliensis SYZ
13 turd PZR calismalarinda kontrol grubu olarak
kullaniimigtir.

Aktivasyon sonrasi %0,01 Tween 80
kullanilarak her bir izolata ait homojen spor
solisyonu hazirlanmigtir. Elde edilen spor
solusyonlarindan dogrudan %1 oraninda Malt
Ekstrakt Broth (MEB) besiyeri iceren erlenlere
aseptik kosullarda ekim yapilarak erlenler 27°C 'de
120 rpm hizindaki c¢alkalayici inkliibatérde 3 gun
boyunca inklibe edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu

MEB inkiilbasyon sonrasinda elde edilen
miseller aseptik  kosullarda filtrasyon ile
fermentasyon sivisindan ayriimis ve genomik DNA
izolasyonu igin kullaniimistir. Bu galismada manuel
bir genomik DNA izolasyon yontemi modifiye
edilerek kullaniimistir (Liu vd., 2000).

PZR Calismalari

A. Genomik DNA ile gergeklestirilen PZR
calismalan

Genomik DNA izolasyonu sonrasinda
kalmodulin ve B tubulin geni olmak tzere iki farkli
gen bolgesi igin PZR islemi gerceklestiriimistir. Her
iki gen bolgesi igin en uygun baglanma sicakliginin
belirlenebilmesi amaciyla Gradient PZR
yapiimistir. Bu amagla GeneMark 5X PCR Dye
Master Mix Il (GeneMark, Tayvan) kullaniimigtir.
Son hacmi 25 pl olan PZR karigiminin bilesenleri
ve miktarlari sirasiyla; 5 pl 5X PCR Dye Master Mix
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I, 1 pl kalip DNA (5ng/ul), 1 pl forward primer (FP)

(10 uM), 1 pl reverse primer (RP) (10 uM), 17ul
ddH20 seklindedir.

Calismada kullanilan primer iftleri ve bu
primerlere ait baz dizileri Tablo 1 de verilmisgtir.

Gradient PZR i¢in farkh sicakliklar denenmis
ve uygun PZR kosulu belirlenmistir. Calismada
kullanilan gradient PZR kosulu; 94°C 3dk, [94°C
30sn, 48-58°C 30sn, 72°C 2dk](35 dongi), 72°C
5dk, 4°C « dir.

B. Misel Doku/ Miseliyal Kitle -PZR (MD-
PZR)

Bu calismada  Aspergillus tlrlerinin
molekuler tanimlanmasinda MD-PZR teknigi
gelistirilerek kullaniimigtir, bu teknik genomik DNA
izolasyonu basamag! atlanarak direk miseliyal
kutle PZR isleminin gergeklestiriimesine olanak
saglamaktadir. izolatlarin MEA besiyerinde 27°C
'de 3 glin boyunca biyltiimesi sonucu petride elde
edilen miseliyal kitle, MD-PZR’'da kalip olarak
kullaniimistir. MD-PZR teknigi icin Takara PCR
Amplification Kit (Takara Bio Group, Japonya)
kullaniimistir.

MEA besiyerinde bulydtilen izolatlara ait
miseller steril pipet ucu degdirilerek alinip
icerisinde DNA polimeraz (5 U/ pl), dNTP mix (2.5
mM), DNA polimeraz tampon (5 pl), forward primer
(FP) (1 pM), reverse primer (RP) (1 uM) ve ddH20
olan 50 pl son hacimde olacak sekilde hazirlanan,
PZR bilesenlerinin  bulundugu PZR eperdorf
tuplerine aktariimigtir.

MD-PZR teknigi calismalarinda genomik
DNA kullanilarak gergeklestirilen gradient PZR
calismasi sonucunda elde edilmis en uygun PZR
kosulu kullaniimistir.

PZR Urinlerinin géruntilenmesi

Genomik DNA ve MD-PZR calismalarinda
elde edilen PZR Urlnleri %2'lik agaroz jelde
yuratilmustir ve G-BOX cihazinda (Wise Doc)
bantlar géruntilenmisgtir.

Goruntiuleme  sonucunda segilen PZR
drunlerine ait érnekler baz dizi analizi amaciyla
Invitrogen Pure Link Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen, ABD) kullanilarak saflastiriimistir.

Dizi analizi

Saflastirma kiti kullanilarak elde edilen
kalmodulin ve B tubulin gen bdlgelerine ait PZR
ornekleri dizi analizi yapmak Uzere REFGEN'e
gonderilmistir. Her iki gen bélgesi icin baz dizi
analizi ile elde edilen diziler Blast yontemi
kullanilarak (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/)
benzerlikler karsilastiriimistir.
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Tablo 1. PZR calismalarinda kullanilan primerler
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baz dizileri

Gen Primer isimleri
Bolgesi

Primer Nukleotid dizisi

Kaynaklar

CMD5-Forward
Kalmodulin CMD6-Reverse
Bt2a-Forward

CCG AGT ACA AGG AGG CCT TC
CCG ATA GAG GTC ATAACG TGG
GGT AAC CAAATC GGT GCT GCT TTC

Hong vd., (2005)

Beta- Glass ve
Tubulin Bt2b-Reverse  ACC CTC AGT GTAGTG ACC CTT GGC Donaldson (1995)
Bulgular ve 2B'deki jel gorintisinde Aspergillus sp. SYZ 5,

Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda Liu ve arkadaslarn (2000)
tarafindan yapiimis DNA izolasyon protokoli
modifiye edilerek kullaniimis ve genomik DNA’larin
safligi ile konsantrasyonlari Nanodrop yardimi ile
Olctlmustir. Bu DNA'larin absorbans degerlerinin
ise ABSze0 /ABS2s0 1,6-2,0 araliginda oldugu
belirlenmistir.

Konsantrasyonlari belirlenen DNA’lar 5
ng/uL olacak sekilde seyreltilerek, hem genomik
DNA ile yapiimis gradient PZR g¢alismalarinda hem
de kontrol DNA olarak MD-PZR teknigi
calismalarinda kullaniimigtir.

Genomik DNA ile gergeklestirilen
gradient PZR g¢aligmalari

Gradient PZR c¢alismalari  sirasinda
Aspergillus sp. SYZ 2 ve SYZ 4 izolatina ait
genomik DNA kullaniimistir (Sekil 1A ve $ekil 1B).
Genomik DNA izolasyonu yapilan Aspergillus sp.
SYZ 2 ve Aspergillus sp. SYZ 4 izolatlarina ait DNA
konsantrasyonlari sirasiyla; 150 ng/uL ve 259
ng/uL olarak belirlenmigtir.

Bu calismalar sonucunda elde edilen jel
goruntuleri dogrultusunda kalmodulin ve B tubulin
gen bolgeleri igcin 48°C — 54.1°C arasinda parlak
bant elde edildigi gorulmustir (Sekil 1A, 1B).
Calismalara her iki gen bolgesi i¢in de en parlak
bandin elde edildigi ortak sicaklik olan 50 °C ile
devam edilmistir (Sekil 1A, 1B). Calismamizda
optimize kosul; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 50°C 30sn,
72°C 2dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « olarak
belirlenmistir.

Misel Doku-PZR ¢aligmalari

Gradient PZR calismalari sonucunda
kalmodulin ve B tubulin gen bdlgeleri igin elde
edilen baglanma sicakhgi olan 50 °C kullanilarak
MD-PZR ¢alismalari gergeklestiriimigtir. Elde
edilen jel gorintuleri Sekil 2’de verilmistir. Sekli 2A

Aspergillus sp. SYZ 6 ve Aspergillus sp. SYZ 9
izolatlarinda kalmodulin gen bdlgesine ait bantlar
elde edilmistir. Kalmodulin gen bdlgesi icin bu
izolatlarin bant uzunluklarinin yaklasik 600 bp
oldugu goérulmastir. Bu calismada ayrica PZR
kosullarinin galistigini géstermek amaciyla kontrol
olarak Aspergillus sp. SYZ 2 ye ait genomik DNA
kullaniimigtir. MD-PZR sonucu elde edilen bant
uzunlugunun kontrol genomik DNA ile yapilan ile
karsilagtirildiginda ayni uzunlukta oldugu tespit
edilmistir (Sekil 2). Aspergillus sp. SYZ 3 izolatinin,
B-tubulin gen bodlgesiyle yapilan tissue PZR
isleminde ile ise ¢ift bant elde edildigi gorilmustar.
Ayni sonu¢ kontrol grubunda da gdézlenmistir.
Aspergillus sp. SYZ 3 izolatinin tubulin gen
bélgesinin uzunlugunun yaklasik 700 bp oldugu
tespit edilmistir Sekli 2A.

PZR orneklerinin saflagtirma iglemleri

MD-PZR c¢aligmalari ile her iki gen bdlgesine
ait bant elde edilmesi sonucunda ayni kosullarda
deneme tekrarlanarak Aspergillus sp. SYZ 1, SYZ
3, SYZ6, SYZ7, SYZ8, SYZ9, SYZ 10, SYZ13
izolatlarina ait misel kullanillarak MD-PZR
yapilmistir. Daha sonra PZR drunleri saflastirilp
jelde yirutilmastir (Sekli 3A ve 3B). Elde edilen
bant boyutlarinin saflastirma dncesi bant boyutlari
ile esit uzunlukta oldugu tespit edilmistir

Dizi analizi

Secilen PZR drinleri dizi analizi icin
REFGEN’e gonderilmigtir. Daha sonra BLAST
calismalari yapilarak benzerlikler karsilagtiriimigtir.
Her iki gen boélgesine gore yapilan BLAST analizleri
sonucuna gore Aspergillus tubingensis ile %99
benzerlik  gbsterdigi  goérulmdstir.  Sonugclar
genomik DNA ile vyapillan BLAST analizi
sonuglariyla uyumlu gikmistir.
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Tartisma

Filamentdéz funguslarin  bir grubu olan
Aspergillus section Nigri grubunun molekiler
tanimlanmasi igin yapilan c¢alismalarda genomik
DNA izolasyonu sirasinda baz zorluklarla
karsilagilmaktadir. Bu zorluklarin basinda ¢aligilan
grubun siyah sporlara sahip olmasi gelmektedir.
Siyah sporlardan kaynaklanan melanin pigmenti,
ekstraksiyon sirasinda DNA ile birlikte ¢okerek
PCR reaksiyonunu kuvvetle inhibe etmektedir
(Séjalon-Delmas vd., 2000).

Ayrica genomik DNA izolasyonu igin gerekli
olan donanim ve sarf malzemelerin yiksek bir
butce gerektirdigi gortulmektedir. Genomik DNA

(A) Y247 sYz2-C
I

48 487 50 51.7 541 56 572 58 48 487 50 517

izolasyonu sirasinda yasanan zorluklar ve yiksek
maliyetin yani sira bu iglemin oldukga zaman aldigi
ve yuksek is gucu gerektirdigi gérilmektedir. Yani
DNA izolasyonu hem zaman, hem maliyet hem de
is guich kaybina neden olmaktadir (Sekil 4A). Bu
sebeple bu calismada genomik DNA izolasyonu
basamaginin atlanmasini saglayan MD-PZR
galismalari Uzerine odaklanimistir (Sekil 4A ve
Sekil 4B). Bu teknik fungus miselinin dogrudan
kullanimi sebebiyle hizli ve kolay olmasi, DNA
izolasyon islemleri sirasinda proteinaz K, RNA az
veya bagka enzimler gibi pahali kimyasallara
ihtiyac duyulmamasi, is yukinin daha az olmasi
gibi avantajlara sahiptir.

(B) SYz2-C SYZ 4-C

50
541 56 57.2 58 _ 48.7 50 Sicakiik (°C)

Sekil 1. A ve B. Aspergillus sp. SYZ 2 ve Aspergillus sp. SYZ 4 izolatlarina ait genomik DNA ile kalmodulin
(C) ve B tubulin (T) gen bdlgelerine yonelik gerceklestirilen gradient PZR sonucu elde edilen PZR Urinlerine

ait jel goéruntisa.

(A

]
g
E
t
Q
=
=
o
g

~—
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5Y2 3.T-dillie
SYZ3.T

SYZ 9.C-dilie
SYZa.C

ISYZ 3.C-dillie
SYZ 2.C-diliie
5¥Z 1.C-dillie

5YZ 13.C
SYZ 10.C

I5YZ 2.C- kontral
SYZ 10.C-diliie
SYZ 6.C-dillie
SYZ 5.C-diliie
SYZ 4.C-dillie

ISYZ 5.C

Sekil 2. A. Aspergillus sp. SYZ 3 izolatina ait misel dokusu kullanilarak 8 tubulin (T) gen bolgesine yonelik MD-
PZR sonucu elde edilen PZR Urlnlerinin jel gérintiisii B. Kalmodulin (C) gen bdlgesi igin 9 farkli Aspergillus
sp. SYZ izolatina ait miseller kullanilarak yapilan MD-PZR sonucu elde edilen PZR triinlerine ait jel gérintuleri
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Sekil 3. A. B tubulin (T) ve B. Kalmodulin (C) gen bélgelerine ait PZR Urlnlerinin saflagstirma sonrasi elde
edilen agaroz jel gérintdleri

Tablo 2. Bazi Aspergilus section Nigri tirlerinin B-tubulin ve kalmodulin gen boélgesi uzunluklari

Aspergillus section B-Tubulin Gen Bélgesi Kalmodulin Gen Bolgesi
Nigri Grubunun Bazi Uzunluklarn (bp)* ve Uzunluklar (bp)* ve aksesyon
Tarleri aksesyon numaralan numaralari
A.tubingensis 510 (AY820007) 696 (AJ964876)
A.brasiliensis 543  (AY820006) 693 (AM295175)
A.carbonarius 494 (AY585532) 674 (AJ964873)
A.niger 538 (AY585536) 671 (AJ964872)

*TUm degerler http://www.ncbi.nlm.nih.gov (GenBank) adresinden alinmistir (Samson vd., 2004)

A B

oJ- W =

é- “
—

Sekil 4. Bu calismada Aspergillus tirleri icin A. Genomik DNA (8 basamak) ve B. MD-PZR (4 basamak)
kullanilarak yapilan molekuler tanimlama basamaklarinin sirayla gésterimi
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Molekller tanimlanma amaciyla MD-PZR
tekniginin kullanildigi sinirli galisma mevcuttur. Bu
teknigin kullanildigi calismalardan biri Trichoderma
sp. (Saroj vd., 2015)'ye aittir. Bu ¢alismadan farkl
olarak sivi  kultirden elde edilen misel
kullaniimigtir.  MD-PZR  ybntemi  kullanilarak
yapilan bir diger calisma ise Stachybotrys ve
Chaetomium gruplari (Lewinska vd., 2016)
Uzerinedir. Yapilan literatlir incelemesi sonucunda,
calisma konusu olan Aspergillus section Nigri grup
Uyelerine  yonelik sadece bir calisma
bulunmaktadir (Lamboni vd., 2016). Son iki
calismada touch-down PZR kullaniimis olup PZR
kosullari 98°C 30dk, [98°C 10sn, 61-52°C 30sn,
72°C 1dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « dir.

Bu nedenle Aspergillus tirleri icin
kullanilabilecek pratik ve hizli rutin bir PZR
protokoli iceren MD-PZR tekniginin
gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla bu
calismada MD-PZR protokoli  geligtirilerek
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kalip olarak
kullanilan genomik DNA basamagi ortadan
kaldiriimigtir. AsN grubuna ait tirlerin molekdler
tanilanmasi amaciyla kalmodulin ve B tubulin gen
boélgelerinin kullanilarak gerceklestirildigi
calismalarda; kalmodulin gen bdlgesinin
uzunlugunun literatir arastirmalari sonucunda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov (GenBank) 400 ile
700 bp arasinda oldugu goérulmustir (Tablo 2).
Goruntulenen jellerde, genomik DNA ile yapilan
PZR kontrol grubu ve direkt miseller ile yapilan MD-
PZR calismalarindan elde edilen bantlarin
boyutlarinin (600 bp) bu aralikta olmasi gogaltilan
gen bdlgesinin kalmodulin gen bdlgesi oldugunu
gOstermistir. B Tubulin gen bélgesinin uzunlugunun
literattr arastirmalari sonucunda
(http://Iwww.ncbi.nlm.nih.gov (GenBank)) 350 ile

Kaynaklar

1300 bp arasinda oldugu goérilmuastir (Samson
vd., 2004; Samson vd., 2014). Gorintllenen
jellerde, kontrol grubu ile ve direkt miseller ile
yapillan MD-PZR g¢alismalarindan elde edilen
bantlarin boyutlarinin (700 bp) bu aralikta olmasi
¢ogaltilan gen bdlgesinin B-tubulin gen bdlgesi
oldugunu gdéstermistir. Baz dizi analizleri bu
sonuglari dogrulamistir.

Aspergillus sp. SYZ 3 izolatinin B-tubulin
gen bdlgesi icin kontrol grubu ve direkt miseller ile
yapilan MD-PZR ¢alismalarindan elde edilen jelde
¢ift bant gorllmektedir. Yapilan literatir
arastirmalari sonucunda bunun bu gen bdlgesinin
¢ogaltiimasi amaciyla kullanilan primerlerden
kaynaklanabilecegi tespit edilmistir. Hubka ve
Kolarik, (2012) tarafindan yapilan ¢alismada da
kullanilan primerlerden kaynakli olarak (benA ve
tubC) B-Tubulin paralog genler sebebiyle bazi PZR
drtnlerinde cift bantlar elde edilmistir.

Calismamizda basarili sonuglar aldigimiz
MD-PZR tekniginin bu grupta yer alan turler icin
kullanilabilecegini gdstermektedir.

Ayrica bu calismada kullanilan teknigin;
diger gen bdlgeleri ve farkli fungus suslarinin
molekller tanimlamasi icin de kullanma
potansiyelinin yuksek oldugu ve
yayginlastirilabilecegi dusinulmektedir.
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Abstract: Fungal spores are important bio-allergens frequently encountered in the
atmosphere. Cladosporium Link and Alternaria Nees spores are generally recorded as dominant
in many atmospheric fungal spore studies and have high allergic effects on susceptible
individuals. The species belonging to these two genera may live as pathogens on the plants and
cause low yield. This study was carried out between January 2012 to December 2013. Durham
sampler, which is the device of the gravimetric method, was used in the research. A total of 10817
spores were recorded in the Blytikorhan (Bursa) atmosphere during the consecutive years. 4119
spores belonged to the first year and 6698 to the second year. The total numbers of Cladosporium
spores were observed much higher than the total numbers of Alternaria spores in both years. This
study aims to determine the variation of atmospheric spores in these two genera during the two
years by comparing them with meteorological factors. For both spore types, the maximum spore
numbers were found between the June-August term. Summer months revealed a risky period in
terms of atmospheric fungal spore allergy for sensitive individuals.

Key words: Airborne fungal spores, Aeromycology, Allergy, Meteorological factors,
Northwest Turkey.

Buyukorhan (Bursa), Turkiye Atmosferindeki Allerjik Cladosporium ve
Alternaria Sporlarinin Yillik Degisimi; Meteorolojik Faktorlerin Etkileri

Oz: Mantar sporlari, atmosferde sikga karsilagilan 6énemli biyo-allerjenlerdendir. Cogu
atmosferik mantar sporu calismasinda, Cladosporium Link (Havakuft) ve Alternaria Nees
(Arikifu) sporlari genellikle dominant olarak kaydedilmis olup duyarh bireyler izerinde ylksek
allerjik etkilere sahiptirler. Bu iki cinse ait turler bitkiler Uzerinde patojen olarak yagayabilir ve
bitkilerde verim dusukligine sebep olabilirler. Bu ¢alisma, Ocak 2012 ile Aralik 2013 tarihleri
arasinda gerceklestiriimistir. Calisma, gravimetrik yéonteme dayali Durham cihazi kullanilarak
yapilmistir. iki yil siiresince toplamda 10817 adet spor kaydedilmis olup, 4119 adet spor birinci
yila, 6698 adet spor ise ikinci yila aittir. Her iki yilda da toplam Cladosporium sayisinin toplam
Alternaria sayisindan ¢ok daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Bu calisma, bu iki cinse ait
atmosferik sporlarin iki yil icindeki degisimini meteorolojik faktorlerle karsilastirarak belirlemeyi
amagclamaktadir. Her iki spor tipi i¢in, maksimum spor sayilari Haziran-Agustos aylari arasinda
bulunmus ve 6zellikle yaz aylarinin atmosferik mantar sporu allerjisi agisindan, duyarli bireyler
icin riskli ddonemler oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar kelimeler: Atmosferik mantar sporlari, Aeromikoloji, Allerji, Meteorolojik faktoérler,
Kuzeybati Turkiye.

Introduction into the atmosphere generally with the help of wind
Fungi are known as cosmopolitan organisms that (Gregory, 1961; Money, 2015; Kirecci and Alagdz, 2019).
can live in various habitats worldwide. They reproduce Cladosporium (Havakufl) and Alternaria (Ankif()
through spores, and these spores are mostly dispersed spores have been among the most common fungal spore
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types in the atmosphere (D'Amato, 1981; Hjelmroos,

1993; Sesli, et al., 2020). These spores cause many
allergic reactions on susceptible individuals and also
damage plants and animals. They can cause respiratory
diseases such as asthma and allergic rhinitis in people
and may cause skin diseases in animals and yield losses
in plants (D'Amato et al., 1984; Buck and Levetin, 1985;
Vijay et al., 1991; Hjelmroos 1993; Angulo-Romero et al.,
1999).

Since the sporulation times are different for each
fungus, the periods and the number of fungi spores in the
atmosphere also differ. The types and densities of
atmospheric spores may vary according to geographic,
ecological, meteorological factors, and the region's
floristic  structure. Therefore, atmospheric spore
calendars should be prepared by comparing atmospheric
spores and their distribution during the year with
meteorological factors in the different areas. For this
purpose, many aeropalynological studies were prepared
around the world (Hjelmroos, 1993; Gioulekas et al.,
2004; Damialis and Gioulekas, 2006; Oliveira et al., 2010;
Mallo et al., 2011; Grinn-Gofron et al., 2016; Kasprzyk et
al., 2016; Ding et al., 2016; Olsen et al., 2020). The first
aeromycological study of Turkey was conducted by
Ozkarag6z in 1968 with the settle plate method using
open Petri-dishes and aimed at determining atmospheric
fungal spores in Ankara (Ozkaragoz, 1969). Atmospheric
fungal spore studies have been continuing in Turkey in
the different cities by gravimetric and volumetric
atmospheric particle sampling methods since 1968
(Bigakgi et al., 2001; Ataygul et al., 2007; Potoglu Erkara
et al., 2009; Akgil et al., 2016; Saatcioglu et al, 2016;
Yilmazkaya et al., 2019; Kilic et al., 2020).

The purpose of atmospheric fungal spore studies is
that they can benefit the people of the region and
allergologists in the treatment process and in taking
precautions to prevent allergies in risky periods. At the
same time, it can contribute to taking the necessary
measures to prevent yield losses in the economically
important plants growing in the region.

This study investigated the annual variation of
atmospheric Cladosporium and Alternaria spores and the
effects of meteorological factors (Mean temperature,
relative humidity, total rainfall, and wind speed) on them
in the Buyukorhan (Bursa) atmosphere.

Ekim(2021)12(2)122-133

Material and Metod

Study area, Flora, and Climate

Buyukorhan district (Bursa) is located on the
southern part of the city center and slope of Uludag
Mountain (39°46'.25.0"N, 28°53'.20.0"E) at an altitude of
nearly 850 m. Blyukorhan is surrounded by Harmancik
district in the east, Mustafakemalpasa district in the west,
Orhaneli district in the north, and Dursunbey district
(Balikesir) in the south.

Mediterranean climate is seen in the region;
summers are hot and dry, winters are cold and rainy.
According to long-term meteorological data, the highest
temperature in summer is 30-35°C, while in winter, the
temperature drops to 4-6°C on average. According to
meteorological data provided by the Turkish State
Meteorological Service, for two years (2012-2013), the
annual average temperature is 10.6°C. The yearly
average minimum temperature is 0.12°C, observed in
January, and the annual average maximum temperature
is 20.6°C, in July. The annual average total rainfall is 61.5
mm; the annual average relative humidity is 69.8%, and
the annual average maximum wind speed 7.39 m/s.
(Figure 1).

The southern and southeastern part of the study
area consists of natural forests and mostly Pinus nigra
Arn. arid forests and Pinus brutia Ten. communities are
dominant, but in places where these forests are
destroyed, maquis vegetation is settled with the
members; Juniperus oxycedrus L. subsp. oxycedrus,
Quercus infectoria Oliv. subsp. infectoria, Phyllirea
latifolia L., Paliurus spina-christii Mill., Cistus creticus L.,
Arbutus andrachne L., Rhus coriaria L., Pistacia
palaestina Boiss. (Bagg¢ivan and Daskin, 2019).

Cultivated plants and crop plants have taken an
essential place in the region. The following species are
also frequently observed in the parks, gardens, and
streets of the district: Cupressus sempervirens L.,
Cupressus arizonica Green, Alnus glutinosa (L.) Gaertn.,
Carpinus betulus L., Castanea sativa Mill., Cedrus libani
A. Rich., Cercis siliquastrum L., Cornus mas L.,
Elaeagnus angustifolia L., Juglans regia L., Malus
domestica Borkh., Morus sp. L., Olea europaea L.,
Platanus orientalis L., Salix babylonica L., and Tilia
tomentosa Moench. The field crops grown in the town
area are Triticum L. species, Zea mays L., Helianthus L.,
Solanum tuberosum L., and Fragaria L.

Aeropalynological study

This study was conducted between 01 January
2012 to 31 December 2013. Durham sampler was used
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in the research; the pollen trap was placed at the top roof
of a building, 3 meters above the ground level. Before
being placed on the device, slides were covered with
basic fuchsine added glycerine-jelly (Charpin et al., 1974)
and were changed weekly. Counting was conducted on a
24 x 24 mm area of the slide and calculated to 1 cm? area
later; all spore numbers were given per cm2,

Results

In the two consecutive years of the study, a total of
10817 spores were recorded in the Blyukorhan (Bursa)
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atmosphere. In the first year, 4119 spores were identified;
3280 (79.63%) spores belonged to the Cladosporium and
839 (20.37%) spores to the Alternaria. In the second year,
6698 spores were observed; 5615 (83.83%) spores
belong to the Cladosporium and 1083 (16.07%) to the
Alternaria. Annually, a total of 5409 spores were
determined; 4448 (81.73%) spores belong to the
Cladosporium, and 961 (18.27%) spores to the Alternaria.
It was observed that the total number of Cladosporium
spores was much higher than the total amount of
Alternaria spores (Table 1).
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Figure 1. Monthly variation of meteorological parameters and total spore numbers in two consecutive years in
Buytkorhan atmosphere.

Table 1. Total amounts of Cladosporium and Alternaria spores in Buyukorhan atmosphere in years 2012-2013 (mean and

percentage values).

2012 % 2013 % MEAN % TOTAL
Cladosporium 3280 79.63 5615 83.83 4448 81.73 8895
Alternaria 839 20.37 1083 16.17 961 18.27 1922
TOTAL 4119 100 6698 100 5409 100 10817
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In the atmosphere of Blyukorhan, Cladosporium
and Alternaria spores were observed every month of the
two years (Table 2). In both years, the total number of
spores was found in low levels in January, February, and
March. While the temperature was at low levels in these
three months, precipitation and humidity levels were
relatively high. In the year 2012, the number of spores
was the lowest for the Cladosporium in January.
However, the lowest amount of spores for Alternaria was
recorded in March. The following year, For Cladosporium
and Alternaria spores, the lowest values were recorded in
December. Low temperature and heavy rain were kept
the total number of spores at low levels for both (Figure
1, 2, and Table 2).

There has been a regular increase in the total
number of spores from April in both years due to gradually
increasing temperature. With favourable climatic
conditions, the number of spores began to increase since
this month in both sampling years. (Figure 1, Table 2).
The total amount of spores were reached the highest level
in August 2012 (1228 spores) and in July 2013 (3070
spores). For both spore types, the months in which the
total number of spores reached the highest value were
different in years, and at the same time, the total number
of spores was more than doubled from 2013 to 2012
(Figure 1,2 and, Table 2). In both 2012 and 2013, the
temperature was high, and humidity was low in the
months (August 2012 and June 2013) when the total
number of spores reached the highest level, and rainfall
and wind-speed values were sufficient fungal spores to
spread into the atmosphere. (Figure 1).

The total number of spores that peaked in August
in the first year were started to decrease after this month,
and the decline continued until September, were
increased again, and showed the second peak in
October. There was a sudden decrease in the total
number of spores after October, and the total amount of
spores in November and December was found very low
(Figure 1,2 and, Table 2).

In the second year, after June, the total number of
spores was decreased rapidly until August, but in August,
the total number of spores was increased again slightly
and were showed the second peak. August was the
month with the highest temperature and the lowest rainfall
in 2013. After August, the total number of spores was
started to decrease gradually. A third small peak was
observed in October. The total amount of spores in this
month were less than the October peak of the previous
year. As in 2012, the total number of spores belonging to
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both Cladosporium and Alternaria was low in November

and December. The minimum spore concentration was
recorded in December 2013 (8 spores) (Figure 1,2 and
Table 2).

In the study period, meteorological parameters
differed monthly between the two years due to their
dynamic and variable nature. As a result, the total spore
amount was variable during the months of peak spore
concentrations. Considering the monthly average
changes of Cladosporium and Alternaria spores, the
highest level was recorded in June for both years. Also,
August and October were the months in which an
increase in the average number of spores was observed
for both spore types (Figure 3, Table 2).

When the changes in the weekly amounts of
spores Cladosporium and Alternaria taxa are examined
during the two consecutive years;

During the two years, spores belonging to the
genus Cladosporium encountered every week in the
atmosphere of Buyukorhan. In the first year, the number
of Cladosporium spores was started to increase after the
17t week. The maximum level was recorded in the 35
week (last week of August 588 spores) and decreased
after the 44t week. In the second year, the spore levels
were beginning to increase after the 14% week and
reached the highest value in the 24t week (second week
of June 1244 spores) then, declined after the 41st week.
The average number of spores was observed in the 24t
week (649 spores) for Cladosporium taxa (Figure 4).

In the Blyiikorhan atmosphere, Alternaria spores
were found almost every week during the study period. In
2012, the number of Alternaria spores were started to
increase after the 17t week. The maximum spore levels
were observed in the 35" week (last week of August 59
spores) for Alternaria. Then decreased after the 42
week. In the following year, Alternaria spore levels were
began to increase after the 14t week. The maximum
spore value was recorded in the 24" week (second week
of June 196 spores), for Alternaria, declined after the 43
week (Figure 4).

Considering the weekly average number of spore
values for both taxa; While the week in which the spores
belonging to the Cladosporium taxon were seen, the most
was the 24t (average 649 spores/cm?2) week. The week
in which Alternaria spores were seen the most on average
was again the same week (average 106 spores) (Figure
4).
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Table 2. Monthly variation of Cladosporium and Alternaria spores in Blylkorhan atmosphere during the years 2012-2013 (Min. values shown in light, Max.
values shown in dark grey font).

TAXA/MONTHS JAN FEB MAR APR MAY JUN JUL AUG SEP oCT NOV DEC TOTAL
2012 9 52 14 67 273 270 360 931 569 683 37 15 3280
% 0.22 1.26 0.34 1.63 6.63 6.55 8.74 22.60 13.81 16.58 0.90 0.36 79.63
Cladosporium 2013 25 27 43 153 521 2610 793 772 369 283 13 6 5615
% 0.37 0.40 0.64 2.28 7.78 38.97 11.84 11.53 5.51 4.23 0.19 0.09 83.83
Mean 17 40 29 110 397 1440 577 852 469 483 25 11 4448
% 0.30 0.83 0.49 1.96 7.20 22.76 10.29 17.06 9.66 10.40 0.55 0.23 81.73
2012 5 6 4 13 67 75 134 197 165 144 19 10 839
% 0.12 0.15 0.10 0.32 1.63 1.82 3.25 4.78 4.01 3.50 0.46 0.24 20.37
Alternaria 2013 5 4 2 22 66 460 219 173 58 64 8 2 1083
% 0.07 0.06 0.03 0.33 0.99 6.87 3.27 2.58 0.87 0.96 0.12 0.03 16.17
Mean 5 5 3 18 67 268 177 185 112 104 14 6 961
% 0.10 0.10 0.06 0.32 1.31 4.34 3.26 3.68 2.44 2.23 0.29 0.14 18.27
2012 14 58 18 80 340 345 494 1128 734 827 56 25 4119
% 0.34 1.41 0.44 1.94 8.25 8.38 11.99 27.39 17.82 20.08 1.36 0.61 100.00
TOTAL 2013 30 31 45 175 587 3070 1012 945 427 347 21 8 6698
% 0.45 0.46 0.67 261 8.76 45.83 15.11 14.11 6.38 5.18 0.31 0.12 100.00
Mean 22 45 32 128 464 1708 753 1037 581 587 39 17 5409
% 0.39 0.94 0.55 2.28 8.51 27.11 13.55 20.75 12.10 12.63 0.84 0.36 100.00
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Discussion

In the district of Blyikorhan (Bursa), study was
performed between 1 January 2012 and 31 December
2013, aeropalynological research carried out by
gravimetric method, a total of 10817 spores were
detected. An average of 5409 spores were recorded in
the consecutive years. They have belonged to
Cladosporium with 81.73% and Alternaria with 18.27%
(Table 1). The total number of Cladosporium spores were
found much more than Alternaria spores. This situation
has also been noted in many atmospheric fungal spore
studies in Turkey and worldwide (Mitakasis and Guest,
2001; Gioulekas et al., 2004; Herrero at al., 2006; Ataygul
et al., 2007; Pyrri and Kapsanki-Gotsi. 2007; Potoglu
Erkara et al., 2008; Kizilpinar and Dogan, 2011; Akgul et
al.,, 2016; Grinn-Gofron et al., 2016; Yilmazkaya et al.,
2019). Both Cladosporium and Alternaria can survive on
a wide variety of substrates and in different habitats. In
some fungal spore studies, it was observed that
Cladosporium formed much more colonies than
Alternaria. Simultaneously, the number of species
included in the Cladosporium genus was much higher
than the Alternaria in the systematic studies (Sen and
Asan, 2001; Dugan et al., 2004; Asan, 2015; Kiregci and
Alagdz, 2019). These situations may explain why
Cladosporium is seen more than Alternaria in
atmospheric fungal studies.

In Turkey and worldwide, spores of these two
genera are usually recorded as the dominant types in the
atmosphere. It is essential to know the reproduction times
of fungi belonging to these two genera and to understand
the changes in the number of spores (sporulation periods)
in the atmosphere during the year, as they cause many
respiratory diseases on humans and also have
pathogenic effects on many plants of economic
importance.

Geography, vegetation, and climate (weather
conditions) differences between the areas and the types
of fungal spore, the total numbers, and sporulation
periods of them may also differ in the atmosphere. In this
context, a significant emphasis should be placed on
weather conditions because the weather conditions have
great importance for fungal growth and the spore
concentration variation in the atmosphere. Many
researchers have stated this situation and in many
studies (Hjelmroos, 1993; Sakiyan and inceoglu, 2003;
Potoglu Erkara et al., 2008; lanovici, 2016; Sindt et al.,
2016; Grinn-Gofron et al., 2016; Olsen et al., 2020).

The spores belonging to the Cladosporium and
Alternaria taxa varied every month during the years. In the
atmosphere of Buyukorhan, and have been encountered
in all months of both years. At the beginning of April in
2012 and 2013, the number of spores in the atmosphere
for both genera spores increased and reached the
maximum level in August and June. Considering the
monthly average number of spores for both taxa in two
years, the month when the number of spores reached the
maximum level was recorded as of June. Increasing
temperature in summer months, suitable rainfall,
sufficient humidity, and increasing wind kept the total
number of spores in the atmosphere higher than in other
months. On the contrary, in the cold period (late autumn,
winter, and early spring), the total number of spores in the
atmosphere was recorded at low levels due to the climatic
conditions (particularly low temperature and heavy rain)
that were not formed for. (Figure 1,2 and 3, Table 1).

Among the meteorological parameters,
temperature is one of the most important factors affecting
fungal spores density in the atmosphere (Hjelmroos,
1993; lanovici, 2016). In this study, it was observed that
the temperature was low in the months when the total
amount of spores was at the lowest levels in both years
(winter, early spring, late autumn). (Figure 1, Table 2).
The low temperature negatively affected the growth of
species belonging to the Cladosporium and Alternaria.
Therefore, spores of these two genera were less common
in the atmosphere during the cold months. Similar results
have been obtained in other atmospheric fungal spore
studies with similar climatic conditions (Bigak¢i et al.,
2001; Sakiyan and inceoglu, 2003; Gioulekas et al., 2004;
Ataygul et al., 2007; Potoglu Erkara et al., 2008 and 2009;
Kizilpinar and Dogan, 2011). Other researchers have
stated that; in addition to temperature, prolonged and
frequent rainfall (generally fall of snow), high humidity,
and low wind speed are important meteorological factors
that suppress the increase in the number of fungal spores
in the atmosphere (Kramer et al., 1959; Palmas et al.,
1990; Hjelmroos, 1993). Early spring and winter periods,
when the number of spores is observed at low levels in
the atmosphere of Buyikorhan district, can be said to be
the periods when the risk is the lowest for susceptible
individuals with allergies to Cladosporium and Alternaria
spores.

In parallel with the temperature increase since
April, the number of spores of both taxa were increased
in the Blyukorhan atmosphere in both years (Figure 1
and 2). In similar studies, the spore concentration in the
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atmosphere increased with rising temperature and
sufficient precipitation (Kramer et al., 1959; Hjelmroos,
1993; Stepelska et al., 1999; Peternel et al.,, 2004;
Potoglu Erkara et al., 2008; Serbes and Kaplan, 2014).

The amount of spores in the atmosphere of
Biyikorhan is the highest value in the summer months in
both years. The maximum spore level was observed in
August for both taxa in the first year. In the second year,
the top level of spores was recorded in June. In parallel
with this study, in regions with similar climatic conditions,
the maximum number of spores was generally reached in
the summer months. (Figure 1,2,3, and Table 2). For
example, in Bursa city center, maximum spore
concentration was determined in June (Ataygul et al.,
2007), in August in Ankara (Sakiyan and Inceoglu, 2003),
in July and August in Poland (Grinn-Gofron and Mika,
2008).

Rain is to be noted as another influential
meteorological factor on atmospheric fungal spores
(McCartney, 1991; Hjelmroos, 1993). In both years, when
the total number of spores reached its peak, it was
observed that rainfall was higher than in other summer
months (August and June) (Figure 1). High temperature
and sufficient rainfall can provide optimum sporulation
conditions, and the concentration of spores may increase
in the atmosphere after precipitation (Kramer et al., 1959;
Hjelmroos, 1993). Different rainfall types are important for
increasing or decreasing spore concentrations in the
atmosphere. A storm with heavy rain (rainstorm,
thunderstorm) may increase the spore concentration in
the atmosphere. Because the spores of fungi such as
Cladosporium and Alternaria, which can live on plants or
in the soil, can be separated from the conidium by the
storm's force and dispersed into the atmosphere. On the
contrary, the light rains that fall continuously may
decrease spores' concentration in the atmosphere (Rich
and Waggoner, 1962). Besides, rainfall may cause a
more accessible release of fungal spores to the
atmosphere by splash and "tap-and-puff* mechanisms
(Ho et al., 2005).

Ekim(2021)12(2)122-133

The total amount of spores after peaking in both
years, but after the decreased, there were times when it
increased for the second time and even for the third time.
In the first year, the second peak was observed in
October, while in the second year, it was in August. These
peaks may be due to the relevant meteorological factors
for sporulation and the sporulation time of different
species belonging to both genera. Both Cladosporium
and Alternaria genera are known to contain many species
(Dugan et al., 2004; Asan, 2015). The reason for the low
amount of total spores in October 2013 compared to 2012
was excessive rainfall. (Figure 1, Table 2).

Agricultural activities are carried out in areas where
forest areas are destroyed in the region; this was another
responsible for the high spore amounts in the atmosphere
during the summer and early autumn months. Harvest
time corresponds to between June and October in
general, depending on the crop planted. Since species
belonging to Cladosporium and Alternaria can live on
plants as pathogens, spores of them can be separated
from their conidia due to agricultural activities at harvest
time. They can be released and increase the spore
concentration in the atmosphere (Landecker, 1996).

In conclusion, the changes of spores belonging to
the Cladosporium and Alternaria genera were observed
in the Bulylkorhan atmosphere during the two
consecutive years. Simultaneously, the relationship
between the number of spores' variation during the years
and meteorological factors was investigated. Also, the
effect of temperature and appropriate rainfall on the
number of spores were found to be important, as well as
humidity and wind speed. It has been determined that the
riskiest times for susceptible individuals are summer
months, especially June and August. Those who live in
the region or who will visit the area have spore allergies.
Besides, it has been predicted for the agriculturist in the
region to take the necessary measures to prevent the loss
of yield in the economically important plants growing in
the area.
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Figure 2. Monthly variation of atmospheric Cladosporium and Alternaria spores in the atmosphere of Bliyiikorhan during
the years 2012-2013.
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Abstract: The hypogeous ascomycete species, Elaphomyces decipiens Vittad., is reported
as a new record from Turkey, based on the identification of the samples collected from Trabzon
province. A brief description and photographs, related to the macroscopy and microscopy of the

species, are provided.

Key words: Biodiversity, Elaphomycetaceae, hypogeous, new record, Turkey

Elaphomyces decipiens'in Tiirkiye Mikobiyotasi igin ilk Kaydi

Oz: Toprak alti askomiset tiirii olan, Elaphomyces decipiens Vittad., Trabzon’dan toplanan
orneklerin teshis edilmesiyle, Turkiye’den yeni kayit olarak rapor edilmistir. Turin kisa bir
betimlemesi ve makroskobi ve mikroskobisine iliskin fotograflari verilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, Elaphomycetaceae, toprak alti, yeni kayit, Turkiye

Introduction

Elaphomyces T. Nees is a hypogeous,
sequestrate genus of Elaphomycetaceae (Ascomycota).
The genus is a widespread one, and occur in diverse
forest habitats ranging from temperate and subarctic
conifer forests to lowland tropics (Castellano et al. 2011,
2012, 2016; Castellano and Stephens, 2017; Paz et al.
2012). Members of the genus are also known as “the
deer fungus” and form ectomycorrhizal associations with
roots of many trees and shrubs around the world (Trappe
et al.,, 2009, Castellano et al., 2018). Fruit bodies of
Elaphomyces species form a part of the diet of some
mycophagist animals. They release aromas to be
detected by numerous mammal species that dig them up
and consume. Meanwhile the animals help them to
disperse the spores across the landscape (Cork and
Kenagy 1989; Vernes et al., 2004; Castellano et al.,
2018).

Seventy three members of the confirmed
Elaphomyces are listed by Index Fungorum (2021).
During last decade some of the members were also
presented from Turkey. Uzun (2021) reports the
existence of seven Elaphomyces species (E. antracinus
Vittad., E. citrinus Vittad., E. cyanosporus Tul. & C.Tul.,

E. granulatus Fr., E. leucocarpus Vittad., E. muricatus Fr.
and E. septatus Vittad.) in Turkey. But the check-list of
Turkish Fungi (Sesli et al., 2020) and the latest
contributions (Turkoglu et al., 2015; Alkan et al., 2018;
Dogan et al., 2018; Kaygusuz et al., 2018; Yakar et al.,
2019; Uzun and Kaya, 2020a,b; Uzun, 2021) presenting
hypogeous macromycetes from Turkey indicate that
Elaphomyces decipiens Vittad. has not been reported
from Turkey.

The study aims to make a contribution to the
macrofungal biodiversity of the Trabzon and Turkey.

Material and method

The fruit bodies of Elaphomyces decipiens were
collected from Arsin district of Trabzon province, in 2018,
during a routine field study. First the fruit body samples
were photographed at their natural habitat, and ecological
characteristics and geographic position were noted. Then
they were put in a paper box and transferred to the
fungarium. The samples were dried in an air conditioned
room and prepared as fungarium material. Microscopic
investigations were carried out on dry samples. A
trinocular light (Nikon Eclipse Ci-S) and a scanning
electron microscope (Hitachi SU5000) was used for

134



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2021)12(2)134-137

microscopic investigation. Light microscopy images were
obtained with the aid of a DS-Fi2 digital camera. The
sample was identified with the help of Vittadini (1831),
Dodge (1929) Montecchi and Sarasini (2000), Hobart
(2015) and Paz et al. (2017).

The specimen is kept at Gazi University, Science
Faculty, Department of Biology.

Results

Ascomycota Caval.-Sm.

Eurotiomycetes O.E. Erikss. & Winka

Eurotiales G.W. Martin ex Benny & Kimbr.

Elaphomycetaceae Tul. ex Paol.

Elaphomyces decipiens Vittad., Monogr.
Tuberac. (Milano): 68 (1831).

Macroscopic and microscopic features:
Ascomata 16-18 mm in diameter, globose to spherical,
surrounded by a crust like earthy remnants composed of
mycelium and soil particles, grey-light ochre to ocher-
brown, covered with flattened and irregular warts on a
whitish to creamy background. Peridium marbled, white
spotted, gray yellowish towards the outside, darker
towards the inside. Mature gleba black somewhat with
whitish radial interior walls (Figure 1). Smell typical deer
truffle and unpleasant. Ascospores 19.7-25 pum in
diameter, round, brown to blackish-brown, covered with
short rod-like warts which aggregate to form isolated
meshes (Figure 2).

Elaphomyces decipiens was reported to grow in
neutral to sandy soil in deciduous ferest, especially under
oak trees (Montecchi and Sarazini, 2000).

Figure 1. Ascocarps of Elaphomyces decipiens

Specimen examined: Trabzon, Arsin, Glneyce
village, in soil under Castanea sp., Fagus orientalis and
Rhododendron ponticum, 40°51'N, 39°54'E, 880 m,
21.02.2018., Yuzun 6200.

Discussion

The deer fungus Elaphomyces decipiens is
reported for the first time for the mycobiota of Turkey. It is
the 8 member of the genus Elaphomyces in Turkey

(Sesli et al., 2020; Uzun and Kaya, 2020a; Uzun, 2021).
Macroscopic, microscopic and habitat characteristics of
Turkish collection are generally in agreement with those
presented in literature (Hobart, 2015; Montecchi and
Sarazini, 2000; Paz et al., 2017).

The crust like earthy remnant, surrounding the fruit
body, flattened irregular warts on the surface and the
marbled appearance of fleshy layer of the peridium are
the main distinguishing characteristics of E. decipiens.
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Elaphomyces muricatus also has a marbled appaerence. spores of E. decipiens differs it from E. muricatus
But the flattened and irregular surface warts and bigger (Montecchi and Sarazini, 2000; Paz et al., 2017).

Figure 2. Light microscope (a-b) and SEM (c-e) images of ascospores of Elaphomyces decipiens (bars- a-b: 10 ym, c: 20
pm, d: 10 ym, e: 5 ym)
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Abstract: This study was carried out on macrofungi samples collected from Eregli district
of Konya between 2017 and 2019. Eighty nine species, belonging to 74 genera, 41 families, 13
orders and 7 classes within Ascomycota and Basidiomycota were determined. The list of the taxa
is presented together with their habitats and localities. Tulostoma niveum is reported as new
record for the mycobiota of Turkey and presented with a short description and photographs.

Key words: Biodiversity, macrofungi, taxonomy, Turkey

Eregli (Konya) Ydresinde Belirlenen Makromantarlar

Oz: Bu galisma Eregli (Konya) yoresinden 2017 ve 2019 yillari arasinda toplanan 6érnekler
Uzerinde gerceklestirilmigtir. Ascomycota ve Basidiomycota bolimleri iginde yer alan 7 sinif, 13
takim, 41 familya ve 74 cinse ait 89 tir belirlenmistir. Tlrlerin listesi habitat ve lokaliteleri ile birlikte
verilmistir. Tulostoma niveum Tirkiye mikobiyotasi icin yeni kayit olarak rapor edilmis ve kisa

betimlemesi ve fotograflariyla verilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, makromantarlar, taksonomi, Turkiye

Introduction

Eredli is a district of Konya located in Central
Anatolian Region of Turkey. The research area is situated
between 37°21'-38°01' north latitudes and 33°45'-34°23'
east longitudes and takes place in C4 according to Davis’
grid square system (Figure 1). According to Emberger’s
formula (Akman, 1999), the area has a Mediterranean
climate. The annual precipitation is 317.7 mm, and the
average temperature is 11.7 °C.

Though steppe vegetation is the dominant
vegetation in the region, some naturally growing and
planted Pinus nigra J.F. Arnold, Juniperus oxycedrus
Hochst.), and some Quercus L. sp. especially of Quercus
pubescens Szov. ex A.DC and Quercus cerris DC.
populations are localized at higher portions of the region.
Salix L. and Populus L. species are also distributed along
streamsides.

In a conference paper presented in 14" National
Biological Congress, Kasik and Oztiirk (1998) reported 22
macrofungi species from the region. But a detailed

research related to macrofungal biodiversity of Eregli
district haven’t been conducted.

The work aims to determine the macrofungal
composition of the Eregli region and make a contribution
to the mycobiota of Konya and Turkey.

Material and method

The macrofungi samples were collected between
2017 and 2019 from the region within the boundaries of
Eregli distrit of Konya (Figure 1). The fruit bodies were
photographed at their natural habitats and required
ecological characters were noted. Investigations related
macroscopy and microscopy of the samples were carried
out in the fungarium. Microscopic investigations were
performed under a Nikon Eclipse Ci-S trinocular
microscope. The samples were identified with the help of
Watling (1973), Kers (1978), Phillips (1981), Moser
(1983), Breitenbach and Kranzlin (1984, 1986, 1991,
1995, 2000), Miller and Miller (1988), Ellis and Ellis
(1990), Buczacki (1992), Hansen and Knudsen (1992,
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1997), Jordan (1995), Pegler et al. (1995), Bessette et al.

(1997, 2007), Medardi (2006), Hausknecht (2009),
Antonin and Noordeloos (2010), Thompson (2013) and
Beug et al. (2014).
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Figure 1. Map of the research area

The specimens are kept at Karamanoglu
Mehmetbey University, Kamil Ozdag Science Faculty,
Department of Biology.

Results

Eighty nine macromycete taxa were determined
from the research area. The taxa are listed in alphabetical
order, considering the taxonomic categories from division
to species. Kirk et al., (2008) and Index Fungorum
(accessed on 15 June 2021) was followed for the
systematics of the taxa.

Fungi R.T. Moore

Ascomycota Caval.-Sm.

Dothideomycetes O.E. Erikss. & Winka

Patellariales D. Hawksw. & O.E. Erikss.

Patellariaceae Corda

Patellaria Fr.

1. Patellaria atrata (Hedw.) Fr.: Beleadac¢ village, on

decaying stump of Populus sp., along streamside,
37°28'N-34°06'E, 1060 m, 06.11.2017, FTC-197; Sarica
piknik area, on decaying Populus sp. twigs, 37°28'N-
34°07'E, 1060 m, 09.12.2017, FTC-240.

Pezizomycetes O.E. Erikss. & Winka

Pezizales J. Schrot.

Helvellaceae Fr.

Dissingia K. Hansen, X.H. Wang & T. Schumach.

Ekim(2021)12(2)138-147

2. Dissingia leucomelaena (Pers.) K. Hansen & X.H.

Wang: Buyukdede village, on soil, among needle litter,
37°24'N-34°07'E, 1360 m, 02.05.2018, FTC-365; Gaybi
village, on soil, among needle litter, 37°25'N-34°08'E,
1225 m, 17.04.2019, FTC-408.

Helvella L.

3. Helvella acetabulum (L.) Quél.: Beyéren village, on
soil, among leaf litter, 37°48'N-33°52'E, 1490 m,
23.04.2019, FTC-410.

4. Helvella atra J. Konig: Belceadag village, on soil,
among leaf litter, 37°28'N-34°06'E, 1060 m, 26.08.2017,
FTC-139.

5. Helvellafibrosa (Wallr.) Korf: Beyéren village, on sail,
among leaf litter under Quercus sp., 37°48'N-33°52'3,
1490 m, 23.04.2019, FTC-411.

6. Helvella lacunosa Afzel.: Gaybi village, on soil,
among leaf litter, under Populus sp., 37°25'N-34°08'E,
1220 m, 17.06.2017, FTC-52; Yildizl village, stream side,
on soil, under Populus sp., 37°26'N-34°08'E, 1100 m,
01.10.2017, FTC-154.

7. Helvella spadicea Schaeff.: Blyukdede village, on
soil, under Populus sp., 37°25'N-34°07'E, 1350 m,
01.05.2019, FTC-420.

Morchellaceae Rchb.

Morchella Dill. ex Pers.

8. Morchella elata Fr.: Gaybi village, on soil, among
needle litter, under Pinus sp., 37°25'N-34°08'E, 1190 m,
14.03.2018, FTC-351.

9. Morchella esculenta (L.) Pers.: Beydren village,
among leaf litter, under Quercus sp., 37°48'N-33°52'E,
1490 m, 30.04.2019, FTC-419.

Verpa Sw.

10.Verpa bohemica (Krombh.) J. Schrét.: Yildizh village,
among leaf litter, under Populus and Salix spp., 37°26'N-
34°09'E, 1130 m, 17.04.2017, FTC-4.

Pezizaceae Dumort.

Peziza Dill. ex Fr.

11.Peziza succosa Berk.: Melicek village, on sail, under
Populus sp., 37°28'N-33°58'E, 1050 m, 09.06.2017, FTC-
45,

Sarcosphaera Auersw.

12.Sarcosphaera coronaria (Jacq.) J. Schrét.: Gaybi
village, among needle litter under Pinus sp., 37°25'N-
34°08'E, 1180 m, 02.05.2018, FTC-366.

Terfezia (Tul. & C. Tul.) Tul. & C. Tul.

13.Terfezia claveryi Chatin: Alhan village, in soil, among
Helianthemum sp. 37°30'N-33°57'E, 1010 m, 15.04.2018,
FTC-359; Melicek village, steppe, in soil with
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Helianthemum  sp., 37°26'N-33°58'E, 1150 m,

27.04.2019, FTC-415.

Pyronemataceae Corda

Geopora Harkn.

14.Geopora sumneriana (Cooke) M. Torre: Gaybi
village, among needle litter, under Pinus sp., embedded
in the ground, 37°25'N-34°07'E, 1250 m, 30.04.2017,
FTC-24.

Geopyxis (Pers.) Sacc.

15.Geopyxis vulcanalis (Peck) Sacc.: Gaybi village, on
soil, among leaf litter, streamside, 37°25'N-34°08'E, 1225
m, 31.03.2018, FTC-355; Biylkdede village, streamside,
under Salix sp. and Populus sp., 37°25'N-34°07'E, 1350
m, 17.04.2019, FTC-409.

Humaria Fuckel

16.Humaria hemisphaerica (F.H. Wigg.) Fuckel:
Belceadag village, on sandy soil, streamside, 37°28'N-
34°06'E, 1060 m, 26.08.2017, FTC-136.

Inermisia Rifai

17.Inermisia gyalectoides (Svréek & Kubicka) Dennis &
Itzerott: Sarica village, among moss, 37°27'N-34°07'E,
1110 m, 10.12.2017, FTC-262.

Octospora Hedw.

18.Octospora itzerottii Benkert: Sarica village, on moss,
37°28'N-34°07°'E, 1060 m, 09.12.2017, FTC-235.

Otidea (Pers.) Bonord.

19.0tidea alutacea (Pers.) Massee: Gaybi village,
among needle litter under Pinus sp. 37°25'N-34°08'E,
1160 m, 02.06.2018, FTC-381.

Parascutellinia Svréek

20.Parascutellinia violacea (Velen.) Svréek: Sarica
village, on soil, streamside, 37°28'N-34°07'E, 1060 m,
06.11.2017, FTC-202.

Picoa Vittad.

21.Picoa juniperi Vittad.: Yellice village, steppe, in soil,
37°24'N-34°01'E, 1650 m, 13.04.2019, FTC-407.
22.Picoa lefebvrei (Pat.) Maire: Melicek village, steppe,
in soil, 37°26'N-33°58'E, 1150 m, 24.04.2019, FTC-412.
Pyronema Carus

23.Pyronema omphalodes (Bull.) Fuckel: Bluyukdede
village, on ash remains under Salix sp., 37°25'N-34°07'E,
1300 m, 17.06.2017, FTC-57.

Scutellinia (Cooke) Lambotte

24.Scutellinia crinita (Bull.) Lambotte: Blyikdede
village, on soil along streamside, 37°25'N-34°07'E, 1300
m, 17.06.2017, FTC-59.

25.Scutellinia scutellata (L.) Lambotte: Buyukdede
village, on soil along streamside, 37°25'N-34°07'E, 1300
m, 17.06.2017, FTC-85.

Ekim(2021)12(2)138-147

Trichophaea Boud.

26.Trichophaea woolhopeia (Cooke & W. Phillips)
Boud.: Gayhbi village, among needle litter under Pinus sp.,
37°25'N-34°08'E, 1170 m, 02.06.2018, FTC-382.
Tuberaceae Dumort.

Tuber P. Micheli ex F.H. Wigg.

27.Tuber borchii Vittad.: Beyoéren village, in soil under
Quercus sp., 37°48'N-33°52'E, 1490 m, 30.06.2017,
FTC-92; 23.07.2017, FTC-106; 29.07.2017, FTC-122.
Sordariomycetes O.E. Erikss. & Winka

Diaporthales Nannf.

Valsaceae Tul. Ve C. Tul.

Valsa Fr.

28.Valsa sordida Nitschke: Sarica village, on alive
Populus sp. barks, 37°27'N-34°07'E, 1090 m,
30.04.2017, FTC-19.

Xylariales Nannf.

Xylariaceae Tul. & C. Tul.

Xylaria Hill ex Schrank

29.Xylaria hypoxylon (L.) Grev.: Buyiikdede village, on
decaying stump, 37°25'E-34°07'E, 1300 m, 03.06.2017,
FTC-36; Yildizh village, on dead branches of Corylus L.
sp., 37°27'N-34°08'E, 1110 m, 12.07.2017, FTC-102.
Basidiomycota R.T. Moore

Agaricomycetes Doweld

Agaricales Underw.

Agaricaceae Chevall.

Agaricus L.

30.Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach: Sarica
vilage, among grasses along streamside, 37°27'N-
34°07'E, 1090 m, 30.04.2017, FTC-18.

31.Agaricus xanthodermus Genev.: Bilylkdede village,
on soil, among grasses under Prunus sp., 37°25'N-
34°07'E, 1350 m, 01.06.2018, FTC-376.

Bovista Pers.

32.Bovista plumbea Pers.: Alhan village, on soil, among
grass, 37°30'N-33°57'E, 1030 m, 28.08.2017, FTC-142.
Calvatia Fr.

33.Calvatia gigantea (Batsch) Lloyd: Melicek village, on
soil, among grass, 37°26'N-33°58'E, 1150 m, 14.06.2018,
FTC-402.

Coprinus Pers.

34.Coprinus comatus (O.F. Mill.) Pers.: Sarica village,
on soil among grass, 37°27'N-34°07'E, 1100 m,
17.06.2017, FTC-53.

Montagnea Fr.

35.Montagnea arenaria (DC.) Zeller: Melicek village, on
soil among grass, 37°26'N-33°58'E, 1150 m, 27.04.2019,
FTC-416.
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Tulostoma Pers.

36.Tulostoma brumale Pers.: Gaybi village, on soil
among moss in mixed forest, 37°25'N-34°08'E, 1190 m,
06.01.2018, FTC-307.

37.Tulostoma fimbriatum Fr.: Buyukdede village, on soil
under Pinus sp., 37°25'N-34°07'E, 1400 m, 17.04.2017,
FTC-11; 37°25'N-34°08'E, 1190 m, 09.12.2017, FTC-
243.

38.*Tulostoma niveum Kers: Melicek village, among
moss in grassland, 37°26'N-33°58'E, 1150 m,
29.04.2019, FTC-418.

Bolbitiaceae Singer

Conocybe Fayod

39.Conocybe apala (Fr.) Arnolds: Eregli Kultur Park, on
soil among grass, 37°32'N-34°04'E, 1050 m, 02.05.2019,
FTC-421.

Chromocyphellaceae Knudsen

Chromocyphella De Toni & Levi

40.Chromocyphella muscicola (Fr.) Donk: Sarica
village, picnic area, on moss along streamside, 37°28'N-
34°07'E, 1060 m, 10.12.2017, FTC-246.

Suggested Turkish Name: Ibikligozenek

Gasterocarp, stipitate, 4-8 mm in diameter, subglobose to
ovoid, strictly papillate at the top with a single ostiole,
white to whitish cream, somewhat flattened at the base
with a slight collar around the stipe apex. Stipe 6-15 x 1-
3 mm, slender, some tapered towards the base, whitish,
smooth to striate, deeply immersed in moss. Capillitial
hyphae 2-6 um in diameter, septate. Basidiospores 5.5-8
um, globose to subglobose, coarsely verruculose, some
of the verruculae irregular and somewhat isolated (Fig. 2).

A

#
i

Figure 2. Gasterocarps (a,b), capillitial hyphae (c), light microscope (d) and SEM images (e,f) of basidiospores of
Tulostoma niveum (bars: ¢,d: 10 um, e: 5 um, f: 2 um) (c,d in Melzer)

Cyphellaceae Lotsy

Chondrostereum Pouzar

41.Chondrostereum purpureum (Pers.) Pouzar:
Melicek village, on Populus sp. stump, 37°28'N-33°58'E,
1020 m, 12.07.2017, FTC-104; Sarica village, on Populus
sp. stump, 37°28'N-34°07'E, 1060 m, 09.12.2017, FTC-
239.
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Hymenogastraceae Vittad.

Galerina Earle

42.Galerina pumila (Pers.) Singer: Yellice village, on
moss, under Juniperus sp., 37°24'N-34°01'E, 1500 m,
06.01.2018, FTC-297; 06.01.2018, FTC-303.
Hymenogaster Vittad.

43.Hymenogaster bulliardii Vittad.: Gaybi village, in
soil, under Crataegus sp., 37°25'N-34°08'E, 1250 m,
17.06.2017, FTC-75.

Psilocybe (Fr.) P. Kumm.

44 .Psilocybe coronilla (Bull.) Noordel.: Sarica village,
around ivriz Anatolian High School, on manured soil,
37°27'N-34°07'E, 1110 m, 17.04.2017, FTC-8.
Inocybaceae Jilich

Inocybe (Fr.) Fr.

45.Inocybe rimosa (Bull.) P. Kumm.: Melicek village,
among leaf litter, under Populus sp., 37°28'N-33°58'E,
1050 m, 17.06.2017, FTC-87.

Phaeomarasmius Scherff.

46.Phaeomarasmius erinaceus (Fr.) Scherff. ex
Romagn.: Blyukdede village, on decaying Salix sp.
stump, along streamside, 37°25'N-34°07'E, 1350 m,
06.01.2018, FTC-316.

Marasmiaceae Roze ex Kuhner

Calyptella Quél.

47.Calyptella capula (Holmsk.) Quél.: Sarica village, on
petioles of dead Sambucus L. sp. leaves, 37°27'N-
34°07'E, 1110 m, 06.11.2017, FTC-200.

Mycenaceae Overeem

Hemimycena Singer

48.Hemimycena lactea (Pers.) Singer: Sarica village,
around ivriz Anatolian High School, among needle litter,
37°26'N-34°07'E, 1100 m, 10.12.2017, FTC-245.
Mycena (Pers.) Roussel

49.Mycena haematopus (Pers.) P. Kumm.: Gaybi
village, on decaying wood in pine forest, 37°25'N-34°08'E,
1240 m, 30.12.2017, FTC-282.

50.Mycena meliigena (Berk. & Cooke) Sacc.: Sarica
village, on decaying bark in pine forest, 37°27'N-34°07'E,
1100 m, 10.12.2017, FTC-257.

Omphalotaceae Bresinsky

Gymnopus (Pers.) Gray

51.Gymnopus dryophilus (Bull.) Murrill: Sarica village,
around Ivriz Anatolian High School, among needle litter,
37°26'N-34°07°'E, 1100 m, 10.12.2017, FTC-259.

Physalacriaceae Corner

Flammulina P. Karst.

52.Flammulina velutipes (Curtis) Singer: Buyukdede
village, around Salix sp. stump, 37°25'N-34°07'E, 1350 m,
30.12.2017, FTC-285; 30.12.2017, FTC-288.
Pleurotaceae Kuhner

Pleurotus (Fr.) P. Kumm.

53.Pleurotus eryngii (DC.) Quél.: Yellice village, on soil
with Ferula sp. remains, 37°25'N-34°06'E, 1330 m,
17.04.2017, FTC-7; Melicek village, 37°26'N-33°58'E,
1200 m, 10.01.2018, FTC-327.

54.Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.: Sarica village
picnic area, on Populus sp. stump, 37°28'N-34°07'E,
1060 m, 09.12.2017, FTC-242; Bilyukdede Vvillage,
37°25'N-34°07'E, 1350 m, 30.12.2017, FTC-287.
Pluteaceae Kotl. & Pouzar

Pluteus Fr.

55.Pluteus romellii (Britzelm.) Sacc.: Melicek village,
kavaklik, around decaying Populus sp. stump, 37°28'N-
33°58'E, 1050 m, 09.06.2017, FTC-49; Belceagag village,
37°28'N-34°06'E, 1080 m, 17.06.2017, FTC-81.
Volvariella Speg.

56.Volvariella bombycina (Schaeff.) Singer: Yildizl
village, on decaying Populus sp. stump, 37°27'N-34°08'E,
1120 m, 17.06.2017, FTC-63; Sarica village, 37°27'N-
34°07'E, 1100 m, 23.08.2017, FTC-133; Melicek village,
37°28'N-33°58'E, 1050 m, 29.10.2017, FTC-184.
57.Volvariella murinella (Quél.) M.M. Moser ex Dennis,
P.D. Orton & Hora: Beytren village, on soil under
Quercus sp., 37°48'N-33°52'E, 1490 m, 13.05.2018,
FTC-371.

Psathyrellaceae Vilgalys, Moncalvo & Redhead
Coprinellus P. Karst.

58.Coprinellus disseminatus (Pers.) J.E. Lange: Yildizl
village, around decaying Salix sp. stump, 37°27'N-
34°08'E, 1100 m, 17.06.2017, FTC-60; Belceagag village,
37°28'N-34°06'E, 1060 m, 02.08.2017, FTC-123.
59.Coprinellus micaceus (Bull.) Vilgalys, Hopple &
Jacqg. Johnson: Gaybi village, on decaying Populus sp.
stump, 37°25'N-34°08'E, 1250 m, 23.04.2017, FTC-13;
Yildizh village, 37°26'N-34°08'E, 1150 m, 26.05.2017,
FTC-27; Melicek village, 37°28'N-33°58'E, 1050 m,
03.06.2017, FTC-28; Bilylkdede village, 37°24'N-
34°07'E, 1350 m, 17.06.2017, FTC-76; Sarica village,
37°27'N-34°08'E, 1100 m, 05.06.2018, FTC-396.
Coprinopsis P. Karst.

60.Coprinopsis atramentaria (Bull.) Redhead, Vilgalys
& Moncalvo: Biylkdede village, along streamside,
around decaying Populus sp. stump, 37°25'N-34°07'E,
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1300 m, 09.06.2017, FTC-48; Yildizh village, 37°27'N-

34°08'E, 1100 m, 17.06.2017, FTC-67; Belceagag village,
37°28'N-34°06'E, 1060 m, 30.10.2017, FTC-186.
Parasola Redhead, Vilgalys & Hopple

61.Parasola auricoma (Pat.) Redhead, Vilgalys &
Hopple: Yildizh village, on soil among grass, under
Populus sp., 37°26'N-34°09'E, 1130 m, 17.04.2017, FTC-
6.

Psathyrella (Fr.) Quél.

62.Psathyrella candolleana (Fr.) Maire: Eregli Kultar
Park, around decaying stump, 37°32'N-34°04'E, 1050 m,
28.04.2018, FTC-361.

Schizophyllaceae Quél.

Schizophyllum Fr.

63.Schizophyllum amplum (Lév.) Nakasone: Sarica
village picnic area, on decaying Populus sp. stump,
37°28'N-34°07°'E, 1060 m, 09.12.2017, FTC-241.
Strophariaceae Singer & A.H. Sm.

Agrocybe Fayod

64.Agrocybe pediades (Fr.) Fayod: Melicek village, on
soil among grass, 37°26'N-33°58'E, 1150 m, 29.04.2019,
FTC-417.

Pholiota (Fr.) P. Kumm.

65.Pholiota populnea (Pers.) Kuyper & Tjall.-Beuk.:
Yildizli village, on Salix sp. stump, 37°27'N-34°08'E, 1110
m, 30.10.2017, FTC-187; Sarica village, picnic area,
37°28'N-34°07'E, 1060 m, 06.11.2017, FTC-203;
11.11.2017, FTC-217.

Tricholomataceae R. Heim ex Pouzar

Myxomphalia Hora

66.Myxomphalia maura (Fr.) Hora: Yellice village, on
soil among grass, 37°24'N-34°01'E, 1600 m, 06.01.2018,
FTC-309.

Tricholoma (Fr.) Staude

67.Tricholoma fracticum (Britzelm.) Kreisel: Gaybi
village, among needle litter, under Pinus sp., 37°25'N-
34°08'E, 1160 m, 21.05.2018, FTC-374.

Tubariaceae Vizzini

Cyclocybe Velen.

68.Cyclocybe cylindracea (DC.) Vizzini & Angelini:
Melicek village, on Populus sp. stump, 37°28'N-33°58'D,
1050 m, 09.06.2017, FTC-47; Yidizh village, 37°27'N-
34°08'E, 1100 m, 17.06.2017, FTC-70; Belceagag village,
37°28'N-34°06'E, 1080 m, 17.06.2017, FTC-88; Eregli
Kultur Park area, 37°31'N-34°03'E, 1050 m, 29.07.2017,
FTC-121; Burhaniye village, 37°28'N-33°59'E, 1040 m,
30.10.2017, FTC-191.
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Boletales E.-J. Gilbert

Diplocystidiaceae Kreisel

Astraeus Morgan

69.Astraeus hygrometricus (Pers.) Morgan: Gaybi
village, on soil among leaf litter, 37°25'N-34°08'E, 1225
m, 20.11.2017, FTC-225; 06.01.2018, FTC-301;
Blylkdede village, 37°24'N-34°07'E, 1360 m,
09.06.2018, FTC-400.

Gomphidiaceae Maire ex Jilich

Chroogomphus (Singer) O.K. Mill.

70.Chroogomphus rutilus (Schaeff.) O.K. Mill.: Gaybi
village, among needle litter, under Pinus sp., 37°25'N-
34°08'E, 1250 m, 30.06.2017, FTC-96; 01.10.2017, FTC-
161; 06.10.2017, FTC-163; 08.11.2017, FTC-212;
02.06.2018, FTC-394; Eregli Kultir Park, 37°31'N-
34°03'E, 1050 m, 02.06.2018, FTC-379.

Paxillaceae Lotsy

Melanogaster Corda

71.Melanogaster broomeanus Berk.: Beydren village, in
soil, under Quercus sp., 37°48'N-33°52'E, 1480 m,
27.06.2017, FTC-90; Beyoren village, 37°48'N-33°52'E,
1490 m, 23.07.2017, FTC-105; Gaybi village, in solil,
under Pinus and Cedrus spp., 37°25'N-34°08'E, 1220 m,
06.11.2017, FTC-209; 21.06.2018, FTC-404.
Rhizopogonaceae Gaum. & C.W. Dodge

Rhizopogon Fr.

72.Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr.: Yildizh village,
in soil, among needle litter, 37°26'N-34°08'E, 1200 m,
23.06.2017, FTC-89; Gaybi village, 37°25'N-34°08'E,
1250 m, 30.06.2017, FTC-95; Biyikdede Vvillage,
37°25'N-34°08'E, 1350 m, 26.07.2017, FTC-115;
08.08.2017, FTC-128; Sarica village, around lvriz
Anatolian High School, 37°26'N-34°07'E, 1220 m,
21.08.2017, FTC-132; 01.10.2017, FTC-160; Sarica
village, 37°27'N-34°07'E, 1120 m, 23.12.2017, FTC-269;
Eregli Kultir Park, 37°25'N-34°08'E, 1050 m, 24.04.2018,
FTC-360; 02.06.2018, FTC-378.

Sclerodermataceae Corda

Pisolithus Alb. & Schwein.

73.Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert: Cimencik
village, on soil, roadside, around Pinus sp., 37°28'N-
34°00'E, 1060 m, 06.11.2017, FTC-211; Sarica village,
picnic area, around Pinus sp., 37°27'N-34°07'E, 1100 m,
19.11.2017, FTC-224.

Scleroderma Pers.

74.Scleroderma cepa Pers.: Melicek village, on soil,
under Populus sp., 37°28'N-33°58'E, 1050 m,
25.07.2017, FTC-107; Sarica village, 37°27'N-34°07'E,
1100 m, 28.08.2017, FTC-143.
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Suillaceae Besl & Bresinsky

Suillus Gray

75.Suillus collinitus (Fr.) Kuntze: Biyikdede village,
among needle litter, under Pinus sp., 37°25'N-34°08'E,
1380 m, 30.06.2017, FTC-97; Gaybi village, 37°25'N-
34°08'E, 1225 m, 08.11.2017, FTC-214; 10.12.2017,
FTC-254; 02.05.2018, FTC-362.

Geastrales K. Hosaka & Castellano

Geastraceae Corda

Geastrum Pers.

76.Geastrum fimbriatum Fr.: Sarica village, around ivriz
Anatolian High School, on soil, among needle litter,
37°26'N-34°07°'E, 1100 m, 10.12.2017, FTC-255.
77.Geastrum minimum Schwein.: Beyoren village, on
soil, under Quercus sp., 37°48'N-33°52'E, 1490 m,
06.01.2018, FTC-310.

Schenella T. Macbr.

78.Schenella pityophila (Malengon & Riousset) Estrada
& Lado: Sarica village, under decaying needle litter,
37°27'N-34°07'E, 1100 m, 26.12.2017, FTC-270; Gaybi
village, 37°25'N-34°08'E, 1235 m, 30.12.2017, FTC-274;
02.06.2018, FTC-387.

Hymenochaetales Oberw.

Hymenochaetaceae Donk

Phellinus Quél.

79.Phellinus igniarius (L.) Quél.: Sarica village, on Salix
sp. stump, 37°28'N-34°07'E, 1090 m, 03.06.2017, FTC-
30; Yildizh village, 37°27'N-34°08'E, 1120 m, 17.06.2017,
FTC-69; Alhan village, 37°30'N-33°59'E, 1020 m,
02.08.2017, FTC-127; Belceada¢ village, 37°28'N-
34°06'E, 1060 m, 06.11.2017, FTC-198.

Polyporales Gaum.

Fomitopsidaceae Jilich

Fomes (Fr.) Fr.

80.Fomes fomentarius (L.) Fr.: Belceadac¢ village, on
Populus sp. stump, 37°28'N-34°06'E, 1100 m,
29.10.2017, FTC-183.

Laetiporaceae Jilich

Laetiporus Murrill

81.Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill: Sarica village
picnic area, on Salix sp. stump, 37°27'N-34°07'E, 1100 m,
06.11.2017, FTC-199; 02.06.2018, FTC-380.
Polyporaceae Fr. ex Corda

Lentinus Fr.

82.Lentinus tigrinus (Bull.) Fr.: Melicek village, around
decaying Populus sp. stump, 37°28'N-33°58'E, 1050 m,
09.06.2017, FTC-51.
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Polyporus P. Micheli ex Adans.

83.Polyporus tuberaster (Jacq. ex Pers.) Fr.: Sarica
village, around ivriz Anatolian High School, on decaying
wood, 37°27'N-34°07'E, 1110 m, 17.04.2017, FTC-10.
Trametes Fr.

84.Trametes trogii Berk.: Melicek village, on decaying
Populus sp. stump, 37°28'N-33°58'E, 1050 m,
03.06.2017, FTC-29.

Russulales Kreisel ex P.M. Kirk, P.F. Cannon &

J.C. David

Auriscalpiaceae Maas Geest.

Artomyces Jilich

85.Artomyces pyxidatus (Pers.) Julich: Gaybi village,
on pine needles, 37°25'N-34°08'E, 1200 m, 30.12.2017,
FTC-294.

Stereaceae Pilat

Stereum Hill ex Pers.

86.Stereum hirsutum (Willd.) Pers.: Yildizli village, on
wood remnants under Populus and Corylus spp.,
37°26'N-34°09'E, 1110 m, 17.04.2017, FTC-3;
12.07.2017, FTC-103.

Dacrymycetes Doweld

Dacrymycetales Henn.

Dacrymycetaceae J. Schrot.

Dacrymyces Nees

87.Dacrymyces stillatus Nees: Sarica village, on
decaying wood under Pinus sp., 37°27'N-34°07'E, 1100
m, 10.12.2017, FTC-252.

Pucciniomycetes R. Bauer, Begerow, J.P. Samp.,

M. Weiss & Oberw.

Pucciniales Caruel

Pucciniaceae Chevall.

Gymnosporangium R. Hedw. ex DC.
88.Gymnosporangium clavariiforme (Wulfen) DC.:
Yellice village, on Juniperus sp. branches, 37°24'N-
34°01'E, 1600 m, 31.03.2018, FTC-354.
Tremellomycetes Doweld

Tremellales Fr.

Tremellaceae Fr.

Tremella Pers.

89.Tremella mesenterica Retz.: Gaybi village, on
decaying wood under Pinus sp., 37°25'N-34°08'E, 1230
m, 30.12.2017, FTC-272.

Discussions

A list of 89 macromycete taxa were presented from
Eredli district of Konya. Twenty nine of them (26
Pezizales, 1 Diaporthales, 1 Patellariales, 1 Xylariales)
belong to Ascomycota and 60 of them (39 Agaricales, 7
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Boletales, 5 Polyporales, 3 Geastrales, 2 Russulales, 1
Diaportales, 1 Hymenochaetales, 1 Pucciniales, 1
Tremellales) belong to Basidiomycota.

Pyronemataceae was found to be the most
crowded family in the region with 13 species.
Agaricaceae, Helvellaceae and Psathyrellaceae followed
the Pyronemataceae with 9, 6 and 5 taxa respectively.
Seven of the families (Geastraceae, Hymenogastraceae,
Morchellaceae, Mycenaceae, Pezizaceae, Pluteaceae,
Polyporaceae) are resembled with 3 taxa, 5 of them
(Inocybaceae, Pleurotaceae, Pezizaceae,
Sclerodermataceae, Strophariaceae, Tricholomataceae)
are resembled with 2 taxa, while the rest of the 25 families
are resembled with only one taxon in the region.

Helvella L. was found to be the most crowded
genus in the research area with 5 taxa. Tulostoma is the
second crowded one with 3 taxa. Nine genera (Agaricus,
Coprinellus, Geastrum, Morchella, Mycena, Picoa,
Pleurotus, Scutellinia, Volvariella) are resembled with 2
taxa while the rest of the 62 genera are resembled with
only one taxon in the research area.

According to literature 27 of the determined taxa
are edible, 58 are inedible and 5 are more or less
poisonous. Among the edible taxa, only Pleurotus
ostreatus, Terfezia claveryi, Morchella elata and
Morchella esculenta, are collected and consumed by
locals with the local Turkish names “kavak mantarr”,
“‘domalan/keme” and “kuzu goObegdi” respectively.
Morchella elata, M. esculenta and T. claveryi also have
commercial value in the region. They are collected and
sold during especialy May and June. Agaricus
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xanthodermus, Coprinopsis atramentaria, Helvella

lacunosa, Inocybe rimosa and Sarcosphaera coronaria
are the poisonous species determined in the region.

Eight of the determined taxa (Coprinellus
micaceus, Coprinopsis  atramentaria,  Cyclocybe
cylindracea, Fomes fomentarius, Phellinus igniarius,
Pholiota populnea, Pleurotus eryngii, P. ostreatus) were
also presented by Kasik and Oztirk (1998) from the
region before. The rest of the taxa (81 species) are
reported for the first time from the region. Among the
determined taxa Tulostoma niveum was presented from
Turkey for the first time (Sesli et al., 2020).

Together with the macrofungi taxa previously
reported by Kasik and Oztirk (1998) (Agaricus bitorquis
(Quél.) Sacc., Fomes (Fr.) Fr. sp., Grifola frondosa
(Dicks.) Gray, Marasmius oreades (Bolton) Fr., Mycena
(Pers.) Roussel sp., Mycena sp., Mycena epipterygia
(Scop.) Gray, Mycena pura (Pers.) P. Kumm., Panaeolus
rickenii Hora, Pholiota adiposa (Batsch) P. Kumm.,
Protostropharia  semiglobata  (Batsch) Redhead,
Moncalvo & Vilgalys, Trametes versicolor (L.) Lloyd,
Tricholoma inocyboides Corner, Vitreoporus dichrous
(Fr.) Zmitr) and Uzun (2021) (Trichoglossum walteri
(Berk.) E.J. Durand) the determined macrofungi taxa
number within the boundaries of Eregli district increased
to 104.

The determined taxa were also compared with the
studies carried out in close environs and some similarities
were observed. These studies and the similarity
percentages are given in Table 1. The reason for this
similarity may be the common climate and vegetation.

Table 2. Similarity percentages of neighbouring studies with Eregdli and its close environs

# of Identical taxa Total taxa Similarity (%)
Kasik et al. (2001) 11 32 34.36
Aktas et al. (2003) 19 74 29.03
Dogan and Oztirk (2006) 26 202 12.87
Dogan et al. (2007) 22 95 23.16
Tirkoglu et al. (2007) 9 31 29.03
Alkan et al., (2010) 20 134 14.92
ileri et al. (2020) 33 84 39.29
Cetinkaya et al. (2021) 36 74 48.64
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Oz: Bu c¢alisma, Hakkari ilinin Yliksekova ilgesi sinirlari igerisinde yer alan Adakli ve

cevresindeki Koylerde dogal olarak yetisen ve 2012-2014 yillari arasinda toplanan makromantar
Ornekleri Uzerinde yapilmistir. Arazi ve laboratuvar galismalari sonucunda teshisleri yapilan
orneklerin Leotiomycetes, Pezizomycetes ve Agaricomycetes siniflarina ait 10 ordo ve 30 familya
icerisinde dagilim gésteren toplam 109 makromantar tiri oldugu tespit edilmistir. Bunlarin 35’ si
yenen, 65’'i yenmeyen ve 9 tanesi ise zehirlidir.
Ayrica 5 makromantar tiri ilk defa bu calisma ile saptanarak Ulkemiz makromantar cesitliligine
ilave edilmistir. Bunlar; Hymenoscyphus repandus (W. Phillips) Dennis (Helotiaceae), Helvella
corium (O. Weberb.) Massee (Helvellaceae) ve Cheilymenia megaspora (Gamundi) J. Moravec
(Pyronemataceae)’dir.

Anahtar Kelimeler: Basidiomycota, Ascomycota, yeni kayit, Hakkari

Macrofungi Determined in Adakl (Yiuksekova / Hakkari) and Surrounding
Villages

Abstract: This study was carried out on macrofungi samples that grow naturally in Adakli
and its surroundings villages, located within the boundaries of Yiksekova district of Hakkari
province and collected between 2012-2014. According to field and laboratory studies, the total of
109 taxa belonging to 30 families and 10 orders stated in Leotiomycetes, Pezizomycetes and
Agaricomycetes classis were identified. 35 of them are edible, 65 of them are inedible, 9 of them
are poisonous.
In addition, 5 macrofungi species were determined for the first time in this study and added to our
country's macrofungi variety. These are; Hymenoscyphus repandus (W. Phillips) Dennis
(Helotiaceae), Helvella corium (O. Weberb.) Massee (Helvellaceae), Cheilymenia megaspora
(Gamundi) J. Moravec (Pyronemataceae).

Key words: Basidiomycota, Ascomycota, new record, Hakkari

Girig

Arastirma alanini olusturan Adakl ve koyu
cevresindeki  koyler, Yuksekova’nin 10 km
glneybatisinda Cilo daginin eteklerine kurulan
yerlesim yerleridir. Adakli kéyu Yiksekova’'nin en
kalabalik kdylerinden biri olup, deniz seviyesinden
ortalama 1880 m yuksekliktedir. Dogu Anadolu
Bdlgesi'nde 44° 10' 10" dogu boylami ve 37° 31'
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32" kuzey enlemi Uzerinde yer alan arazi alaninin,
gineyinde Daglica, batisinda Cilo dagi,
dogusunda ise Nehil sazliklari bulunmaktadir
(Anonim, 2015). (Sekil 1).

Arastirma yoresinde yaygin olarak yetisen
ve makromantarlarin yayihsinda dogrudan etkili
olan agag¢ ve cali tirleri; Populus sp., Salix sp.,
Malus sp., Rosa sp., Cotoneaster sp. ve Juglans
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sp.’ dir. Orman ortiisli yok denecek kadar az olan
ilgenin bitki 6rtlsu ise step karakteri tasir.

Tarkiye makrofungal gesitliligi konusunda
bugiine kadar cok sayida calisma yapiimis ve
belirlenen turler farkli zamanlarda gerek munferit
gerekse listeler halinde verilmistir. Turkiye’de konu
ile ilgili 2019’ a kadar yapilan caligsmalar Sesli ve
ark., (2020); tarafindan kitap halinde
yayimlanmistir. Burada da goruldigu gibi tlkemiz
makrofungal cgesitliligi tam olarak tespit edilmis
degildir. Bundan sonra da konu ile ilgili galismalara
devam edilmistir. Arastirma alanina yakin ve
Ulkemizde yapilan galismalarin bazilari sunlardir;
Acar ve Uzun 2016; Acar ve ark., 2018; Acar ve
ark., 2019; Acar ve ark., 2020; Akata ve ark., 2020;
Akgay, 2020; Cagh ve Oztirk., 2020; Celik ve ark.,
2020; Cetinkaya ve ark., 2020; Isik, 2020; Isik ve
Turkekul., 2020; ileri ve ark., 2020; Kaplan ve ark.,
2020; Kaygusuz ve ark., 2020; Sesli, 2020; Sesli ve
Bandini., 2020; Sengul Demirayak ve Isik, 2020;
Uzun ve ark., 2020a; Uzun ve ark., 2020b; Uzun ve
Kaya., 2020a; Uzun ve Kaya., 2020b; Uzun ve
Kaya., 2020c; Yesil ve ark., 2020.

Bu c¢alismanin amaci arastirma alani
olarak segilen Adakli kdéyu ve cgevresinde dogal
olarak yetisen makromantar cesitliliginin
belirlenmesinin yaninda yeni kayit ve lokalitelerin
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tespit edilmesiyle Ulkemiz mikobiyotasina katki
saglanmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod

Calismanin materyalini olusturan
makromantar érnekleri 2012-2014 yillar arasinda
Hakkéari iline bagh Yuksekova ilge sinirlar
icerisindeki Adakli ve cevresindeki koylerden
toplanmistir. Mantar érnekleri yetismelerinin uygun
oldugu ilkbahar ve sonbahar aylarinda
toplanmigtir. Toplanan 6&rneklerin morfolojik ve
etnomikolojik 6zellikleri arazi ¢alismalari sirasinda

not edilerek o©rneklerin teshisinde veri olarak
kullanilmistir.  Araziden laboratuvara tasinan
mantar orneklerine gerekli mikolojik teknikler
uygulanarak  fungaryum materyali haline
getirilmigtir.

Arazi ve laboratuvar calismalari
sonucunda elde edilen veriler ilgili literattrler

(Phillips, 1981; Moser, 1983; Buczacki, 1989;
Bresinsky ve Besl, 1990; Ellis ve Ellis, 1990;
Breitenbach ve Kranzlin, 1986, 1991, 1995; 2000;
Jordan, 1995; Dahncke, 2004; Jordan, 2004;
Kranzlin, 2005) ile karsilastirilarak o6rneklerin
teshisleri yapilmistir. Teshis edilen 6rnekler Van
Yizunch Yil Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimi Fungaryumunda saklanmaktadir.
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Sekil 1 Arastirma ydéresinin haritasi

Bulgular

Bu galisma Adakl (YUksekova/Hakkari) ve
cevre koylerde dogal olarak yetisen
makromantarlarin  tespit edilmesi amaci ile

yapilmistir. Teshis edilen tirler Sesli ve ark., (2020)
ve http://indexfungorum.org.,
http://www.mycobank.org. veri tabanlarn baz
alinarak sistematik siraya dizilmistir.

Ascomycota

Leotiomycetes

Helotiales

Helotiaceae Rehm.

1. Hymenoscyphus calyculus (Fr.) W. Phillips,
Salix sp. kutugu Uzeri, Adakl koéyl, K: 37°
30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., 21.11.2013.
Kesici. 246.

2. *Hymenoscyphus
Dennis, Mih Mantari
Salix sp., katugd dOzeri, Adakli kéyua, K: 37°
31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m. 03.11.2012,
Kesici. 028.

Fruktifikasyon organi: 0.5-1 mm c¢apinda, fincan
seklinde, himeniyum kirli beyaz renkli, diz, dis
yuzeyi ayni renkte, kenarlari beyazimsi renkte ve

repandus (W. Phillips)
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bazen asagiya dogru incelir. Sap yaklasik olarak
0.05x0.1 mm c¢apinda, aclk sari renginde,
askokarptan asagi dogru incelir. Sporlari askus
icerisinde diizensiz, silindirik, yiizeyi diz, hiyalin,
bazen kuguk damlali, 8-10x2-2.5 ym boyutlarinda,
askus 8 sporlu ve parafiz silindiriktir. Mayis ve ekim
aylarinda ¢ok yaygin, nemli yerlerde genis yaprakh
agaclarin dallari Gzerinde, c¢lrimus yapraklari

Uzerinde ve yanmig alanlarda yetisir.
Hymenoscyphus repandus, ekolojisi, mikro ve
makromorfolojisi  nedeniyle = Hymenoscyphus

robustior 'a benzerdir. Her iki tir de cesitli otsu
gbvdelerde buydr, apotesyum ve spor seKilleri
benzerdir, ancak H. repandus daha kiguk askus,
daha kisa govdeli ve sari ile turuncu sari
apotesyuma sahip iken H. robustior kahverengiden
turuncuya apotesyuma sahiptir (Sekil 2).

Sclerotiniaceae Whetzel

3. Ciboria amentacea (Balb.) Fuckel, Salix sp.
agaci kalintisi Gzeri, Adakl kéyu, K: 37° 30'42.88",
D: 44° 11'47.49", 1881 m., 03.05.2013, Kesici. 067.
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Pezizomycetes

Pezizales

Helvellaceae Fr.

4. Helvella acetabulum (L.) Quél., Populus sp.
agaclar alti, Adakl koyu, K: 37° 29'56.84", D: 44°
12'52.05", 1922 m., 25.05.2013. Kesici. 147.

5. *Helvella corium (O. Weberb.) Massee, Semer
Mantari

Populus sp., agaglari alti, Adakli kéyd, K: 37°
31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m., Populus sp.
agagclari alti, Gurdere koy, K: 37° 30'08.90" D: 44°
12'51.64" 1900 m., 03.11.2013. Kesici. 197.
Fruktifikasyon organi: 10-50 mm arasi, fincan
seklinde, fincan tabagi seklinde veya neredeyse
diz; Ust ylzey diz veya merkeze yakin puruzlQ,
tlysiz; alt yuzey siyah, bazen kenar boslugunda
beyazimsi, ¢ok hafif tayli. Sap: 10-30 mm
uzunlugunda; 02-12 mm kalinhginda; siyah veya
koyu kahverengi, bazen tabana yakin grimsi;
tlysuz veya ¢ok hafif tlyll, bazen olgunlastiginda
¢ok ince damarlara sahip olabilir. Sporlar: 16.5-
21x9-15 um eliptik, pirtzsuz; genellikle blayuk bir
yag damlacigina sahip, parafizler klavat uclu,
silindirik, kahverengi, 3.5-9 um genigliginde.
Askuslar 8 sporlu. Mayis ve agustos aylari
arasinda so6gut ve kavak agaglan altinda, kumlu
topraklarda ve yanmis alanlarda yetisir. Helvella
corium mikroskobik ve makroskobik 6zellikleriyle
Helvella alpina’ ya benzese de apotesyum
yluzeyindeki pudramsi vyapisiyla diger tirden
kolaylikla ayirt edilebilir (Sekil 3).

6. Helvella leucopus Pers., Populus sp. agaclari
alti, Adakli kdyu, K: 34° 31'24.68", D: 44° 10'19.82",
1917 m., 24.05.2013. Kesici. 117.

7. Paxina queletii Bres., Populus sp., agaglari alti,
Adakli koyu, K: 37° 31'57.64", D: 44° 10'19.76",
1828 m., Populus sp. agaglari alti, Adakh koyu, K:
37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71", 1889 m.,
24.05.2013. Kesici. 107.

Morchellaceae Rchb.

8. Morchella esculenta (L.) Pers., Populus sp.
agaclari alti, Bulakl kéyu, K: 37° 30'12.62", D: 44°
12'52.64", 1896 m., 05.05.2014, Kesici. 298.

9. Morchella semilibera DC., Populus sp. agaglari
alt, Gurdere koyl, K: 37° 30'50.12", D: 44°
11'563.55", 1916 m., Bulakli koyu, 24.05.2013,
Kesici. 128.
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10. Verpa conica (O.F. Mull.) Sw., Populus sp. ve

Salix sp. agaclar alti, Bulakli kdéyd, K: 37°
31'12.74", D: 44° 11'03.16", 1873 m., 06.05.2014,
Kesici. 319.

Pezizaceae Dumort.

11. Peziza arvernensis Cooke, Salix sp., agaci
Uzeri, Adakli koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44°
09'58.19", 1801 m., Salix sp. agaci uzeri, Adakh
koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m.,
Salix sp. agaclar alti, Bulakli koéyu, K: 37°
31'12.74", D: 44° 11'03.16", 1873 m., 23.05.2013,
Kesici. 075.

12. Peziza repanda Wahlenb. Populus sp. adaci
Uzeri, Bulakh koyd, K: 37° 31'12.74", D: 44°
11'03.16", 1873 m., 24.05.2013, Kesici. 132.

13. Peziza sepiatra Cooke, Populus sp. agaglari
alti, Adakl kéyu, K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71"
1889 m., 25.11.2013, Kesici. 279.

14. Peziza varia (Hedw.) Fr., Yosun tutmus
Populus sp. koéku udzeri, Adakh koéyu, K: 37°
31'57.64", D: 44° 10'19.76", 1828 m., 24.05.2013,
Kesici. 108.

15. Peziza vesiculosa Bull., Sigir gibresi Uzeri,
Adakli koyu, K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71",
1889 m., 03.11.2012, Kesici. 036.

Pyronemataceae Corda

16. Cheilymenia granulata (Bull.), Sigir gubresi
Uzeri, Girdere koyl, K: 37° 30'08.90", D: 44°
12'51.64", 1900 m., 05.05.2014, Kesici. 304.

17. *Cheilymenia megaspora (Gamundi) J.
Moravec, TUylUu Tepsi Mantari

Sigir guibresi Uzeri, Bataklik kdyi, K: 37° 30'42.88",
D: 44° 11'47.49", 1881 m., 03.05.2013, Kesici. 066.
Fruktifikasyon organi: 2-5 (10) mm ¢apinda,
gencken diz veya ganak seklinde, sonra tabak
seklini alir, kenarlari digli, substrata sapsiz bir
sekilde baglanir, turuncu renkte olup kalin ve etlidir.
Sporlar, 19-21x11-13 um boyutlarinda, hyalin,
genisge elipsoit, ylzeyi diz ve damlasizdir.
Askuslar, 180-200x18-20 pm boyutlarinda ve
sekiz  sporludur.  Cheilymenia  megaspora
(Gamundi) J. Moravec, makroskobik ve
mikroskobik 6zellikleri ile Cheilymenia granulata’
ya benzetilse de sporlarinin daha buyuk
olmasindan dolayi C. Granulata’dan ayirt edilebilir
Ozeliktedir (Sekil 4).
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18. Geopora arenicola (Lév.) Kers, Populus sp.,
agagclar alti, Adakli kéyu, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m., Populus sp. agaglarn alti,
Girdere koyl, K: 37° 29'56.84", D: 44° 12'52.05",
1922 m., 03.11.2013, Kesici.208.

19. Geopora arenosa (Fuckel) S. Ahmad, Populus
sp., agaglar alti, Bulakh kdyu, K: 37° 31'12.74", D:
44° 11'03.16", 1873 m., Populus sp. adaclar alti,
Gurdere koyl, K: 37° 29'52.43", D: 44° 12'52.13",
1925 m., 24.05.2013, Kesici.134.

20. Scutellinia scutellata (L.) Lambotte, Populus
sp., agaci kutugu dOzeri, Adakli kéyua, K: 37°
31'63.83", D: 44° 09'58.19", 1801 m., Salix sp.
kutdga dzeri, Adakli kdyl, K: 37° 31'67.34", D: 44°
10'07.71", 1889 m., Populus sp. agaci katagu
Uzeri,Bulakll koyu, K: 37° 31'12.74", D: 44°
11'03.16", 1873 m., Populus sp. yapragi Uzeri, Karli
koyu, K: 37° 29'28.11", D: 44° 14'28.37", 1941 m.,
24.05.2013, Kesici.133.

Basidiomycota

Agaricomycetes

Agaricales

Agaricaceae Chevall.

21. Agaricus arvensis Schaeff., Populus sp.,
agagclan alti, Adakl koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m., Cayirlik, Bulakl koyu, K: 37°
31'12.74", D: 44° 11'03.16", 1873 m., 03.11.2013,
Kesici. 019.

22. Agaricus campestris L., Cayirhk, Glrdere
koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m.,
05.05.2014. Kesici. 305.

23. Cyathus olla (Batsch) Pers., Cayirlik, Bulakli
koyd, K: 37° 30'50.12", D: 44° 11'53.55", 1916 m.,
05.10.2014, Kesici. 356.

24. Coprinus comatus (O.F. Mull.) Pers., Salix
sp., agaclar alti, Girdere koyu, K: 37° 30'12.62",
D: 44° 12'52.64", 1896 m, 05.10.2014, Kesici. 367.
25. Coprinus xerophilus Bogart., Cayirlik,
Bataklhk koyu, K: 37° 30'58.71", D: 44° 12'32.10",
1868 m., 03.05.2013, Kesici. 068.

26. Lepiota cristata (Bolton) P. Kumm., Populus
sp. agagclari alti, Glrdere koyi, K: 37° 29'52.43", D:
44° 12'52.13", 1925 m., 24.11.2013, Kesici. 267.
27. Macrolepiota excoriata (Schaeff.) Wasser,
Cayirlik, Adakli koyl, K: 34° 31'24.68", D: 44°
10'19.82", 1917 m., Cayirlik, Bataklik koyi, K: 37°
30'49.31", D: 44° 12'26.06", 1870 m., Cayirlik,
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Gurdere koyl, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",

1896 m., 03.11.2012, Kesici. 009.

Bolbitiaceae Singer

28. Conocybe apala (Fr.) Arnolds, Cayirlik, Adakli
koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m.,
04.11.2012, Kesici. 060.

29. Conocybe aporos Kits van Wav., Populus sp.
agaclar alti, Gurdere koyu, K: 37° 30'08.90", D: 44°
12'51.64", 1900 m., 24.11.2013, Kesici. 253.

30. Conocybe arrhenii (Fr.) Kits van Wav.,
Populus sp. agaglari alti, Girdere kdyu, K: 37°
30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., 03.11.2013,
Kesici. 180.

31. Conocybe aurea (Jul. Schaff.) Hongo,
Cayirlik, Adakli koéyl, K: 34° 31'24.68", D: 44°
10'19.82", 1917 m., Populus sp. agaci Uzeri,
Gurdere koyl, K: 37° 30'08.90", D: 44° 12'51.64",
1900 m., Populus sp. agaglar alti, Girdere koyu,
K: 37° 2956.84, D: 44° 12'52.05", 1922 m.,,
03.11.2012, Kesici. 006.

32. Conocybe fuscimarginata (Murrill) Singer,
Cayirlik, Adakli koéyu, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m., 04.11.2012, Kesici. 065.

33. Conocybe subovalis Kihner & Watling,
Cayirlik, Adakli koéyu, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m, Bataklk alan, Girdere koyu, K:

37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m.,
23.05.2013 Kesici. 081.
34. Conocybe subpubescens P.D. Orton,

Populus sp. agaglar alti, Glrdere kéyu, K: 37°
30'08.90", D: 44° 12'51.64", 1900 m., 24.11.2013
Kesici. 274.

Cyphellaceae Lotsy

35. Chondrostereum purpureum (Pers.) Pouzar,
Salix sp. kOtigd Gzeri, Adaklh koyu K: 37°
31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m., Salix sp.
kutigu Gzeri, Gurdere kéyd, K: 37° 30'12.62", D:
44° 12'52.64", 1896 m., 03.11.2012, Kesici. 15.

Entolomataceae Kotl. & Pouzar

36. Entoloma sericeoides (J.E. Lange) Noordel.
Populus sp. ve Salix sp. agaglar alti, Adakli koyd,
K: 37° 31'63.83", D: 44° 09'58.19", 1801 m.,
23.05.202013, Kesici. 103.

Hygrophoraceae Lotsy
37. Cuphophyllus virgineus (Wulfen) Kovalenko,
Populus sp. ve Salix sp. agaclar alti, Gurdere
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koyu, K: 37° 29'56.84", D: 44° 12'52.05", 1922 m.,

25.05.2013, Kesici. 140.

Hymenogastraceae

38. Hebeloma alpinum (J. Favre) Bruchet, Salix
sp., agagclari alti, Adakh kéyu, K: 37° 31'31.43", D:
44° 10'27.45", 1907 m., Populus sp. agaclari alti,
Girdere koyi, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 03.11.2012, Kesici. 002.

39. Hebeloma crustuliniforme (Bull.) Quél,
Cayirlik, Adakh koyl, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m., Populus sp. agaclar alt,
Girdere koyl, K: 37° 29'52.43", D: 44° 12'52.13",
1925 m., 03.11.2012, Kesici. 004.

40. Hebeloma gigaspermum Groger &
Zschiesch, Salix ve Populus sp. agaglar alt,
Gurdere koyi, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 03.11.2013, Kesici. 178.

41. Hebeloma leucosarx P.D. Orton, Cayirlik,
Adakh koyu, K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71",
1889 m., Populus sp. agaclan alti, Gurdere koyu,
K: 37° 29'56.84", D: 44° 12'52.05", 1922 m.,
03.11.2012, Kesici. 032.

42. Hebeloma populinum Romagn Populus sp.,
agaclar alti, Adakl koyi, K: 37° 31'67.34", D: 44°
10'07.71", 1889 m., Adakli koyd, K: 37° 31'31.43",
D: 44° 10'27.45", 1907 m., Populus sp. agaglari
alt, Glrdere koyu, K: 37°29'56.84", D: 44°
12'52.05", 1922 m., 03.11.2012, Kesici. 021.

43. Hebeloma pusillum J.E. Lange, Populus sp.
agagclari alti, Karli kdyl, K: 37° 29'28.11", D: 44°
14'28.37", 1941 m., 25.05.2013, Kesici. 152.

44. Psilocybe coronilla (Bull.) Noordel., Cayirlik,
Adakli koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45",
1907 m., Karisik agaclik alan, Adakh kéyd, K: 34°
31'24.68", D: 44° 10'19.82", 1917 m., 23.05.2013,
Kesici.070.

Inocybaceae Julich

45. Inocybe dulcamara (Pers.) P. Kumm,
Populus sp. ve Salix sp., agaglari alti, Adakh koy,
K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m.,
03.11.2012, Kesici. 014.

46. Inocybe flocculosa Sacc, Populus sp.
agagclari alti, Adakh koyd, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m., Gayirlik, Bulakh kéyu, K: 37°
31'08.58", D: 44° 11'08.73", 1874 m., 03.11.2012,
Kesici. 017.
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47. Mallocybe perbrevis (Weinm.) Matheny &
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Esteve-Rav., in Matheny, Hobbs & Esteve-
Raventés, Populus sp. agaci kovugundaki toprak
Uzeri, Glrdere koyl, K: 37° 30'12.62", D: 44°
12'52.64", 1896 m., 14.05.2014, Kesici. 331.

Lycoperdaceae

48. Bovista aestivalis (Bonord.) Demoulin,
Cayirlik, Girdere koyl, K: 37° 30'12.62", D: 44°
12'52.64", 1896 m., 20.10.2013, Kesici. 176.

49. Bovista plumbea Pers. Cayirlik, Bulakl kdyd,
K: 37° 30'48.69", D: 44° 10'48.62", 1920 m.,
14.05.2014, Kesici. 341.

50. Bovistella utriformis (Bull.) Demoulin &
Rebriev, Cayirlik, Bulakh kéyu, K: 37° 30'48.69", D:
44° 10'48.62", 1920 m., 20.10.2013, Kesici. 175.

Lyophyllaceae Jilich

51. Lyophyllum semitale (Fr.) Kuhner, Populus
sp. agagclar alti, Gurdere kdyi, K: 37° 30'12.62", D:
44° 12'52.64", 1896 m., 24.11.2013, Kesici. 273.

Mycenaceae Roze

52. Mycena acicula (Schaeff.) P. Kumm, Salix sp.
kutugu Uzeri, Glirdere koéyu, K: 37° 29'56.84", D:
44° 12'52.05", 1922 m., 25.05.2013, Kesici. 138.
53. Mycena galericulata (Scop.) Gray, Salix sp.,
kuttgu Uzeri, Adakh koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44°
09'58.19", 1801 m., Salix sp. katugu Uzeri, Adakh
koyl, K: 37° 31'57.64", D: 44° 10'19.76", 1828 m.,
Salix sp. kdtugu Uzeri, Gurdere koyu, K: 37°
30'12.62", D: 44° 12'52.64", Salix sp. kutigu tzeri,
Girdere koyu, K: 37° 29'52.43", D: 44° 12'52.13",
1925 m., 23.05.2013, Kesici. 102.

54. Mycena renati Quél., Salix sp., kitigu Gzeri,
Bulakh koyi, K: 37° 31'06.04", D: 44° 11'14.96",
1875 m., 06.05.2014, Kesici. 310.

Physalacriaceae Corner

55. Flammulina velutipes (Curtis) Singer, Salix
sp., agaci uzeri, Adakh koyu, K: 37° 31'67.34", D:
44° 10'07.71", 1889 m., Salix sp. agaci uzeri,
Adakh koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45",
1907 m., Salix sp. agaci Uzeri, Bulakh kéyu, K: 37°
31'12.22", D: 44° 11'14.22", 1869 m., Salix sp.,
agaci uzeri, Bataklik kéyu, K: 37° 30'68.71", D: 44°
12'32.10", 1868 m., Salix sp. agaci Uzeri, Gurdere
koyl, K: 37° 30'08.90", D: 44° 12'51.64", 1900 m.,
Salix sp. agaci Uzeri, Gurdere koyu, K: 37°
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29'56.84", D: 44° 12'52.05", 1922 m., 03.11.2012,

Kesici. 026.

Pleurotaceae Kuhner

56. Pleurotus eryngii (DC.) Quél., Heliz bitkisi
kalintisi Gzeri, Adakh kdy(, K: 37° 31'567.64", D: 44°
10'19.76", 1828 m., Cayirlik, Bulakll koyl, K: 37°
31'12.74", D: 44° 11'03.16", 1873 m., 24.05.2013,
Kesici. 113.

57. Pleurotus nebrodensis (Inzenga) Quél.,
Cayirhik alan, bitki kalintisi Gzeri, Karli kdyu, K: 37°
29'28.11", D: 44° 14'28.37", 1941 m., 25.05.2013,
Kesici. 151.

58. Pleurotus ostreatus (Jacqg.) P. Kumm.,
Populus sp. katiagu Uzeri, Adakh koyl, K: 37°
31'63.83", D: 44° 09'58.19", 1801 m., Populus sp.
kitiga Gzeri, Adakli kdyd, K: 37° 31'57.64", D: 44°
10'19.76", 1828 m., Populus sp. kutagu Uzeri,
Adakli kéyu, K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71",
1889 m., Populus sp., kutugu tzeri, Adakh kdyu, K:
37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m., Populus
sp. kiitligu Gzeri, Bulakh koyu, K: 37° 31'06.04", D:
44° 11'14.96", 1875 m., Populus sp. katugu Gzeri,
Girdere koyl, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., Populus sp. katigu Gzeri, Gurdere koy,
K: 37° 29'52.43", D: 44° 12'52.13", 1925 m.,
03.11.2012, Kesici. 030.

Pluteaceae Kotl. & Pouzar

59. Pluteus podospileus Sacc. & Cub., Adac
kalintisi Uzeri, Glrdere koyu, K: 37° 29'56.84", D:
44° 12'52.05", 1922 m., 25.05.2013, Kesici. 143.
60. Pluteus romellii (Britzelm.) Sacc., Salix sp.,
kitagu Gzeri, Adakli kdyu, K: 37° 31'67.34", D: 44°
10'07.71", 1889 m., Salix sp. katigu Gzeri, Gurdere
koyl, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m.,
05.05.2014, Kesici. 306.

Psathyrellaceae Vilgalys, Moncalvo & Redhead

61. Coprinellus disseminatus (Pers.) J.E. Lange,
Populus sp. ve Salix sp. agaglar alti, Adakli koyd,
K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71", 1889 m.,
Populus sp. agdaci uzeri, Glrdere koéyl, K: 37°
30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., Populus
sp.,agaci Uzeri, Girdere koyu, K: 37° 29'56.84", D:
44° 12'52.05", 1922 m., 08.06.2013, Kesici. 156.

62. Coprinellus flocculosus (DC.) Vilgalys,
Hopple & Jacq. Johnson, Hayvan gubresi Uzeri
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(tezek), Adakh koéyla, K: 37° 31'63.83", D: 44°

09'58.19", 1801 m., 23.05.2013, Kesici. 089.

63. Coprinellus heterothrix (Kuhner) Redhead,
Vilgalys & Moncalvo, Salix sp. katugu tzeri, Adakh
koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44° 09'58.19", 1801 m.,
23.05.2013, Kesici. 101.

64. Coprinellus impatiens (Fr.) J.E. Lange, Salix
sp. katuga Gzeri, Adakl koyd, K: 37° 31'67.34", D:
44° 10'07.71", 1889 m., 08.06.2013, Kesici. 155.
65. Coprinellus micaceus (Bull.) Vilgalys, Hopple
& Jacg. Johnson, A Salix sp. kGtugu tzeri, Adakh
koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m.,
23.05.2013, Kesici. 082.

66. Coprinellus xanthothrix (Romagn.) Vilgalys,
Hopple & Jacq. Johnson, aga¢ kalntilar Gzeri,
Adakh koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44° 09'58.19",
1801 m., 23.05.2013, Kesici. 104.

67. Coprinopsis alopecia (Lasch) La Chiusa &
Boffelli, Populus sp. agaglar alti, Adakh kéyu, K:
37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71", 1889 m.,
08.06.2013, Kesici. 162.

68. Coprinopsis atramentaria (Bull.) Redhead,
Vilgalys & Moncalvo, Salix ve Populus sp. kitiga
Uzeri, Adakh koyu, K: 37° 31'67.34", D: 44°
10'07.71", 1889 m., Karisik agaclik alan, Adakh
koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45", 1907 m.,
Salix sp. katugl UGzeri, Bulakh koéyd, K: 37°
31'12.74", D: 44° 11'03.16", 1873 m., Salix sp.,
agaci Uzeri, Bataklik kdyu, K: 37° 30'58.71", D: 44°
12'32.10", 1868 m., Populus sp. agaclar alt,
Girdere kdyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 03.11.2012, Kesici. 011.

69. Coprinopsis cinerea (Schaeff.) Redhead,
Salix sp. kitagu etrafi, Girdere koylu, K: 37°
29'56.84", D: 44° 12'52.05", 1922 m., 04.11.2012,
Kesici. 053.

70. Coprinopsis marcescibilis  (Britzelm.)
Orstadius & E. Larss., Salix sp., kataga Gzeri,
Adakh koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45",
1907 m., Salix sp. agagclari alti, Bulakh kdyu, K: 37°
31'12.74", D: 44° 11'03.16", 1873 m., Cayirlk,
Bulakli koyu, K: 37° 31'06.04", D: 44° 11'14.96",
1875 m., 03.11.2012, Kesici. 025.

71. Parasola conopilea (Fr.) Orstadius & E.
Larss., Cayirlik, Adakh kéyu, K: 37° 31'31.43", D:
44° 10'27.45", 1907 m., 03.11.2012, Kesici. 027.
72. Parasola plicatilis (Curtis) Redhead, Vilgalys
& Hopple., Gayirlik, Adakh kéyl, K: 37° 31'31.43",
D: 44°10'27.45", 1907 m., 23.05.2013, Kesici. 078.
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73. Psathyrella candolleana (Fr.) Maire, Salix sp.,
agaci alti, Adakh koyl, K: 37° 31'63.83", D: 44°
09'58.19", 1801 m., Salix sp. kutagu tzeri, Adakh
koyd, K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71", 1889 m.,
23.05.2013, Kesici. 087.

74. Psathyrella lutensis (Romagn.) Bon, Salix sp.
agaclar alti, Adakh koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44°
09'58.19", 1801 m., 23.05.2013, Kesici. 092.

75. Psathyrella panaeoloides (Maire) Arnolds,
Cayirlik, Adakl koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44°
09'58.19", 1801 m., 23.05.2013, Kesici. 096.

76. Psathyrella picta (Romagn.) Romagn. ex Bon,
Populus sp. agaci Uzeri, Gurdere koyl, K: 37°
29'52.43", D: 44° 12'52.13", 1925 m., 04.11.2012,
Kesici. 044.

77. Psathyrella prona (Fr.) Gillet, Cayirlik, Adakli
koyu, K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71", 1889 m.,
Populus sp. agaclar alti, Adakh koyu, K: 34°
31'24.68", D: 44° 10'19.82", 1917 m., 03.11.2012,
Kesici. 008.

78. Psathyrella pseudogracilis (Romagn.) M.M.
Moser, Agag kalintisi Gzeri, Girdere koyu, K: 37°
30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., 24.11.2013,
Kesici. 263.

79. Psathyrella tephrophylla (Romagn.) M.M.
Moser, Cayirhk, Adakli koyd, K: 37° 31'63.83", D:
44° 09'58.19", 1801 m., Cayirlik, Adakli kéya., K:

34° 31'24.68", D: 44° 10'19.82", 1917 m.,
23.05.2013, Kesici.095.
Schizophyllaceae Quél.
80. Schizophyllum commune Fr., Salix sp.

katugu Uzeri, Adakl koyu, K: 37° 31'57.64", D: 44°
10'19.76", 1828 m., 24.05.2013, Kesici. 116.

Strophariaceae Singer & A.H. Sm.

81. Agrocybe dura (Bolton) Singer, Cayirlik,
Gurdere koyi, K: 37° 29'52.43", D: 44° 12'52.13",
1925 m., 25.05.2013, Kesici. 144.

82. Agrocybe molesta (Lasch) Singer, Cayirlik,
Karli kdyu, K: 37°29'28.11", D: 44° 14'28.37", 1941
m., 25.05.2013, Kesici. 150.

83. Agrocybe pediades (Fr.) Fayod, Cayirlik,
Adakh koéyu, K: 37° 31'67.34", D: 44° 10'07.71",
1889 m., Populus sp., agaclar alti, Adakh kdyu, K:
34° 31'24.68", D: 44° 10'19.82", 24.05.2013,
Kesici. 118.

84. Pholiota aurivella (Batsch) P. Kumm Salix sp.
agaci Uzeri, Adakli kéyd, K: 37° 31'31.43", D: 44°
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10'27.45", 1907 m., Salix sp. agaci Uzeri, Gurdere

koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m.,
03.11.2011, Kesici. 010.

85. Pholiota conissans (Fr.) M.M. Moser, Cayirlik,
Gurdere koyi, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 03.11.2013, Kesici. 192.

86. Pholiota gummosa (Lasch) Singer, Salix sp.,
agaclari alti, Gurdere kéyu, K: 37° 30'12.62", D: 44°
12'52.64", 1896 m., Salix sp. agaglar alti, Glrdere
koyl, K: 37° 29'52.43", D: 44° 12'52.13", 1925 m.,
04.11.2012, Kesici. 047.

87. Pholiota populnea (Pers.) Bon, Salix sp. agaci
Uzeri, Glrdere koyl, K: 37° 30'12.62", D: 44°
12'52.64", 1896 m., 03.11.2013, Kesici. 193.

88. Melanoleuca brevipes (Bull.) Pat., Agac
kalintisi Uzeri, Gurdere koyu, K: 37° 29'56.84", D:
44° 12'52.05", 1922 m., 25.05.2013 Kesici. 149.
89. Melanoleuca subalpina (Britzelm.) Bresinsky
& Stangl, Cayirlik, Adakli kdyi, K: 37° 31'63.83", D:
44° 09'58.19", 1801 m., 23.05.2013, Kesici. 100.

Tubariaceae Vizzini

90. Tubaria furfuracea (Pers.) Gillet, Salix sp.
agaci Uzeri, Adakll koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44°
09'58.19", 1801 m., 23.05.2013, Kesici.094.

Tricholomataceae R. Heim ex Pouzar

91. Clitocybe rivulosa (Pers.) P. Kumm., Cayirlik,
Adakli koyu, K: 37° 31'31.43", D: 44° 10'27.45",
1907 m., 23.05.2013, Kesici. 069.

92. Lepista nuda (Bull.) Cooke, Populus sp.
agagclari alti, Gurdere koyu, K: 37° 29'56.84", D: 44°
12'52.05", 1922 m., 25.05.2013, Kesici. 141.

93. Lepista personata (Fr.) Cooke, Populus sp. ve
Salix sp. agagclari alti, Adakli koyu, K: 37°31'67.34",
D: 44° 10'07.71", 1889 m., Cayirlik, Bulakli kdyd,
K: 37° 31'12.74", D: 44° 11'03.16", 1873 m., Salix
sp., agaglar alti, Gurdere koyu, K: 37° 30'12.62",
D: 44° 12'52.64", 1896 m., 24.05.2013, Kesici. 130.
94. Tricholoma populinum J.E. Lange, Populus
sp. agaclari alti, Bulakl kdyu, K: 37° 31'06.04", D:
44° 11'14.96", 1875 m., Karisik agaghk alan,
Girdere koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 03.11.2013, Kesici. 188.

95. Tricholoma scalpturatum (Fr.) Quél., Populus
sp. agaclari alti, Gurdere kdyu, K: 37° 29'56.84", D:
44° 12'52.05", 1922 m., 04.11.2012, Kesici. 043.
96. Tricholoma sciodes (Pers.) C. Martin,
Populus sp., adaclari alti, Gurdere koyu, K: 37°
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30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., 05.05.2014,

Kesici. 299.

97. Tricholoma stiparophyllum (N. Lund) P.
Karst., Populus sp. agaglari alti, Glrdere koyd, K:
37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m.,
14.05.2014, Kesici. 334.

Boletales

Paxillaceae Lotsy

98. Paxillus involutus (Batsch) Fr., Populus sp.,
agaclari alti, Bulakl kéyu, K: 37° 31'08.58", D: 44°
11'08.73", 1874 m., Populus sp. agaclar alt,
Gurdere koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 04.11.2013, Kesici. 217.

Cantharellales

Hydnaceae Chevall

99. Sistotrema brinkmannii (Bres.) J. Erikss.,
Salix sp., katugd Uzeri, Gurdere koyu, K: 37°
30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., 24.11.2013,
Kesici. 277.

Gomphales

Gomphaceae Donk

100. Ramaria lutea Schild, Odun kalintisi Gzeri,
Girdere koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 03.11.2013, Kesici. 205.

Hymenochaetales

Hymenochaetaceae Donk

101. Phellinus igniarius (L.) Quél., Salix sp. agaci
Uzeri, Bulakh koéyl, K: 37° 31'12.74", D: 44°
11'03.16", 1873 m., Salix sp. agaci Uzeri, Gurdere
koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m.,
19.10.2013, Kesici. 166.

Polyporales

Phanerochaetaceae Jilich

102. Bjerkandera fumosa (Pers.) P. Karst., Salix
sp. agaci uzeri, Adakh kéyud, K: 37° 31'67.34", D:
44° 10'07.71", 1889 m., Salix sp., agaci Uzeri,
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Girdere koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",

1896 m., 03.11.2012, Kesici. 037.

Polyporaceae Fr. ex Corda

103. Cerioporus squamosus (Huds.) Quél., Salix
sp. katugu Gzeri, Adakl kdyu, K: 37° 31'63.83", D:
44° 09'58.19", 1801 m., Salix sp. katugl Uzeri,
Girdere koyu, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64",
1896 m., 03.11.2013, Kesici. 181.

104. Fomes fomentarius (L.) Fr., Salix sp. agaci
Uzeri, Bulakli koyld, K: 37° 31'06.04", D: 44°
11'14.96", 1875 m., 21.05.2014, Kesici. 352.

105. Lentinus tigrinus (Bull.) Fr., Salix sp. kitagu
Uzeri, Adakli koyu, K: 37° 31'63.83", D: 44°
09'58.19", 1801 m., Salix sp. kutigu tzeri, Gurdere
koyi, K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m.,
23.05.2013, Kesici. 088.

106. Trametes trogii Berk., Salix sp. agaci uzeri,
Bulakh koyu, K: 37° 31'08.58", D: 44° 11'08.73",
1874 m., Populus sp., kitugu tzeri, Gurdere koyd,
K: 37° 30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., Salix
sp. agaci Uzeri, Gurdere kéyu, K: 37° 29'56.84", D:
44° 12'52.05", 1922 m., 03.11.2013, Kesici. 184.
107. Trametes versicolor (L.) Lloyd, Prunus sp.,
katagu Gzeri, Adakli kéyu, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m., Populus sp. katuga Gzeri,
Glrdere koyu, K: 37° 29'52.43", D: 44° 12'52.13",
1925 m., 03.11.2012, Kesici 029.

Russulales

Russulaceae Lotsy

108. Lactifluus bertillonii (Neuhoff ex Z. Schaef.)
Verbeken, Cayirlik, Girdere koyl, K: 37°
30'12.62", D: 44° 12'52.64", 1896 m., 03.11.2013,
Kesici. 209.

Thelephorales

Thelephoraceae Chevall

109. Thelephora terrestris Ehrh., Agag kalintilari
Uzeri, Adakh kéyu, K: 37° 31'31.43", D: 44°
10'27.45", 1907 m., 03.11.2012, Kesici. 013.
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Sekil 3. Helvella corium (O. Weberb.) Massee a, b. Askkarp, c. Askospor, d. Sapka yuzeyi eiemanlarl, e.
Askus, f. Parafiz
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4, Tartisma ve Sonug

Adakl ve cevresindeki koylerde
(Ylksekova/Hakkari)  yetisen  makromantarlar
Uzerinde yapilan bu c¢alisma ile 31 familya'ya ait
toplam 109 makromantar tiri tespit edilmistir.
Tespit edilen toplam 109 turiin 35 'si yenen, 65’i
yenmeyen ve 9'u zehirli olarak belirlenmistir.
Yenen tdrler toplam tdrlerin %32.11'ini,
yenmeyenler %59.63'Unu ve zehirli tdrler ise
%8.25'sini olusturmaktadir (Grafik 1).

Yenen tirlerden; Agaricus arvensis ve A.
campestris, tirleri yorede “kivarka giya (gayir
mantari)” adi ile taninir ve yenir, Pleurotus eryngii
turd “kivarga ¢iya (dag mantari)” ya da “kivarka
helizi (heliz mantari)” adi ile taninir ve yenir.
Ozellikle Pleurotus eryngii yére halki tarafindan
sikga toplanip pazarlarda ¢ok satillan ve lezzetle
yenen bir tdrddr. 2020 yilinda kg fiyati yore
pazarlarinda 65 TL' ye satildigi tespit edilmistir
(Sekil 5).
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Yorede; Cimsit Kesici’ nin verdigi bilgilere
gore; Bovista, Calvatia ve Lycoperdon cinslerine ait
turlere “fise girg (kurt yellemesi)” adini verir ve bu
makromantarlari binek ve biyikbas hayvanlarinin
aclk yaralarina tentirdiyot ile karigtirilip sirtlerek
yaralarin daha cabuk kabuk baglayip iyilestigini
bildirmistir.

Yorede 0Ozellikle Coprinus, Coprinellus ve
Coprinopsis cinslerine ait turlere “kivarka keri (esek
mantar1)” adini  verip bu mantarlarin zehirli
oldugunu disindimektedir.

Yorede belirlenen 109 makromantar iginde
en fazla tur igeren familyalar sirasiyla;
Psathyrellaceae 19, Strophariaceae 9,
Agaricaceae, Bolbitiaceae, Tricholomataceae ve
Hymenogastraceae 7, Pezizaceae, ve
Polyporaceae 5'er tir ile temsil edilmektedir. Bu
familya Uyelerinin fazla yayilis gdstermesi 6zellikle
bdlgenin iklimsel 6zellikleri ve bitki 6rtisinden
kaynaklandigi distnulmektedir (Grafik 2).
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Grafik 1. Tespit edilen turlerin yenilebilirlik durumlari
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Grafik 2. Tespit edilen makrofungus turlerinin familyalara gére dagihmi.
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Tespit edilen tirlerin  habitat ve
substratlarinin  Ulkemizde  yapilan  benzer
calismalarda belirtilen tdrlerle uyum iginde oldugu
gorulmektedir.

Tablo 1’de goérildigl gibi bu calismada
tespit edilen mantarlar c¢alisma alanina yakin
boélgelerde yapilan benzer galismalarla,
Yiuksekova-Hakkari (Uzun ve ark., 2008), Sirnak
(Aksak, 2009), Uludere-Sirnak (Abay, 2010), Karz
Dagi (Bitlis-Tatvan) (Sadullahoglu, 2013), Zilan
Vadisi (Van-Ercis) (Kogcak, 2014), Yuksekova-
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Semdinli (Hakkari) (Acar ve ark., 2020) ile

karsilastiriimis ve Yuksekova %61.7, Sirnak %
14,1, Uludere-Sirnak’la %15.8, Karz Dagi (Bitlis-
Tatvan) %27.2, Zilan Vadisi (Van-Ercig) % 40.3,
Yuksekova-Semdinli (Hakkari) % 28.5, oraninda
benzerlik gosterdigi gérilmektedir. Bu benzerlik ve
farkliliklarin iklim ve bitki 6rtistinden kaynaklandigi
distndlmektedir. Arastirma bdlgesinin  orman
formasyonu agisindan zengin olmamasina karsin
yakin bolgelerle karsilastirldiginda makromantar
cesitliligi bakimindan zengin oldugu sdéylenebilir.

Tablo 1. Belirlenen tiirlerin arastirma yoresine yakin boélgelerde yapilmis olan ¢alismalarla benzerlik durumu

Arastirma Yoresi Belirlen toplam tir sayisi Benzer tur sayisi Benzerlik
orani
Yuksekova-Hakkari (Uzun ve ark., 2008) a7 29 %61.7
Sirnak (Aksak, 2009) 45 16 %14.1
Uludere-Sirnak (Abay, 2010) 46 18 %15.8
Karz Dagi (Bitlis-Tatvan) (Sadullahoglu, 79 31 %27.2
2013)
Zilan Vadisi (Van-Ercis) (Kogak, 2014) 98 46 %40.3
Yiksekova-Semdinli (Hakkari) (Acar ve 203 58 %28.5
ark., 2020)

Ayrica bu calisma ile Hymenoscyphus
repandus, Helvella corium ve Cheilymenia
megaspora turleri tlkemizde ilk kez tespit edilerek
Tarkiye makromantarlari igin yeni kayit olarak
eklenmisgtir. Bdylece calismamizin esas
amagclarindan biri olan hem ybérenin hem de
Ulkemiz mikobiyotasinin zenginlestiriimesine katki
saglanmistir.
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Oz: Turkiyenin endemik bitkisi Salep (orkide) kok ve yumrulardan izole edilmig
endofitik fungus tirlerinin molekdler teknikler kullanilarak tanimlanmasi son derece
Onemlidir. Bu galismada Salep (Orchid) bitkisinden izole edilen endofitik Fusarium
Link tdrlerinin tanimlanmasi amaglanmistir. Bu amagla beta-tubulin (B-tubulin:
benA), Internal Transcribed Spacer (ITS) ve Translation Elongation Factor (EF) gen
bolgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile &6zel primerler kullanilarak
cogaltiimistir. Daha sonra tim PZR Grtnlerinin dizi analizi yapilmis ve GenBank’daki
diger ilgili diziler ile karsilastiriimistir. Fusarium izolatlar tir diizeyinde Fusarium
redolens Wollenw. (n=7) ve Fusarium oxysporum Schlecht. (n=3) olarak
tanimlanmislardir. Filogenetik analizler the B-tubulin, ITS ve EF gen dizilerini temel
alarak gercgeklestiriimistir. Bu calismada, ilk olarak U¢ farkli gen bdlgesinin
cogaltiimasi iceren molekiler tanimlama yontemleri kullanilarak Turkiye'deki
saleplerden (orkidelerden) izole edilen endofitik Fusarium spp. izolatlar tar
dizeyinde tanimlanmistir.

Anahtar kelimeler: Salep, Orkide, Endofitik fungus, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, Fusarium redolens, Fusarium oxysporum

Phylogenetic Diversity Analysis and Molecular Identification of Endofitic
Fusarium spp. Isolated From Salep (Orchid)

Abstract: The endophytic fungi species isolated from Salep (Orchid) roots
and tubers, endemic plants of Turkey, their identification using the molecular
techniques is utmost important. The aim of the present study was to identify the
species of endophytic Fusarium Link isolated from Salep (Orchid). For this purpose,
beta-tubulin (B-tubulin: benA), Internal Transcribed Spacer (ITS) and Translation
Elongation Factor (EF) gene regions were amplified by Polymerase Chain Reaction
using specific primers. Then, all PCR products were sequenced and compared with
the other related sequences in GenBank. The Fusarium isolates were identified to
species level as Fusarium redolens Wollenw. (n=7) and Fusarium oxysporum
Schlecht. (n=3). The phylogenetic analysis was carried out based on the S-tubulin,
ITS and EF gene sequences. In the present study, Fusarium spp. isolated from
Saleps (Orchids) in Turkey were firstly identified by molecular identification methods
including amplification of the three different gene region.

Key words: Salep, Orchid, Endophytic fungi, Polymerase Chain Reaction,
Fusarium redolens, Fusarium oxysporum

Girig bir stredir botanikgi, ekolog, mikolog, bitki patologu ve
Endofitik funguslar ilk olarak 1904'de Freeman farmokologlarin dikkatini ¢ekmeye devam etmektedir.
tarafindan Lolium temulentum Linnaeus, bitkisinden izole Neredeyse 300.000 bitkinin bir veya birden fazla endofit
edilmistir ve daha sonrasinda konu ile ilgili galismalar barindirdigi tahmin edilmektedir.
devam etmistir. Son olarak Antartik yosununda (Melo vd., Gunimuizde endofitik funguslardan rapor edilen
2014) tanimlanmis olan endofitik funguslar yizyili askin pek cok antifungal (Tan ve Zou, 2001) antibakteriyel
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bilesik (Deshmukh vd., 2015) bulunmaktadir. Endofitik

funguslar Urettikleri primer ve sekonder metabolitler ile
endustriyel biyoteknolojide yaygin olarak kullanilan
onemli bir endistriyel mikroorganizma grubudur. Fungal
sekonder metabolitler her ne kadar onu Ureten
organizmanin yagamas! icin elzem olmasa da diger
organizmalara karsi rekabette Ustlinlik saglanmasi veya
UV radyasyonuna direng gelistirme gibi durumlarda
savunma mekanizmasina oldukg¢a katkida bulundugu
bilinmektedir (Osbourn, 2010). Ulkemizin sahip oldugu
oldukca genis biyocesitlili§i gézdéninde bulundurulacak
olursa degisik kaynaklardan izole edilen endofitik
funguslar son derece 6nem tagimaktadir.

Orkidelerin bagimli olduklari simbiyotik yasam sekli
(orkid mikoriza olarak isimlendirilmektedir) oldukca dikkat
cekmektedir. Orkide kok hicreleri icerisinde yer alan
fungal hifler bitkiye topraktan mineral ve su temin ederler.
Ulkemizde, toplam 24 cins ve 90 tur orkide tir
bulunmaktadir (Sandal ve S6gut, 2010; Sandal Erzurumlu
ve Doran, 2011). Tudrkiye'nin olduk¢a 6nemli olan bu
endemik bitkileri koruma altina alinmalidir. Bununla
beraber nesli tikenme tehlikesiyle karsi karsiya oldugu
icin bu tdrlerin ¢cimlendiriimesinde simbiyotik dénglde yer
alan veya Ulkemiz salep kok ile yumrularindan elde
edilmis mikorizal ve endofitik funguslarla ilgili detayl
¢alismalara ihtiyag bulunmaktadir.

Orkid mikorizal ve endofitik funguslar orkide tohum
cimlenmesi ve vejetatif blyume icin gereklidir (Jiang vd.,
2018). Literaturde Orkidelerden izole edilen Fusarium
oxysporum KB-3 turl ile yapilan galismada bu tlrdn
Bletilla striata (Thunb.) Rchb.f. orkide tohumlarini
cimlenmesini tesvik ettigi ve orkid mikorizal fungus gibi
davranis sergiledigi belirlenmistir  (Jiang vd., 2018).
Bunun yani sira Endofitik Fusarium tirleri biyolojik
aktiviteye sahip sekonder metabolitlerin zengin bir
kaynagidir. Bu metabolitlerin (mikotoksin gibi) bir kismi
insanlar Uzerinde zararli etkilere sahip olup bazilari ise
ilag gelistirme, biyoteknolojik Griin (hormon, pigment vs)
elde etme acisindan olduk¢a buyuk bir potansiyele
sahiptir (Hansen vd., 2015). Orkid-iligkili Fusarium
proliferatum Matsush.’'un gibberellin Ureticisi oldugu
bilinmektedir (Tsavkelova vd., 2008). Bitki buyimesini
uyarici rolleri sebebiyle Fusarium verticilliodes tiri
tarimda cay bahgeleri, bagcilik ve bahgecilikde yaygin
kullaniima egilimi gostermektedir. Bu sebeple bitki
buyumesini tesvik etme yetenegine sahip yeni fungal
endofitlerin  tanimlanmasi ve potansiyel sekonder
metabolitlerin  kesfi ile ilgili ¢ahsmalarin artiriimasi
gerekmektedir. Bu endofitik funguslar ekonomik olarak
son derece 6nemli olup ayni zamanda da fitopatojen ve
insan patojenlerini de icerdiginden sistematik olarak
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dogru tanimlanmalari olduk¢ca gerekli olan zorlu bir
gruptur (O’Donnell vd., 2013). Bu sebeple tarimsal ve
tibbi olarak 6nemli endofitik Fusarium tirlerinin
karsilastirmali  filogenetik ve genomik analizlerinin
yapilmasi 6nemlidir.

Calismamizda Ulkemiz endemik bitki tiri olan
Salep (Orkide) bitkisinin kok ve yumrularindan elde edilen
endofitik Fusarium izolatlarinin molekiler yontemler
kullanilarak tir dizeyinde tanimlanmasi ve filogenetik
analizlerinin yapilmasi amaglanmistir. Bu amagla Ug farkl
gen bolgesi (beta-tubulin (B-tubulin: benA), Internal
Transcribed Spacer (ITS) ve Translation Elongation
Factor (EF)) kullaniimistir.

Bu calisma s6zkonusu bu endofitik funguslar ile
salep yumrularinin gimlendiriimesi konularinda yapilacak
ileri calismalara katki saglayacak bilgilere ulasiimasi
yanisira biyoteknolojik Gneme sahip potansiyel sekonder
metabolitler agisindan énem tasimaktadir.

Materyal ve Metot

Fungal izolatlarin aktivasyonu

Onceki galigmalarda Salep (Orchis sancta Linneo
ve Ophrys fusca Link) kok ve yumrularindan elde edilmis
endofitik Fusarium izolatlarini (n=10 adet) iceren Malt
Ekstrakt Agar (MEA) vyatik tiplerinden MEA iceren
petrilere UG¢ nokta ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan
petrilerin  27°C 'de 5 gln sireyle aktivasyonu
gerceklestirilmigtir (Gezgin ve Eltem, 2009). Aktivasyon
sonrasi elde edilen miselyum kitlesinden 6 mm ¢apinda
plaklar alinarak dogrudan Malt Ekstrakt Broth (MEB)
besiyeri iceren erlenlere aseptik kosullarda ekim
yapilmistir. Daha sonra erlenler 27°C '‘de 120 rpm
hizindaki ¢alkalayici inkUbatérde 3 gin boyunca inklibe
edilmistir (Gezgin ve Eltem, 2009).

Genomik DNA izolasyonu

Bu g¢alismada manuel bir genomik DNA izolasyon
yontemi modifiye edilerek kullaniimigtir (Liu vd., 2000). Bu
amagla MEB besiyeri iceren erlenlerin inkiibasyonu
sonrasinda elde edilen miseller aseptik kosullarda
filtrasyon ile besiyerinden ayriimis ve genomik DNA
izolasyonu igin kullaniimistir.

PZR Caligmalari

Genomik DNA izolasyonu sonrasinda 8 tubulin,
ITS ve EF geni olmak Uzere ug¢ farkli gen bdlgesi igin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) iglemi yapiimistir. Her
U¢c gen boélgesi icin en uygun baglanma sicakhdinin
belirlenebilmesi amaciyla &ncelikle gradient PZR
c¢alismalari yapilmistir. Gradient PZR igin farkl sicakhklar
denenmis ve uygun PZR kosulu belirlenmistir. Calismada
iki farkh deneme arahd kullaniimis olup, kullanilan
gradient PZR kosulu; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 48-58°C (1.
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deneme aralid) ile 50-64 °C (2. deneme aralgi) 30sn,
72°C 2dK] (35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « dir. Bu amagcla
GeneMark 5X PCR Dye Master Mix Il (GeneMark,
Tayvan) kullaniimistir. Son hacmi 25 pl olan PZR
karisiminin bilesenleri ve miktarlari sirasiyla; 5 ul 5X PCR
Dye Master Mix II, 1 pl kalip DNA (5ng/ul), 1 pl forward
primer (FP) (10 pM), 1 pl reverse primer (RP) (10 uM),
17ul ddH20 seklindedir.

Calismada kullanilan tg farkh gen bolgesine (ITS,
EF ve B-tubulin) ait primer ciftleri ve bu primerlere ait baz
dizileri sirasiyla soyledir: ITS1-F: TTA CGT CCC TGC
CCT TTG TA, ITS2-R: GCA TTC CCA AAC AAC TCG
ACT C (Van Den Ende ve De Hoog 1999). TEF1: F-ATG
GGT AAG GA(A/G) GAC AAG AC, TEF2-R: GGA (G/A)
GT ACC AGT (G/C) AT CAT GTT (O’Donnell vd. 1998;
Geiser vd. 2004; Herron, vd. 2015) ve Bt2a-F:GGT AAC
CAA ATC GGT GCT GCT TTC, Bt2b-R: ACC CTC AGT
GTA GTG ACC CTT GGC (Glass ve Donaldson, 1995).

PZR drunlerinin géruntilenmesi

Goruntileme sonucunda secilen PZR drunlerine
ait 6rnekler baz dizi analizi amaciyla Invitrogen Pure Link
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, ABD) kullanilarak
saflastirimistir. Genomik DNA ve PZR c¢alismalarinda
elde edilen PZR durdnleri sirasiyla %1 ve %Z2’lik agaroz
jelde yuratalmuastir. Daha sonra G-BOX jel gérintileme
cihazinda (G-Box Syngene, UK) bantlar gértintilenmistir.

Dizi analizi

Saflastirma kiti ile saflastirilan ITS, EF ve 8 tubulin
gen bolgelerine ait PZR 6rnekleri dizi analizi yapmak lizere
REFGEN Biyoteknoloji Limited Sirketine (Ankara)
gonderilmistir.

Biyoinformatik araglar kullanilarak tiir tayini
yapilmasi

Her Ug farkli gen bolgesine ait baz dizi analizleri igin
NCBI (National Center of Biotechnology Information) veri
tabani araciligiyla BLAST
(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) analizleri ile
gerceklestiriimistir. Bununla birlikte her bir gene ait DNA
dizileri MEGA X (Tamura ve Nei 1993; Kumar vd, 2018)
versiyonu kullanilarak ClusterW programi (Thompson vd,,
1994) ile align edilip ve tiirler arasinda korunmus bolgeler
tespit edilmis ve her bir gene ait DNA dizisi birbirleriyle
karsilastirilarak benzerlikler karsilastiriimigtir.

Bulgular

Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda elde edilen genomik DNA’larin
safligl ile konsantrasyonlari Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific) yardimi ile dl¢glimuUstir. Bu DNA’larin absorbans
degerlerinin ise ABS260 /ABS280 1,6-2,0 araliginda oldugu
belirlenmistir. Konsantrasyonlari belirlenen DNA’lar 5
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ng/uL olacak sekilde seyreltilerek, gradient PZR

calismalarinda kullaniimistir.

Genomik DNA ile gergeklestirilen gradient PZR
calismalan

Gradient PZR calismalari sonucunda elde edilen jel
goéruntuleri dogrultusunda ITS, EF ve B ftubulin gen
bolgeleri icin 48°C -54,1°C arasinda parlak bant elde
edildigi gérulmusttr. Calismalara ITS ve EF gen bdlgesi
icin de en parlak bandin elde edildigi ortak sicaklik olan
51,7 °C olarak belirlenmistir. 8-Tubulin gen bdélgesi ile
yapilan denemelerde anneling i¢in 50-64 sicaklik arahgi
denenmis ve 58,5-64 °C arasi bant elde edilmis olup
calismalarda 58 °C kullaniimistir.

Bu sebeple galismamizda ITS ve EF gen bdlgesi
icin optimize kosul; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 52°C 30sn,
72°C 2dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « , B-tubulin gen
bolgesi icin optimize kosul; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 58°C
30sn, 72°C 2dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C <« olarak
belirlenmistir.

PZR Urunlerinin saflagtirma iglemler

Goruntulenen jellerde, genomik DNA ile yapilan
PZR c¢alismalari sonucu ilgili gen bdlgeleriyle elde edilen
bantlarin boyutlarinin yaklasik 600-700 bp uzunlukta
oldugu gorulmustir (Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3). Her U¢ gen
bolgesine ait bant elde edilmesi sonucunda elde edilen
PZR drunleri saflastirilip jelde yurGtalmuistir. Elde edilen
bant boyutlarinin saflastirma dncesi bant boyutlari ile esit
uzunlukta oldugu dogrulanmistir.

Dizi analizi

Elde edilen PZR urinleri dizi analizi icin REFGEN’e
(Ankara) gonderilmistir. Daha sonra BLAST calismalari
yapllarak benzerlikler karsilastirimistir. Her ¢ gen
bdlgesine gbre yapilan BLAST analizleri sonucuna gore
izolatlar Fusarium redolens “kokulukif” (Sesli vd., 2020)
ve Fusarium oxysporum “sebzekuft” (Sesli vd., 2020)
olarak tanimlanmistir. Buna gore her ¢ gen bélgesi ile
dogrulanarak yapilan analizler sonucunda 3 adet
Fusarium oxysporum ve 7 adet Fusarium redolens tiru
belirlenmistir. Orchis sancta (Cesme-izmir) Salep
bitkisinden izole edilen endofitik Fusarium izolatlarindan
5'nin  Fusarium redolens, 1'nin Fusarium oxysporum
oldugu belirlenmistir. Ophrys fusca (izmir) den izole edilen
iki izolatin ise Fusarium oxysporum oldugu gorulmustar
(Tablo 1).

Endofitik Fusarium tirlerine ait B-tubulin, ITS ve
EF gen bdlgelerini baz alan filogenetik analizler ve
filogenetik agag¢larin gizilmesi

Filogenetik agaclar MEGA X: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 10 da yer alan
Maximum Likelihood metodu ile Tamura-Nei model
kullanilarak gerceklestirilmistir (Kumar vd, 2018; Tamura
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ve Nei, 1993) (Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6). Filogenetik agag

Uzerindeki numaralar Bootstrap deg@erleridir. 1000 tekrarli
Bootstrap analizi ile gergeklestirilmistir.

B-tubulin, ITS ve EF gen bdlgesi temelli
filogenetik siniflandirma

Bu calismada yer alan tlrlerin birbirleriyle
filogenetik agidan benzerlik karsilastirmasi yapabilmek
icin B-tubulin gen bolgesi icin GenBanka kayitl Fusarium
oxysporum f. sp. chrysanthemi strain ATCC 52422
(Aksesyon numarasi: DQ092474.1, 616 bp) (Lee ve Min
2005, unpublished), Fusarium redolens strain CBS:
743.97 (Aksesyon numarasi: MT011043.1, 1668 bp)
(Yand vd., 2020) segcilmistir (Sekil 4).

Molekiler tanimlama sonucunda belirledigimiz
calismadaki tirlerle filogenetik benzerlik karsilastirmasi
yapabilmek icin ITS gen bdlgesi icin GenBanka kayitli
Fusarium redolens strain NRRL_22901 (Aksesyon
numarasi: MT435063.1, 1107 bp) (Gargouri vd., 2020),
Fusarium sp. isolate DSM100403_C41 RLCS05
(Aksesyon numarasi: MT453291, 1150 bp) (Santos vd.,
2019) ve Fusarium oxysporum isolate RL836
(Unpublished) (Aksesyon numarasi: MT557532.1, 700
bp) segcilmistir (Sekil 5).

Bu c¢alismada yer alan tarlerin birbirleriyle
filogenetik agidan benzerlik karsilastirmasi yapabilmek
icin EF gen bdlgesi igin GenBanka kayith Fusarium
oxysporum isolate Foa 72 (Aksesyon numarasi:
MK968952.1, 688 bp) (Meghatli vd., 2020, unpublished)
ve Fusarium redolens strain NRRL 52814 (Aksesyon
numarasi: GU250585.1, 697 bp) secilmistir (Balmasvd.,
2010) (Sekil 6).

Tartisma

Fusarium genusu dogada olduk¢a yaygin olup
tarim, tip ve veterinerlik bilimlerinde oldukga 6nemlidir
(Asan, 2011). Fusarium genusunda yer alan bazi turler

Ekim(2021)12(2)163-171

mikotoksin Uretirler ve bu mikotoksinler insanlar ve
hayvanlar icin zararhdir (Girgin vd., 2001, Asan, 2011).
Mikotoksin Uretmeleri ve bitkilerde hastalik yapan tdrlerin
yani sira Fusarium genusunda yer alan bazi tirlerin
onemli endustriyel uygulamalari da bulunmaktadir.
Bunlardan biri dogal pigment dretimidir. Ornegin
Fusarium pigmenti benzokinonun meme kanseri
tedavisinde antiproliferatif ajan olarak kullanim
potansiyeli belirlenmistir (Zheng vd., 2017). Diger bir
calismada Fritillaria unibracteata var. wabuensis P.G.
Xiao and K.C. Hsia'den izole edilen endofitik Fusarium
redolens 6WBY3'den steroidal-alkaloid (peimisine ve
imperialine-33-D-glucoside) uretimi gergeklestirilmistir
(Pan vd., 2015). Bu sebeple biyoteknolojik 6neme sahip
endofitik ~ Fusarium  tdrlerinin dogru  molekiler
tanimlanmalarinin yapilmasi ile ilgili g¢alismalar son
derece 6nem tasimaktadir.

Bu calismada Salep kok ve yumrularindan izole
edilmis  endofitik  Fusarium tidrlerinin - molekiler
tanimlanmasi gergeklestiriimisti. Bu amacla S-tubulin,
ITS ve EF olmak dUzere U¢ gen bolgesi kullaniimis olup bu
gen bdlgeleri PZR ile kismi ¢ogaltilip baz dizi analizi
yapiimistir. Genomik DNA ile yapilan PZR c¢alismalari
sonucu ilgili gen bdlgeleriyle elde edilen bantlarin
boyutlarinin yaklasik 600-700 bp uzunlukta oldugu
gOralmastdar.

Calismamizda ilk olarak Ug¢ farkli gen bolgesinin
¢ogaltimasi igeren molekiler tanimlama ydntemleri
kullanilarak saleplerden (orkidelerden) izole edilen
endofitik Fusarium spp. izolatlari Fusarium oxysporum ve
Fusarium redolens olarak tur diizeyinde tanimlanmigtir.
Elde edilen bulgular dogrultusunda bu t¢ gen bdlgesinin
birlikte Fusarium tirlerinin molekuler tanimlamalarinin
yapilmasi amaciyla kullanilabilecegini géstermektedir.

Tablo 1. Endofitik Fusarium turleri ve izolasyon kaynagi Salep (Orkide) bitkisi

Fungus izolat ismi

Fungus Tiir Ismi

Salep (Orkide) ismi

YG-F-izolat-1 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-2 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-3 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-4 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-5 Fusarium redolens Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-7 Fusarium oxysporum Orchis sancta (Cesme-izmir)
YG-F-izolat-8 Fusarium oxysporum Ophrys fusca (izmir)
YG-F-izolat--9 Fusarium oxysporum Ophrys fusca (izmir)
YG-F-izolat-13 Fusarium redolens -

YG-F-izolat-14 Fusarium redolens -
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T2 A0 1 Ladder

Sekil 1. ITS ve EF gen bdlgesi icin farkli endofitik Fusarium izolatlarina ait genomik DNA kullanilarak
yapilan PZR sonucu elde edilen PZR Urlnlerine ait jel goruntileri (1 ve 2: ITS-YG-F-izolat-9, 3 ve 4: EF-
YG-F-izolat-9, 5 ve 6: ITS-YG-F-izolat-14, 7 ve 8: EF-YG-F-izolat-14, 9 ve 10: EF-YG-F-izolat-1; 11 ve 12:
EF-YG-F-izolat-13).

Ladder

16 15 14 13 12 1110 |aqder

Sekil 2. ITS ve EF gen bdlgesi icin farkli endofitik Fusarium izolatlarina ait genomik DNA kullanilarak yapilan
PZR sonucu elde edilen PZR (rlinlerine ait jel goruntileri (Alt sira Ladder, ITS-YG-F-izolat-1, EF-YG-F-izolat-
1, ITS-YG-F-izolat-2, EF-YG-F-izolat-2, ITS-YG-F-izolat-3, EF-YG-F-izolat-3, ITSY-G-F-izolat-4, EF-YG-F-
izolat-4, Ust sira Ladder, ITS-YG-F-izolat-5, EF-YG-F-izolat-5, ITS-YG-F-izolat -7, EF-YG-F-izolat-7, ITS-YG-
F-izolat-8, EF-YG-F-izolat-8).

Sekil 3. B-tubulin gen bdlgesi igin farkl endofitik Fusarium izolatlarina ait genomik DNA kullanilarak yapilan
PZR sonucu elde edilen PZR drunlerine ait jel géruntileri
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Tlrkiyedeki farkll habitat ve substratlardan elde
edilmis Fusarium tirleriyle ilgili yapilan c¢alismalarin
sonucuna goOre en yaygin bulunan tdrler Fusarium
oxysporum, Fusarium solani (Mart.) Sacc., Fusarium
equiseti Schlecht. ve Fusarium moniliforme (Sacc.)
Nirenberg'dir (Asan, 2011).

Tlrkiye’de nohutta solgunluga neden olan
Fusarium spp.’nin molekdler tanimlamasiyla ilgili yapilan
diger bir calismada Fusarium redolens’in nohutta
solgunluk benzeri hastaliga neden oldugu ik kez
raporlanmistir (Tekeoglu vd., 2017). Bu calismadaki
Fusarium izolatlarin tir seviyesinde tanimlamalari F.
oxysporum f. sp. ciceris ve F. redolens icin spesifik PZR
primerleri ve Translation Elongation Factor gen bdlgesinin
sekanslanmasi ile gerceklestiriimistir (Tekeoglu vd.,
2017).

Orkide Bletilla striata koklerinden izole edilmis
Fusarium izolatl morfolojik karakterizasyon ve filogenetik
analizlerin sonucuna gore Fusarium oxysporum olarak
tanimlanmigtir (Jiang vd., 2018). Orkid endofitik Fusarium
oxysporum KB-3 kullanilarak yapilan bu ¢alismada, bu
turdn orkide tohumlarini gimlenmesini tesvik ettigi ve orkid
mikorizal fungus gibi davranis sergilediginin gézlenmesi
orkide bitkisi yetistiriimesi acisindan olduk¢ca umut
vericidir (Jiang vd., 2018).

Ulkemizde endemik ve ekonomik 6neme sahip
bitkiler arasinda yer alan salep, kiltlri yapilamadigi icin

dogadan toplanarak tahrip edilmektedir. Salep bitkisinin
tir bazinda korunmasi ve Uretiminin gergeklestiriimesi
icin  salep tohumlarinin in-vitro  c¢imlendirilmesi
gerekmektedir. Turkiye orkideleri (Salepler) ile ilgili
yapilan literatire/literatirlere  bakildiginda  salep
orkidelerinin Uretimine olanak saglayacak calismalara
ihtiya¢ duyuldugu gérulmektedir (Sandal ve Ségut, 2010).

Calismamiz 6zellikle salep kdk ve yumrulardan
izole edilmis endofit Fusarium tirlerinin G¢ farkli gen
boélgesi kullanilarak molekuler tanimlamalarinin yapiimasi
ve tanimlamalari yapilan bu turlerin simbiyotik kiltir
yontemiyle salep bitkisi yetistiriimesine yonelik ilerisi igin
yapilacak ¢alismalara katki saglayacak/rehberlik edecek
olmasi agisindan 6nemlidir.

ileri galismalarda ilgili gen bélgelerine ait aksesyon
numaras! alinacak ve bu tirlerin sekonder metabolitleri
detayli olarak incelenecektir. Daha sonra elde edilen
bilgiler 1s1Idinda  Salep  (Orkide)  tohumlarinin
¢imlendiriimesiyle iligkili detayli c¢alismalar yapilmasi
planlanmaktadir.

Tesekkiir

Calismalarim esnasinda laboratuvar imkanlarini
esirgemeyen Sayin Ars. Gor. Dr. Arzu YILDIRIM'a ¢ok
tesekklr ederim.

Fusarium redolens strain CBS743.97

Fusarium redolans YG-F-13
Fusarium redolans YG-F-14
73
Fusarium redolans YG-F-3

Fusarium redolans YG-F-1

Fusarium redolans YG-F-2

Fusarium redolans YG-F-5

Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi strain ATCC 52422

J Fusarium oxysporum YG-F-8
75
Fusarium oxysporum YG-F-9
65
Fusarium oxysporum YG-F-7

Fusarium sublunatum strain CBS 189.34

B —
0.050

Sekil 4. Endofitik Fusarium tirlerine ait S-tubulin gen bdlgelerini baz alan filogenetik agacin gérinimu ve B-tubulin gen
temelli filogenetik siniflandirma. YG-F-izolat 4 sekansi galismamistir. Bu sebeple filogenetik ajagta yer almamaktadir.
Bunun yanisira bizim tirler disinda yer alan bir dis grup olmasi agisindan analizlerde Fusarium sublunatum strain CBS
189.34 (Aksesyon numarasi: KM232076.1, 622 bp) (Lombard vd., 2015) kullaniimistir.
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Fusarium redolens YG-F-13
667Fusarium redolens YG-F-5
Fusarium redolens YG-F-1

36| Fusarium redolens YG-F-14
864 Fusarium redolens YG-F-2
Fusarium redolens YG-F-4
100 ( Fusarium redolens YG-F-3

LJ Fusarium oxysporum YG-F-9
807

Fusarium oxysporum YG-F-8

99 Fusarium redolens strain NRRL 22901

89 | Fusarium sp. isolate DSM100403 C41 RLCS05
L Fusarium oxysporum isolate RL836

L Fusarium solani strain CBS 132378

—
0.10

Sekil 5. Endofitik Fusarium tlrlerine ait ITS gen bolgelerini baz alan filogenetik agacin goérinimu ve ITS Gen Temelli
Filogenetik Siniflandirma. YG-F-izolat 7 sekansi ¢alismamistir. Bu sebeple filogenetik agagta yer almamaktadir.
Bunun yanisira bizim tirler diginda yer alan bir dig grup olmasi agisindan analizlerde Fusarium solani strain CBS
132378 (Aksesyon numarasi: MH866005, 567 bp) (Vu vd., 2019) kullaniimistir.

91 Fusarium redolens YG-F-14
58

| Fusarium redolens YG-F-1
L Fusarium redolens YG-F-13

67

Fusarium redolens YG-F-5

95 Fusarium redolens YG-F-4

B/ Fusarium redolens YG-F-3

L Fusarium redolens strain NRRL 52814

Fusarium oxysporum isolate Foa 72

Fusarium oxysporum YG-F-9
100 Fusarium oxysporum YG-F-8
Fusarium oxysporum YG-F-7

Fusarium sublunatum strain NRRL 20897

B
0.050

Sekil 6. Endofitik Fusarium tirlerine ait EF gen bdlgelerini baz alan filogenetik agacin gérinimi ve EF Gen Temelli
Filogenetik Siniflandirma. YG-F-izolat 2 sekansi galismamistir. Bu sebeple filogenetik agacta yer almamaktadir.
Bunun yanisira bizim tirler diginda yer alan bir dis grup olmasi agisindan analizlerde Fusarium sublunatum strain
NRRL 20897 (Aksesyon numarasi: KX302919.1, 698 bp) (Lupien vd., 2016, unpublished) kullaniimigtir
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Oz: Bu galismada, gesitli saklama kosullarinda kullanilmis kozmetik Urlnlerde bulunan
mikrofunguslarin morfolojik yontemlerle cins dizeyinde tanimlamalari yapilarak, Urtnlerdeki
mikrofungal cesitliligin tespiti amacglanmigtir. Calismada; farklh stre ve kosullarda kullaniimig
kozmetik Urtnler kullanicilardan temin edilmistir. Bu Urlnlerin her birinden 5 er adet olmak lzere
ruj, allik, rimel, g6z fari, g6z kalemi, pudra, g6z makyaj temizleme UrinG ve roll-on olarak
gruplandiriimis ve toplam 40 adet Uriin incelenmistir. Mikrofungus izolatlari saf kiltir olarak elde
edilip yatik PDA besiyerine pasaj alinarak 25°C'de 7 guin inkube edilmis ve daha sonra stok kultur
olarak +4°C'de saklanmistir. Inkiibasyon sonucunda izole edilen mikrofunguslarin makroskobik
ve mikroskobik incelemeleri yapilarak cins diizeyinde tespiti yapilmistir. Calisma sonucunda
baskin fungus % 57.9 oraninda Penicillium (Penisilyum) cinsi, % 23.5 oraninda Aspergillus
(Asper), % 10.3 oraninda Cladosporium (Havakifi) ve % 8.3 oraninda Alternaria (Arikifa) cinsleri
tespit edilmistir. Calismada incelenen kozmetik Urlinlerden en fazla fungal Greme gorilen Urdn
gruplari sirasiyla 76 koloni ile far, 50 koloni ile ruj ve 49 koloni ile pudradir.

Anahtar kelimeler: Kozmetik Urinler, fungi, Fungal gesitlilik.

Fungal Diversity in Some Used Cosmetic Products

Abstract: Determination of the microfungal variety in cosmetic products that have been
used is aimed in this study via defining microfungi on cosmetic products used in different storage
conditions at the genus level by means of morphological methods. In the study, the cosmetic
products used under different conditions for a different period of time were obtained from various
consumers. In total, forty products were investigated in groups of blushers, lipsticks, mascaras,
eyeshadows, eyeliners, powders, roll-ons and eye-cleaners where each group had five instances.
Isolated microfungi obtained in pure culture were incubated at 25°C on PDA medium and then
stored as stock culture at +4°C. The microfungi isolated as a result of incubation are identified to
the genus level by microscopic and macroscopic examination. The study showed that the
dominant genus were Penicillium (Penisilyum) (% 57.9) whereas the others were Aspergillus
(Asper) (23.5%), Cladosporium (Havakufi) (10.3%) and Alternaria (Arikifi) (8.3%). The product
groups in which the most fungal reproduction were seen were eyeshadows (76 colonies), lipsticks
(50 colonies) and powders (49 colonies), respectively.

Key words: Cosmetic products, fungi, Fungal diversity.

glérinimunt  degistirmek ve/veya vucut

Saglhk Bakanhginin 24/3/2005 tarihli ve 25823
saylli Kozmetik Yénetmeligine gore, kozmetik tiriin: insan
vicudunun epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar ve
dis genital organlar gibi degisik dis kisimlarina, diglere ve
agiz mukozasina uygulanmak Uzere hazirlanmis, tek
veya temel amaci bu kisimlari temizlemek, koku vermek,

dizeltmek velveya korumak veya iyi bir durumda tutmak
olan butun preparatlar veya maddeler olarak ifade
edilmektedir (Anonim, 2005).

Gizellik anlayisi c¢aglara ve toplumlara gore
degisse de ¢aglar boyu guizel gériinmek temiz ve bakimli
bir cilde sahip olmak insanlar icin son derece dnemli

172



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2021)12(2)172-179

olmustur. Bu durum kozmetik kullanimini ginimuize
kadar devam ettirmistir (Yavagal Carikgi ve Ark., 2008).
Kozmetik  drdnlerin -~ ve  drin  hammaddelerinin
mikrobiyolojik uygunlugu Urin kalite ve stabilite
uygunlugu acgisindan oldugu kadar tuketicilerin saghgi ve
drtnlerin gavenli kullanimi yéninden de son derece
onemlidir (Naki ve Ark., 2006).

Steril olma zorunlulugu bulunmayan piyasaya arz
edilen kozmetik Urunler Uretici tarafindan 6nerilen makul
kullanim sartlar altinda uygulandiginda insan sagligina
zarar vermeyecek nitelikte olmasi gerekmektedir (Saglik
Bakanhgr Kozmetik Yoénetmeligi, 2005). Kozmetik
drinlerde mikrobiyal kirllige neden olan flora; ham
maddeden, imalat islemlerinden, paketleme
materyallerinden, personelden, cevreden ve depo
sartlarindan kaynaklanabildigi gibi kullanicilarin kullanim
ve saklama kosullarindan da kaynaklanabilir. Kozmetik
drtinlerin kontaminasyonu, kullanim sirasinda kontamine
eller veya yuzeylerle temasi halinde, koruyucu veya
antifungal igermelerine ragmen kaginilmazdir. Kontamine
kozmetik Urlnlerin vicut ylzeyine uygulanmasi sonucu
kozmetik Griin igerigindeki mikrobiyal flora derideki kesik,
catlak ve yariklardan derin dokulara ve kana gegebilir. Ve
bunun sonucu olarak ciltte asinma, iritasyon ve aleriji gibi
hastaliklar olusabilir (Ozyaral ve Ark., 1993). Bu
calismada, farkli kullanicilar tarafindan cesitli saklama
kosullarinda kullanilan bazi kozmetik triinlerde bulunan
mikrofunguslarin morfolojik yéntemlerle cins dizeyinde

tanimlanmasi yapilarak, kullaniimig kozmetik
artnlerindeki mikrofungal cesitliligin tespiti
amagclanmistir.

Kozmetik drtnlerin mikrobiyolojik

standardizasyonu ile ilgili kurallar Dinya'’da Cosmetic
Toiletry and Fragrance Association (CTFA), Food and
Drug Administration (FDA) ve Avrupa Komisyonu gibi
kuruluslar tarafindan yayinlanan raporlarla
dizenlenmistir. Bu raporlara gore kozmetikler g6z
cevresine uygulanan Urtnler, bebek drinleri ve diger
uriinler olmak Uzere gruplandiriimistir. Ulkemizde ise
Saglik Bakanhgi tarafindan 1998 yilinda Resmi Gazetede
yayinlanan  Kozmetik  Ydnetmeliginde  Degisiklik
Yapilmasina Dair Yoénetmelige gore kozmetik Uranler
bebek urinleri, géz cevresi veya gozle temas edecek
drtinler agiz gevresine uygulanan Urinler ve diger Grlnler
olarak gruplandiriimistir (Tuysuz, 2010).

Modern kozmetik Urlin igerikleri; mineraller, ireme
faktorleri ortam asitligi ve nem ile mikroorganizma
Uremesi icin uygun ortam saglamaktadir. Geleneksel
kozmetik Urlnlerinde bulunan; karbonhidratlar, seker
alkolleri, yag asitleri, proteinler, aminoasitler, glikozidler,
yag alkolleri, steroidler, peptitler, vitaminler ve bitkisel

hammaddeler mikroorganizmalar igin besin teskil ederler
ve ayni zamanda mikroorganizmalarin g¢ogalmasini
desteklemede potansiyel olustururlar, kisaca genel
olarak, uygun fizikokimyasal kosullar altinda su ve
organik / inorganik bilesikler iceren kozmetikler dahil tim
drtnler mikrobiyal kontaminasyona maruz kalir. (Naki ve
Ark., 2006; Halla ve Ark. 2018). Kozmetik drtnlerin
modifikasyonu mikroorganizmalarin varligindan
kaynaklanabilir ¢lnkl kozmetik bilesiminde bulunan
maddeler mikroorganizmalar tarafindan metabolize
edilebilir ve ortamda biriken metabolik atiklar; preparatin
stabilitesini bozarak renginin degismesine, kokusmasina,
deride iritasyon veya alerjik reaksiyonlarin olugsmasina
neden olur. Ayrica atmosferik oksijene maruz kalmadan
kaynaklanabilir (Durak, 1998; Halla ve Ark. 2018).

Kozmetik Urlnler Ug sekilde kontamine olabilirler:

- Steril olmayan hammaddenin bilesen olarak
uygulanmasi,

- Uretim siirecinde veya

- Kozmetik kullanimi sirasinda.

Mikrobiyal kontaminasyon ve olusumu kozmetik
kaynakl cilt kontaminasyonu, hala dlnyadaki Urin geri
¢agirmalarinin baslica nedenlerinden biridir (Dadashi ve
Dehghanzadeh 2016). Kozmetik arunlerin
mikroorganizmalarla kontamine olabildikleri ilk kez 1946
yilinda Yeni Zelanda’da, Clostridium tetani (Flligge 1886)
D.H.Bergey, F.C.Harrison, R.S.Breed, B.W.Hammer,
F.M.Huntoon (editors): Bergey's Man. Det. Bact., 1st ed.,
The Williams & Wilkins Co, Baltimore, 330 (1923) ile
kontamine talk pudrasinin kullaniimasi sonucu meydana
gelen bebek olimleri ile fark edilmistir. 1969 yilinda
isveg“te Prof. Kallings tarafindan yapilan bir galismada ilk
kez kozmetiklerin kontamine olabildikleri belirlenmistir.
1970°’li yillardan itibaren Pseudomonas aeruginosa
(Schroter 1872) W.Migula, System der Bakterien, Vol. 2.
Gustav Fischer, Jena, 884 (1900)ve Klebsiella
V.Trevisan, Atti della Accademia Fisica Medica
Stastistica in Milano (ser 4). 3: 105 (1885) turleri ile
kontamine kozmetik Urlnlerin kullanimina bagh olarak
gelisen nazokomiyal infeksiyonlar ve epidemilerin
bildiriimesi ve konu Uzerinde yapilan ¢alismalar, kozmetik
drtnlerin mikrobiyolojik analizlerinin yapiimasi
gerekliligini ortaya koymustur (Tuysuz, 2010).

Materyal ve Metot

Bu calismada farkli kullanicilardan temin edilen
bazi kullanilmis  kozmetik  Urlinlerde  bulunan
mikrofunguslar; Amerikan Farmakopesi (United States
Pharmacopeia-USP) tarafindan o&nerilen yontemler ile
mikroskobik ve morfolojik tani ydntemleri kullanilarak cins
dizeyinde tespit edilmistir.
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Kozmetik drnekleri

Calismada; farkh sire ve kosullarda kullaniimis
kozmetik Griinler kullanicilardan temin edilmistir. Uriinler
kullanim amaglarina goére gruplandirilarak sayilari
belirlenmistir. Buna gore ruj, allik, rimel, géz fari, g6z
kalemi, pudra, g6z makyaj temizleme Urtunid ve roll-on
olarak gruplandirilan her bir Grinden 5 er adet olmak
Uzere toplam 40 adet Urin incelenmistir. Calismada
incelenen Urdnlerin  kullanim sureleri ve saklanma
kosullari Tablo 1. de gosterilmistir.

Besiyeri ve ¢ozeltiler:

Patato Dextrose Agar (PDA) (Merck) ozellikle
Dematiaceous’larin  teshisinde kullanilan besiyeridir
kontaminasyon testleri sirasinda funguslarin tremesi igin
kullanilmistir. Kozmetik 6rneklerin dilisyonu igin, pH 7
Fosfat Tamponu kullanilimigtir. Cam tuplere 9’ar ml olarak
dagitilan fosfat tamponu igerisine ¢OzUnUnUrlGgu
artirmak amach 0,09 ml Tween 80 ilave edilerek
otoklavda 121°C'de 15 dakika steril edilmistir.
Mikroskopta inceleme ortami olarak Lakto Pamuk Mauvisi
Cozeltisi kullaniimigtir.

Kozmetik airtinlerin hazirlanmasi

Kozmetik drinler Amerikan Farmakopesi (United
States  Pharmacopeia-USP)  tarafindan  &nerilen
yontemlerine gore hazirlanmisgtir. Steril ortamda her
driinden 1 gr 6rnek alinmis ve daha 6nceden hazirlanan
ph 7 fosfat tampon ¢ozeltisi bulunan tiplere eklenerek
dilisyonu yapilmigtir. Dilisyon sivisindan 0,1ml alinarak
PDA besiyeri iceren plaklara aktariimistir. Steril cam
baget yardimi yayma plak yOntemine gbre ekim
yapilmigtir. Ters gevrilen plaklar 25°C’lik etiivde 7 gin
sure ile inkiibasyona birakilmistir (Tlysliz, 2010).

Kozmetik driinlerde bulunan funguslarin
saflagtirllmasi ve tanimlanmasi

inkiibasyona birakilan plaklar 7 giiniin sonunda
kontrol edilmistir. Saflastirma igin Gremenin oldugu
plaklarda her bir koloniden yatik PDA besiyerine pasaj
alinarak 25°C'de 7 glin inkibe edilmis ve daha sonra stok
kultur olarak +4°C'de saklanmistir.

inkiibasyon siiresinin sonunda mikrofunguslarin
cins diizeyinde tespitinde makroskobik veri saglamasi icin
saflastirilan érneklerden (¢ nokta ekimi yaparak cinslerin
koloni goriintileri elde edilmistir. inkiibasyon siresi
sonunda plaklardaki kolonilerin makroskobik olarak
buyukligu (mm cinsinden), sekli, Ustten ve alttan rengi,
eksudasyon ve pigmentasyon olup  olmadidi
arastirlmistir.  Mikroskobik  6zellikleri ise  Stereo
mikroskop ile koloni teksturl, konidial bagliklarin tipi
incelenmistir. Isik mikroskobu ile konidiaforun uzunlugu,
genisligi, ceper 6zelligi, fiyalitlerin uzunlugu ve genisligi,
konidinin sekli, blyUklugu, ceper 6zelligi tespit edilmigstir.
Tim bu o6zellikler degerlendiriimis ve cins dizeyinde
tanimlama yapilmistir.

Fungus cinslerinin makroskobik ve mikroskobik
tanimlanmasi PDA besiyerinde 25°C de 7 gunlik
inklibasyon sonucunda olusan koloni morfolojileri, “Klich,

Ekim(2021)12(2)172-179

2002; Samson ve Ark., 2010; Pitt, 1979; Hasenekoglu,

1991; Asan, 2004; Bensch, 2012; Samson ve Ark., 2002;
Woundenberg, 2013; Kaynak Onurdag, 2010; Ozyaral ve
Ark., 1994; Ozyaral ve Johansson, 1994; Ozyaral ve Ark.,
1993; Ozyaral ve Johansson, 1987” kitaplari kullanilarak
yapilmistir. Turkge fungus tirleri igin Sesli ve Ark. (2020)
tarafindan hazirlanan “Tirkiye Mantarlar Listesi” adli
kitap kullaniimigtir.

Bulgular

Bu calismada incelenen 40 adet kullaniimig
kozmetik Griinden 30 adedinde fungal kontaminasyon
tespit edilmistir. inkiibasyon sonucunda toplam 10 adet
kullanilmig  kozmetik drinde herhangi bir Greme
gorulmemistir. Mikrofungus Gremesi goérulen kullaniimig
kozmetik Grtinlerdeki baskin cins % 57.9 Penicillium (Link,
Mag. Gesell. Naturf. Freunde, Berlin 3(1-2): 16 (1809)
cinsidir. Diger Ureyen cinsler % 23.5 Aspergillus P.Micheli
ex Haller, Hist. stirp. Helv. 3: 113 (1768) %10.3
Cladosporium Link, Mag. Gesell. naturf. Freunde, Berlin
7: 37 (1816) % 8.3 Alternaria cinsleridir. izole edilen
cinslerin bulunma oranlari Sekil 1'de gdsterilmistir.
inkiibasyon sonucunda mikrofungus kontaminasyonu
gorllen kozmetik Uriinlerden 16 adet Uriinde toplam 118
koloni Penicillium, 7 adet Urinde toplam 48 koloni
Aspergillus, 14 adet drinde toplam 21 Kkoloni
Cladosporium ve 3 adet uriinde toplam 17 koloni
Alternaria olmak Uzere toplam 204 koloni tespit edilmis
olup tablo 2'de gosterilmistir. Calismada incelenen
kullanilmis  kozmetik 0rin gruplarindan en fazla
mikrofungus tremesi 76 koloni ile far grubunda; en az
ureme ise 3 koloni ile allik grubunda gdézlenmigtir.
Uremesi tespit edilen cinsler ve (riin gruplari tablo 3' de
gOsterilmistir. Calismada incelenen 40 adet kozmetik
urinden  inkiibasyon slresi sonunda Uremeler
incelendiginde Penicillium Gremesi, 4 adet far, 2 adet
rimel, 3 adet ruj, 3 adet g6z makyaj temizleme drind, 3
adet pudra ve 1 adet g6z kalemi olmak Uzere toplamda
16 adet Uriinde gbézlenmistir. Penicillium tUremesinin en
fazla oldugu Urin nemli ortamda 3 yil beklemis ruj
numunesidir. Aspergillus Gremesi, 4 adet far, 1 adet g6z
makyaj temizleme U0rinu, ladet pudra ve ladet g6z
kalemi olmak lizere toplamda 7 adet Uriinde gérilmustuar.
Aspergillus Gremesinin en fazla oldugu triin nem oraninin
yuksek oldugu belirtilmis evin banyosundan temin edilen
5 yillik bir fardir. Cladosporium (Havakuft) Gremesi, 4
adet far, 1 adet g6z makyaj temizleme Urtni, 1adet pudra
ve ladet g6z kalemi olmak tizere toplamda 7 adet Uriinde
tespit edilmistir. Cladosporium Gremesinin en fazla oldugu
aranler nemli oldugu belirtilen evden alinan 1 yillik bir roll-
on ve 3 yillik bir Griin olan rimeldir. Alternaria Gremesi ise
sadece far, pudra ve g0z makyaj temizleme urin
gruplarindan birer adet Urinde gériimustir. Alternaria
Uremesinin en fazla oldugu Grin 5 yillik bir Grin olan
pudradir.
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Cladosporium % 10,3

Aspergillus % 23,5 Penicilium %57,9

Sekil 1. izole edilen cinslerin bulunma oranlari.

Tanimlanan Bazi cinslerin makroskobik ve mikroskobik goruntileri (Sekil 2-5).

iy S

Shail- N

Sekil 2. Makroskobik PDA besiyerinde 7-14 giinlik Greme gorintuleri Penicillium sp. (Solda
makroskobik, 7-14 gunluk koloni, sagda mikroskobik, x 400 buyutmede Lakto pamuk mavisi
ile boyanmis).

Sekil 3. Makrosobik DA besiyerinde 7-14 giinlik Greme goruntileri Aspergillus sp. (Solda
makroskobik, 7-14 gunluk koloni, sagda mikroskobik, x 400 buyutmede Lakto pamuk mavisi ile
boyanmig).

s

Sekil 4. Makroskobik PDA besiyerinde 7-14 giinliik iireme gérantleri
Cladosporium sp. (Solda makroskobik, 7-14 glnlik koloni, sagda mikroskobik,
x 400 buyutmede Lakto pamuk mavisi ile boyanmis).
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Sekil 5. Makroskobik PDA besiyerinde 7-14 ginlik treme
goruntuleri Alternaria sp. (Solda makroskobik, 7-14 glnlik koloni, sagda
mikroskobik, x 400 buyttmede Lakto pamuk mavisi ile boyanmis).

Tablo 1. Toplanilan Urinlerin kullanim streleri ve saklanma kosullari.

Urainler 1.0rdn 2.0rdn 3.urdn 4.0rdn 5.0rdn

Far 7 yil oda 5 yil oda 5 yil oda Syilnemliev | 5yl nemliev

(oda) (banyo)
Rimel 3 yil oda 2 yil nemli ev 3 yil oda 3 yil oda 3 yil oda
(oda)

Ruj 5 yil oda 5 yil oda 3 yil oda 3 yil nemli ev 2 yil oda
G6z Makyaj 2,5 yil nemli 3 yil oda 2 yil banyo 5 yil nemli ev 1 yil oda
Temizleme ev (banyo)

Uriini
Allik 3yllnemliev | 3yl nemliev 4 yil oda 3 yil oda 3 yil oda
(oda) (oda)
Pudra 2 yil oda 3 yil oda 5 yil oda 5 yil oda 5 yil oda
Roll-on 1 yil nemli ev 2 yil oda 3 yil oda 1 yil oda 4 yil oda
(oda)
Go6z Kalemi 1,5 yil oda 3yil 3 yil oda 3 yil oda 6 yil oda

Tablo 2. Tespit edilen cinslerin koloni sayilari, bulunma ylzdeleri ve izole edildikleri toplam Urlin sayilari

Koloni Sayisi % Uriin Sayisi
(CFU/g)
Penicillium sp. 118 57.9 16
Aspergillus sp. 48 23.5 7
Cladosporium sp. 21 10.3 14
Alternaria sp. 17 8.3 3
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Far Rimel Ruyj Go6z Mak. Allik Pudra Roll-on GOz Kalemi
Tem.Uriini
Penicillium sp. 30 2 49 3 - 32 - 2
Aspergillus sp 44 - - 1 - 2 - 1
Cladosporium sp 1 7 1 2 3 - 5 2
Alternaria sp 1 - - 1 - 15 - -
Toplam 76 9 50 7 3 49 5 5
Tartigma Naki ve Ark. (2006), Turkiye piyasasinda mevcut
Calismamizda o©rnekleme vyapilan 40 adet bazi kozmetiklerin gama radyasyonla dekontaminasyonu

kullaniimis kozmetik drlnlerdeki Greme sonuglarini
degerlendirdigimizde izole edilen cinslerin sirasi ile %
57.9 oraninda Penicillium, % 23.5 oraninda Aspergillus,
% 10.3 oraninda Cladosporium ve % 8.3 oraninda
Alternaria oldugu gérilmustir. Ozyaral ve Ark.’nin 1993
yilinda yapmis oldugu calismada incelenen 45 adet
ornekte baskin kuf florasi, orneklerin % 46.7’sinde
bulunma sikh@i ile birinci sirada Penicillium rugulosum
Thom, Bull. U.S. Department of Agriculture 118: 60
(1910) (Dikenli suplrgen) ikinci sirada % 42.2 ile
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab., Ann. Bot., Roma 7: 9
(1908) (Renkli asper) ve Uglnci sirada %35.6 ile
Dematiaceous grubu olarak bulunmustur. Bizim
calismamizda da yine Penicillum ve Aspergillus ilk iki
sirada yer almis olup bu calisma ile benzerlik
gostermektedir (Ozyaral ve Ark., 1993).

Calismamizda izole edilen mantarlarin gogu Kim
ve arkadaslarinin 2020, calismasinda izole ettikleri
fungus turleri gibi patojenik degildir, ancak bu ¢alisma ile
benzer olarak bizim c¢alismamizda da tespit edilen
Aspergillus turleri gibi g6z, burun ve bogdazi tahris gibi
semptomlara neden olabilir (Kim ve Ark., 2020). Ev,
hastane ve dis ortam havasinda bulunan mikroorganizma
florasinin incelendigi farkh c¢alismalarda ig-dis ortam
havasinda en sik izole edilen mikrofungus cinsleri
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus olarak tespit
edilmistir (Sen ve Asan, 2009; Okten ve Ark., 2007, Yoltas
ve Ark., 2010; Aydogdu ve Ark., 2005; Okten ve Asan,
2012). Belirtilen calismalarda tespit edilen cinslerin bizim
calismamizda da ilk sirada yer almasi bu c¢alismalarda
belirtlen nem faktériinin bizim c¢alismamizda da
Penicillium Gremesinin en fazla oldugu Grin, dérdinci ruj
drneginin nemli bir evden ve U¢ yillik bir Uriinden elde
edilmesini agiklayabilir. Ayni gerekgenin Aspergillus
uremesinin en fazla oldugu nemli oldugu belirtilen bir evin
banyosunda saklanan bes yillik bir far érneginden elde
edilmesinin tesadifi bir sonu¢ olmadiginin goéstergesi
olabilir.

isimli galismada pudra igerigini olusturan talk, diger
absorban 6zelligi olan tozlar gibi cevresel kontaminantlari
ve mikroorganizmalari tutabildigini, pudra formundaki
Urtnlerin bozulmalarinin en fazla nemli kosullarda olusan
gozle gorilir kuf Gremesi ile baglantili oldugunu ifade
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da incelenen kullaniimis
kozmetik Grtn gruplarindan en fazla fungal reme, birinci
sirada 76 koloni ile far grubunda, ikinci sirada 50 koloni
ile ruj grubunda ve ugiinct sirada 49 koloni ile pudra
grubunda gozlenmesi 6zellikle pudra grubu kozmetiklerin
absorban 6zellikleri ile iliskilendirilebilir. Yine Dadashi &
Dehghanzadeh 2016°’da yaptiklari ¢alismada fungal
izolatlardan  Penicillium’'u sadece pudradan izole
etmiglerdir. Ayni galisma grubu, genellikle koruyucu
iceren dudak boyalarinin bazilarinda kuf loststaligi olan
keratomikoziz’e neden olmasi bu cinsin rimel érneginden
izole edilmesinin 6nemini bir kat daha arttirmistir (Zbang
ve Ark., 2012; Chew ve Ark., 2009; Thomas ve
Kaliamurthy, 2013, Cheng ve Ark 2015).

Geleneksel  kozmetik  Urldnlerinde  bulunan;
karbonhidratlar, seker alkoller, yad asitleri, proteinler,
aminoasitler, glikozidler, yag alkolleri, steroidler, peptitler,
vitaminler ve bitkisel hammaddeler mikroorganizmalar
icin  besin teskil ederler ve ayni zamanda
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini desteklemede
potansiyel olustururlar (Naki ve Ark., 2006). Bunu
engellemek i¢in bircok koruyucu madde kullaniimaktadir.
Kozmetik aran serisi icindeki koruyucular,
mikroorganizmalarin yok edilmesi slresince azalir.
Sonunda Uriindeki koruyucu tamamen tikenir ve Urln
kontamine olabilir. Koruyucularin etkinliginin azalmasi,
mikroorganizmalarin direncini arttirir ve émrini uzatir.
Pek cok organik koruyucu bakteri ve mantarlar tarafindan
metabolize edilir ve mikroorganizmalara bulylime
substrati olarak davranir. Uriinii kontamine eden pek ¢ok
saprofit mikroorganizma, koruyucunun etkisiz oldugu
durumlarda, Urin icinde bulunan eser elementleri
kullanarak Urer (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011).
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Calismamizda son kullanma tarihleri belli olmayan
ve uzun sire kullanilan kozmetik Uriinlerde mikrofungus
ureme oranlarinin yiksek gikmasi belirtilen nedenlerle
baglantili olabilecedini géstermektedir.

Kozmetik Grtinlerinin kullanimi kisileri mutlu etse de
bu drunlerin yonetmeliklere uygun kosullarda Uretilmedigi
veya dogru kullaniimadigi durumlarda saglik acgisinda
riskli olabilecedi unutulmamalidir. Kozmetik Urinlerin
icinde bulunan koruyucularin etkinliginin  zamanla
azaldigi bilinmektedir. Bu nedenlere bagh olarak bir
kozmetik Griinina tercih ederken ve kullanirken,

i)Kozmetik Grinln icerigi,

ilKozmetik Grindn son kullanma tarihi,

iii)Kozmetik Grdnun iceriginde 6zellikle koruyucu

iv)Kozmetik Grtindn saklama kosullari g6z 6niinde
bulundurulmalidir.

Ulkemizde vyapilan kozmetik calismalarinda
kozmetiklerin mikrobiyal kontaminasyon ve koruyucu
madde aktivitesi yodnlinden arastiriimig calismalar
mevcuttur  (Kaynak Onurdag ve Ark.,, 2010).
Calismamizda, kullaniimis kozmetik Grlnlerde bulunan
mikrofunguslari  belirlemeye  yonelik  incelemeler
yapilmistir, ancak bu tir calismalarda mikroorganizma
izole edilirken FDA, USP raporlarinda ve Ulkemizde
Kozmetik Yonetmelikleri'nde belirtildigi Uzere es zamanlh
olarak incelenen kozmetik Grtnlerin igerigindeki koruyucu
madde miktarlarinin ve mikrofunguslara etkinliklerinin
arastiriimasi onerilmektedir.

madde miktari,
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Abstract: Scutellinia kerguelensis (Berk.) Kuntze, is reported as a new record from Turkey,
based on the samples collected from Trabzon province. A brief description and photographs,
related to the macroscopy and microscopy of the species, are provided.

Key words: Biodiversity, new record, Pyronemataceae, Turkey

Scutellinia kerguelensis, Tirkiye igin Yeni Bir Askomiset Kaydi

Oz: Scutellinia kerguelensis (Berk.) Kuntze, Trabzon'dan toplanan &rneklerin teshis
edilmesiyle, Turkiye’den yeni kayit olarak rapor edilmistir. TUrin kisa bir betimlemesi ile
makroskobi ve mikroskobisine iliskin fotograflari verilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, yeni kayit, Pyronemataceae, Tirkiye

Introduction

Scutellinia (Cooke) Lambotte is an operculate
discomycete genus within the family Pyronemataceae
(Pezizales). It is a cosmopolitan genus and contains the
group of fungi characterized by a shield-like or dish-like
bright red, orange-red, reddish-brown or brownish
apothecial ascomata, globose to subglobose or ellipsoid
to fusiform ascospores generally with evident wall
ornamentation, and stiff, brown or blakish-brown hairs
that arises from ectal excipulum (Breitenbach and
Kranzlin, 1981; Yao and Spooner, 1996; Hansen and
Knudsen, 2000; Cantrell and Hanlin, 2010; Han et al.,
2010; Choi et al., 2013). Members of the genus are
generally known as saprobic on wood and humus (Han
et al., 2010).

Kirk et al. (2008) gives the known Scutellinia
members as 66, but Index Fungorum (2021) list 123
conformed species name. Seven of them, S.
armatospora Denison, S. barlae (Boud.) Maire, S. crinita
(Bull.) Lambotte, S. legaliae Lohmeyer & Haffner, S.
scutellata (L.) Lambotte, S. trechispora (Berk. & Broome)
Lambotte and S. umbrorum (Fr.) Lambotte, known from
Turkey (Peksen and Karaca, 2003; Al et al., 2011;
Colak and Kaygusuz, 2018; Keles, 2019).

But the latest check-list on Turkish Fungi (Sesli et
al., 2020; Uzun and Kaya, 2020) indicate that Scutellinia
kerguelensis (Berk.) Kuntze. has not been reported from
Turkey.

The study aims to make a contribution to the
macrofungal biodiversity of the Trabzon and Turkey.

Material and method

Scutellinia samples were collected from Tonya
district of Trabzon province, in 2014, during a routine field
study. Fruit bodies were photographed at their natural
habitat, and ecological characteristics and geographic
position were noted. Then they were transferred to the
fungarium in a paper box. The samples were dried in an
air conditioned room and prepared as fungarium material.
Microscopic investigations were carried out under a Nikon
Eclipse Ci-S trinocular light microscope. Photographs
related micromorphology were obtained with the aid of a
DS-Fi2 digital camera. The sample was identified with the
help of Breitenbach and Krénzlin (1984), Huhtinen (1984),
Palacios et al. (1991), Yao and Spooner (1996), Hansen
and Knudsen (2000), Medardi (2006), Zhuang (2005),
Cantrell and Hanlin (2010), Thompson (2013), Jeannerot
(2019).
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The specimen is kept at Gazi University, Science
Faculty, Department of Biology.

Results

Ascomycota Caval.-Sm.

Pezizomycetes O.E. Erikss. & Winka

Pezizales J. Schrot.

Pyronemataceae Corda

Scutellinia kerguelensis (Berk.) Kuntze

Syn: [Lachnea kerguelensis (Berk.) Sacc., Peziza
kerguelensis Berk., Scutellinia kerguelensis var.
microspora W.Y. Zhuang]

Macroscopic and microscopic features:
Apothecia 4-8 mm in diameter, cupuliform when young,
discoid to flattened or somewhat wavy, sessile, hymenial
surface orange to orange-red, outer surface covered with

dark brown bristle-like hairs which are also concentrated
at the margin (Figure 1). Hairs 200-320 x 15-30 um,
brown, thick walled, slightly ventricose, generally pointed
at the apex, septate (Figure 2a,b), rarely forked at the
base. Asci 220-280 x 18-23 um, cylindrical, 8-spored
(Figure 2c,d). Paraphyses cylindrical to filiform, clavately
thickened at the apex up to 7.5-9.5 um (Figure 2c,d).
Ascospores 19.5-25.5 x 13-17.2 pym, elliptical to broadly
ellipsoid, hyaline, finely verrucose, multiguttulate or with 2
(rarely 1) obvious guttules (Figure 2e-g).

Scutellinia kerguelensis was reported to grow on
damp soil and wet wood singly or gregariously
(Breitenbach and Kranzlin, 1984; Medardi, 2006;
Thompson, 2013).

Figure 1. Ascocarps of Scutellinia kerguelensis

Specimen examined: Trabzon, Tonya, Cayirici
village, on damp soil and wet wood, under mixed forest,
40°51'N, 39°17'E, 890 m, 07.09.2014, Yuzun 1613.

Discussion

Scutellinia kerguelensis is reported for the first time
for Turkish mycobiota as the 8" member of the genus
Scutellinia in Turkey (Peksen and Karaca, 2003; Alli et al.,
2011; Colak and Kaygusuz, 2018; Keles, 2019; Sesli et
al., 2020). Macroscopic and microscopic characteristics

of the investigated samples are generally in agreement
with those presented in literature (Breitenbach and
Krénzlin, 1984; Huhtinen, 1984; Palacios et al., 1991; Yao
and Spooner, 1996; Hansen and Knudsen, 2000;
Medardi, 2006; Zhuang, 2005). Among the previously
reported Scutellinia taxa, S. armatospora, S. barlae, S.
legaliae and S. trechispora have globose ascospores
while S. crinita, S. scutellata and S. umbrorum have
ellipsoidal ascospores, like S. kerguelensis. Scutellinia
crinita (880-1550 ym) and S. scutellata (1500-2000 pym)
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have very long marginal hairs. Scutellinia umbrorum also
have longer marginal hairs of up to 400 um, but also have
coarser warts as  ascospore  ornamentation.
Comparatively shorter marginal hairs and rather fine (up
to 0.5 ym) spore ornamentation of S. kerguelensis differ
this species from the other Turkish Scutellinia with
ellipsoidal spores.

Regarding the micro verrucose spore wall
ornamentation, S. kerguelensis is somewhat similar to S.
ahmadiopsis W.Y. Zhuang. But the longer marginal hairs
and the larger ascospores of S. kerguelensis easily

Figure 2. Marginal hairs (a,b), asci and paraphyses (c,d) and ascospores (e-g) of Scutellinia kerguelensis. (bars- a: 200
um, b-g: 20 ym) (a,b,c,d,f,g in water, e in Lactophenol Blue Solution)

References

differentiates it from S. ahmadiopsis (Choi et al., 2013;
Zhuang, 2005). Scutellinia jejuensis J.G. Han, Y.J. Choi
& H.D. Shin also possess broadly ellipsoidal to
subglobose ascospores. But the aculeolate-reticulate to
truncate-conical warts with ridged appearance, and
comparably smaller spores differs it from S. kerguelensis
(Han et al., 2010).

Though Huhtinen (1984) reports one third of the
hairs of S. kerguelensis as forked at the base, we
observed the forked hairs were very rarely.

Alli, H., Isiloglu, M. and Solak, M.H. (2011). New ascomycete records for the macrofungi of Turkey. Turkish Journal of

Botany, 35(3): 315-318.

Breitenbach, J. and Kranzlin, F. (1984). Fungi of Switzerland Volume 1. Lucerne, Switzerland: Verlag Mykologia.
Cantrell, S,A. and Hanlin, R.T. (2010). Color variation in two neotropical species of Scutellinia. Caribbean Journal of

Science, 46(1): 96-101.

Choi, Y.J., Shin, H.D., Han, J.G. and Pfister, D.H. (2013). Scutellinia (Pezizales) in Korea, with a new species and eight

new records. Nova Hedwigia, 97(3-4): 457-476.

182



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Ekim(2021)12(2)180-183

Colak, O.F. and Kaygusuz, O. (2018). First record of Scutellinia legaliae (Ascomycota, Pyronemataceae) from relict
endemic Liquidambar orientalis forest in Turkey. Czech Mycology, 70(1): 57-65.

Han, J.G., Choi, Y.J., Pfister, D.H. and Shin, H.D. (2010). Scutellinia jejuensis (Pezizales), a new species from Korea.
Mycotaxon, 112: 47-53.

Hansen, L. and Knudsen, H. (2000). Nordic Marcomycetes Volume 1 Ascomycetes. Copenhagen: Nordsvamp.

Huhtinen, S. (1984). Additions to the ascomycetous flora of the Canadian North. Karstenia, 24: 1-11.

Index Fungorum (2021).: http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp. Accessed 22 June 2021.

Jeannerot, B. (2019). European key to genus Scutellinia. Ascomycete.org, 11(6): 297-308.

Keles, A. (2019). New records of Hymenoscyphus, Parascutellinia, and Scutellinia for Turkey. Mycotaxon, 134(1): 169-175.

Kirk, P.M., Cannon, P.F., Minter, D.W. and Stalpers, J.A. (2008). Dictionary of the Fungi, 10th ed. CAB International,
Wallingford.

Medardi, G. (2006). Atlante Fotografico degli Ascomiceti d’ltalia. Vicenza, Italy: Centro Studi Micologici.

Palacios, D., Laskibar, X. and Albizu, J.L. (1991). Plectania rhytidia (Berk.) Nannf. & Korf, platensis shape (Speg.) and
Scutellinia kerguelensis (Berk.) Kuntze, two new quotations of Ascomycetes for the Iberian Mycological Catalogue.
Munibe (Ciencias Naturales-Natur Zientziak), 43: 109-114.

Peksen, A. and Karaca, G.H. (2003). Macrofungi of Samsun Province. Turkish Journal of Botany, 27(3): 173-184.

Sesli, E., Asan, A., Selguk, F. (eds), Abaci Giinyar, O., Akata, |., Akgiil, H., Aktas, S., Alkan, S., Alli, H., Aydogdu, H.,
Berikten, D., Demirel, K., Demirel, R., Dogan, H.H., Erdogdu, M., Ergil, C.C., Erodlu, G., Giray, G., Haliki Uztan, A.,
Kabaktepe, S., Kadaifciler, D., Kalyoncu, F., Karalti, I., Kasik, G., Kaya, A., Keles, A., Kirbag, S., Kivang, M., Ocak,
i., Okten, S., Ozkale, E., Oztirk, C., Sevindik, M., Sen, B., Sen, i., Turkekul, i., Ulukapi, M., Uzun, Ya., Uzun, Yu.,
and Yoltas, A. (2020). Tiirkiye Mantarlari Listesi. Ali Nihat Gokyigit Vakfi Yayini. Istanbul.

Thompson, P. (2013). Ascomycetes in color found and photographed in Mainland Britain. UK: Xlibris Corporation

Uzun, Y. and Kaya, A. (2020). The checklist of the macromycetes determined in Gaziantep province. Anatolian Journal of
Botany, 4(2): 106-115.

Yao, Y.J. and Spooner, B.M. (1996). Notes on British species of Scutellinia. Mycological Research, 100(7): 859-865.

Zhuang, W.Y. (2005). Re-disposition of specimens filed under Lachnea in HMAS. Fungal Diversity, 18: 211-224.

183



MANTAR DERGISI/TheJournal of Fungus Ekim(2021)12(2)184-189

Gelig(Recevied) RetractedArticle
Kabul(Accepted) Do0i:10.30708.mantar.

RETRACTED: Investigation of Bacterial and Fungal Load of

Five Printing House in Kahramanmaras City
Ufuk YILMAZ*, Ferudun KOGER?
Ahmet TUTUSS, Sinan SONMEZ*

*Sorumlu yazar:kufu27@hotmail.com

IKahramanmaras Sutcu Imam University, Forest Industry Engineering
Orcid ID: 0000-0001-8240-1294/kufu27@hotmail.com
2Kahramanmaras Sutcu Imam University, Bioengineering Sciences

Orcid ID: 0000-0002-8749-7106/kocerferudun@gmail.com

SKahramanmaras Sutcu Imam University, Forest Industry Engineering
Orcid ID: 0000-0003-2922-4916/atutus@ksu.edu.tr
4Marmara University - School of Applied Sciences / Department of Printing Technologies
Orcid ID: 0000-0003-3126-9590/ ssonmez78@gmail.com

Abstract: It has been determined that the article titled "Investigation of Bacterial and
Fungal Load of Five Printing House in Kahramanmaras City" published in our journal on Year
2021, Vol 12, Issue:1, pagel0-14, 30.04.2021 was previously published in different media. This
situation caused a violation of the rules stated on the page of our journal
(https://dergipark.org.tr/tr/pub/mantar/policy). Therefore, this article has been retracted by the
decision of the Board of Directors of the Selgcuk University Mushroom Application and Research
Center.

Keywords:

GERI GEKILEN: Kahramanmarastaki Bes Matbaanin Bakteri ve Mantar
Yukunun Incelenmesi

Oz: Dergimizde Yil 2021, Cilt 12, Sayi 1, sayfa 10-14, 30.04.2021 tarihinde basilan
“Investigation of Bacterial and Fungal Load of Five Printing House in Kahramanmaras City”
isimli makalenin daha dnceden farkli ortamlarda yayinlandigi tespit edilmistir. Bu durum dergimiz
sayfasinda belirtilen kurallarin (https://dergipark.org.tr/tr/pub/mantar/policy) ihlaline neden
olmustur. Bu nedenle, bu makale S.U. Mantarcilik Uygulama ve Arastirma Merkezi Ydnetim
Kurulu Karari ile geri ¢cekilmigtir.

Anahtar kelimeler:

184


mailto:kocerferudun@gmail.com

MANTAR DERGISI/TheJournal of Fungus Ekim(2021)12(2) 184-189

MANTAR DERGISi/TheJournal of Fungus Nisan(2021)12(1)10-14

Gelig(Recevied) :19.06.2020 ResearchArticle
Kabul(Accepted) :21.11.2020 Doi:10.30708.mantar.754723

Investigation of Bacterial and Fungal Load of Five Printing
House in Kahramanmaras City

Ufuk YILMAZ™, Ferudun KOGCER?

Ahmet TUTUS?, Sinan SONMEZ*

*Sorumliu yazar kufu27@hotmail.com

'Kahramanmaras Sutcu Imam University, Forest Industry Engi

Orcid 1D: 0000-0001-8240-1294/kufu27 @hotmail.c
2Kahramanmaras Sutcu Imam University, Bioengineeri

Orcid ID: 000-0002-8749-7 106/kocerferudun@
3Kahramanmaras Sutcu Imam University, Forest In

Oreid |D; 0000-0003-2922-4916/atutus

4 Marmara University - School of Applied Sciences / Depart
Orcid |D: 0000-0003-3126-9590/ sso

s in the printing sector as
in printing, some of the
reaten the working health
re in the environment can

Abstract: Employee health is one of the mo
well as in all sectors. In addition to the chemical
pathogenic bacteria and fungi that are formed in the
if factors such as the printing materials used, humidi

ent regions in Kahramanmarasg
sed for indoor sampling. Rose Bengal

internal environment of the printing ha
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ki Bes Matbaanin Bakteri ve Mantar Yukunun
Incelenmesi

aghg tom sektorlerde oldugu gibi matbaacilik sektorinde de en énemli
- Matbaacilikta kullanilan kimyasal maddelerin yani sira kullanilan bask: alti
mdaki nem, sicaklik gibi etkenlerin kontrol altinda tutulamamasi durumunda
n bazi patojen bakteriler ve mantarlar ¢aligan saghgini tehdit edebilir. Bu ¢aligmada
aras ilinde bulunan farkll mahallelerde faaliyet gosteren matbaalarin i¢ ortaminda
bakteri ve mantar ydkdnin belirlenmesi amaglanmigtir. Calisma kapsaminda i¢
an petri plak yontemi ile ornekleme yapiimistir. Ornekleme igin Rose Bengal Streptomisin
Agar (RSBA) kullaniimigtir. Ornekleme sonrasi laboratuarda 7 gun sare ile birakilmigtir.
kubasyon sonrasi fungal koloniler morfolojik 6zellikleri incelenerek segici besiyerlerine saf
kalttrleri elde edilmigtir. Fungus kolonileri morfolojik kriterler dogrultusunda cins ve tar dizeyinde
tamimlamalan yapilmistir. Galisma senuglarina gére matbaalarda birgok fungus turane maruziyet
oldugu belirlenmigtir. Bu fungus turlerinin baginda Penicillium ve Aspergillus turlerinin yer aldi&,
bunlari Cladosporium ve Alternaria turlerinin takip ettigi belirlenmistir. Bu turler igerisinde alerji
kaynadi olarak bilinen turler tespit edilmigtir. Bu gibi ortamlarda bu mikroorganizmalari énleyici
tedbirler alinmasi gerekliligi ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Matbaa, mantar, bakteri, alerji
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Introduction

With the developing industrialization in the world,
the number of diseases caused by industrial working
environments has increased. For this reason, studies are
carried out to determine occupational diseases originating
from the working environment. With the development of
technology, the printing industry has become connected
with almost all sectors (Yavuz, 2016). According to social
security Institution statistics, Turkey in the printing
industry in 2012 395 cases of occupational diseases were
observed. 395 occupational disease cases were seen in
the printing sector in 2012. 173 employees have become
permanently incapacitated as a result of occupational
disease. The causes of these diseases are the pathogen
and allergen bacteria and fungi that are constantly
growing in the printing house as well as the hazardous
chemicals used in the facility environment. There are
many studies examining the bacterial and fungal
concentrations for the determination of indoor air quality
(Adams et al 2014; Jafari et al, 2015; Adams et al, 2015;
Hanson et al, 2016; Nevalainen et al, 2015; Gunes Et al,
2016; Weikl et al, 2016; Ogbu et al, 2016; Benammar
al, 2017; Pokhum et al, 2018).Bacterial infections
fungal allergens constitute a significant expen:
countries' health expenditures.
The purpose of this study determine the
fungal load in different printing houses.
indoor air fungal and bacterial loa
determining the microorganisms th
of disease and taking necessa

Material and meto
Sampling was
the staff in S differe

P 2011a). The isolates
inoculated into flat agar

or diagnosis (Biyik et al. 2005).
PA) was used to determine bacterial

Plate Method was used.

Simultaneously at all stations, it is taken from a height of
1.5 meters above the ground. Five (5) petri plates
containing the appropriate medium were provided to
contact with air by leaving the lid open for 15 minutes. The
closed plates were wrapped with stretch film and brought
to the laboratory for incubation. Incubation was performed

Nisan(2021)12(1) 10-14

for 48 hours at 37 °C for growth of bacteria and 7-10 days

at 27 “C for growth of fungi (Sarica et al, 2002).
Identification: The total number of microfungi was

determined according to the macroscopic appearance

(2013) and Walsh et al. (2018).
identification of genus and s
under light microscope and
structures.

Results

made. The following Table 1
cteria and microfungi.

ntage of bacteria and microfungi
tudy

Bacteria (%) Microfungi (%)

3590 7,14
2 14,53 39,29
3 5,98 0,00
4 39,32 53,57
5 427 0,00

When Table 1 was examined, it was seen that the
highest bacterial load was in station number 4 and the
least bacterial load was in station number 5. At the same
time, microfungi were not found in stations 3. and 5. while
fungal diversity was determined to be the highest in
station 4. When the table was examined, it was
determined that the bacteria rate was the highest
(39.32%) and the microfungus percentage was the
highest (53.57%) in the 4th station. It was determined that
the stations with the lowest bacterial density are stations
3 and 5. The majority of bacteria and microfungus
organisms were found to be in the paper stack area in the
printing house. It should be noted that the higher the
bacterial flora in the indoor air of the studied facility, the
higher the number of microfungi. Therefore, ventilation
systems should be developed and widespread use in
working environments.
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In our country, many studies have been conducted to

Figure 1. Graphical representation of bacteria and fungi

Table 2 below shows the microfungus species identified
in the study.

Table 2. Microfungus species identified in the study
Mikrofungi genus and species

Aspergillus P. Micheli ex Haller Samson and Pitt
Aspergillus niger Tiegh. (2000)
Aspergillus flavus Link Campbell and
Aspergillus fumigatus Fresen. Johnson, (2013)
Alternaria Nees

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.
Alternaria brassicicola (Schwein.)
Wiltshire

Penicillium Link

Penicillium sp.

Penicillium chrysogenum Thom
Penicillium brevicompactum
Dierckx

Hasenekoglu,
(199

Peniciflium commun
Penicillium thomi M

asenekodlu,
(1991)

Hasenekogdlu,
(1991)

Nisan(2021)12(1) 10-14

determine the indoor air fungal and bacterial load (Imali et
al, 2011a; Sarica et al, 2002; Aydogdu et al, 2005;). The
determination of indoor air fungal and bacterial
concentration is important for the prevention of pa
affecting human health in different worki
Demirel et al. (2017) reported that

sampling area. Aspergillus
allergen sources and other
(Sugecti et al. 2018) [Ta
is a dominant species
scientist Pitt and T
Imal et al.(2011
al. (2019).

PFitt (2000),
ascimento et

m spp., Aspergiilus
m spp. were found in
nicilium species were found
ies in the printing facilities

y. Some species belonging to these
be common in the air and spores have
s (Imali et al, 2011b)[Fig. 1]. It can also
hat the paper origin used also contributes
e reproductive environment of the microfungi. The
Figure 1, shows the images of the microfungi

outine health screening of working people is important as
an indicator of immune system parameters, early detection
and prevention of bacteria and fungal infections. In
addition, improvement of working conditions (air filtration
(Burrell, 1991) removal of biological resources
(Nevalainen et al, 2015) etc.) is necessary to protect
employee health. It is possible to develop
immunoprotective antifungal strategies (prophylaxis,
empirical and preventive).

Conclusion

Identifying and identifying microfungi in the
workplace is important for eliminating employee
exposure. Penicilium, Aspergillus, Alternaria,
Cladosporium and Mucor species which are commonly
found in airborne microfungi have been reported to be
allergen. It has been demonstrated that the necessary
controls of the personel working in closed environments
should be made and that they should be included in the
diseases list such as COPD, asthma and allergy..
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Oz: Funguslar 6karyotlar igerisinde birgok farkli grubu olustururlar. Cogu fungus mitokondri
icerir ve oksidatif fosforilasyon yapabilir. Diger taraftan herbivor memelilerin sindirim sistemindeki
Neocallimastigomycota funguslari mitokondri yerine hidrojenozom olarak bilinen bir organel
bulundururlar. Anaerobik gevreye uyumun anahtari olma 6zelligine sahip bu organel essizdir. Bu
derlemede, bu 6nemli organellerin islevi, yapisi, biyokimyasi, genetik &zellikleri ve kalitimi
hakkinda bilinenleri kisaca 6zetlemek istiyoruz.

Anahtar kelimeler: Hidrojenozom, anaerobik funguslar, rumen

Hydrogenosomes in the Anaerobic Fungi: Hydrogen-Producing
Organelles

Abstract: Fungi form a very diverse group in eukaryotes. Most of the fungi contain
mitochondria and capable of oxidative phosphorylation. On the other hand, anaerobic
Neocallimastigomycota fungi are in the gastrointestinal tract of many herbivorous mammals, they
contain an organelle known as hydrogenosome instead of mitochondria. These organelles
capable of being the key to adaptation to an anaerobic environment that is is unique. In this
review, we wish to briefly summarize what is known about function, structure, biochemistry,
genetics properties and inheritance of these important organelles.

Key words: Hydrogenosome, anaerobic fungi, rumen
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Dogadaki birgok anaerobik habitatta mitokondriden
yoksun c¢ok sayida &karyotik canli bulunur (van der
Giezen ve ark., 2003). Bu habitatlarin en 6énemlilerinden
birisi de ruminant hayvanlardaki rumendir. Rumen,
ruminant sindirim sisteminin hacim olarak en buyuk
kismini olusturur. Ayrica redoks potansiyeli oldukca
disUk olan anaerobik bir ortama sahiptir. Bu durum konak
hayvan tarafindan kullanilan enerjinin korunmasina
yardimci  olmaktadir. Rumende  fermantasyonun

gerceklestirilebilmesi icin oksijensiz ortam gereklidir.
Cunku dusuk seviyelerdeki Oz dahi rumende bulunan
bircok mikroorganizma i¢in élduriict olabilmektedir.
Anaerobik funguslar (AF) herbivor memelilerin bir
¢ogunun  sindirim  sisteminde  goértlen  6nemli
simbiyontlardir (Trinci ve ark., 1994). Anaerobik
funguslarin, rumen icerisindeki en bulyuk katkilari bitkisel
materyalin sindirilmesini saglayan enzimlere sahip
olmalaridir. Bu Okaryotik mikroorganizmalar
mitokondriden yoksundur. Bu organizmalarda mitokondri
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yerine ATP Ureten organel olarak “hidrojenozomlar”

bulunur (Yarlett ve ark., 1986; Miller, 1993). Bu fungal
hidrojenozomlar ATP’ye ilaveten hidrojen, CO2, asetat ve
format Oretirler (Marvin-Sikkema ve ark., 1990;
Akhmanova ve ark., 1999).

Hidrojenozomlar, filogenetik olarak G¢ gruba
ayrilabilir. Bunlar parabasalian flagellatalar, anaerobik

Ekim(2021)12(2)190-208

siliatalar ve anaerobik funguslardaki hidrojenozomlardir

(Roger, 1999).  Ayrica bu hidrojenozomlarin
ultrastrikturel yapilari ve fizyolojileri de birbirinden
farklihk gdsterir (Boxma ve ark., 2004). Karbon ve enerji
metabolizmalarina gére ise hidrojenozomlar, Tip | ve Tip
Il seklinde ayrilabilir (Tablo 1).

Tablo 1. Mitokondri icermeyen protozoonlar ve funguslardaki hidrojenozomlar ile 6karyot mitokondrilerdeki karbon

ve enerji metabolizmasi (Hackstein ve ark., 1999).

Mitokondri Mitokondri |germeyen.Anaerob Mitokondri |<;ermeyeln Anaerob Aerobik Mitokondri
. (Protozoonlar) Tip Il (Funguslar) Tip Il
icermeyen
Anaerob
(Entamoeba)
Tip |, Sitoplazma Hidrojenozom Sitoplazma Hidrojenozom Sitoplazma Mitokondri
Sitoplazma
Pirtvattan Piruvat-fosfat PK Malat DH PK Malik Enzim PK Malik Enzim
Sorumlu Enzim dikinaz
Asetil-CoA ;
seti-oA PFO Bulunmaz PFO PFL PFL izositrat liyaz PDH
Sorumlu Enzim
Son Elektron Asetil CoA - . Pirivat, Asetil . -
Alicisi asetaldehit Pirtivat Ferredoksin CoA. Fumarat H Pirlvat 02
Fermentasyon Asetat, Etanol Ethanol, Malat, If\osre;\:e;tt’
. 4 - ’ Siksinat, Laktat, | Asetat, H2, Malat o Asetat, Format Etanol, Laktat CO2, H20
Urinleri Alanin } ’ Suksinat,
Alanin, Gliserol
Laktat, Etanol
. Asetil
Asetil-CoA COA/ACDH
Etanol reduktaz/ ACDH . ’
. Asetaldehitten Bulunmaz yardimiyla Bulunmaz Asetaldehitten Bulunmaz
Olusumu yardimiyla Asetil .
CoA'dan Asetil
CoA’dan
ATP Pﬁw!éi(ﬁwzeztat PGK, PK PGK, PK
O"IU§uTnun(?a Piruvat-fosfat PEPCK ASCT, STK PEPCK ASCT, SK PGK, PK ASCT, STK
Gorevli Enzim L
dikinaz
[Fe]-Hidrojenaz Yok Yok Var Yok Var Yok Yok
Elekt
N r(_)n - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Var
Tasima Zinciri
PMF(Proton
Hareket Yok Yok Var Yok Var Yok Var
Glcu)/delta pH

Kisaltmalar: ACDH: Asetaldehit dehidrojenaz, ASCT: Asetat-Siiksinat-CoA transferaz, DH: Dehidrojenaz, PDH: Piruvat dehidrojenaz, PEPCK: Fosfoenol piruvat
karboksikinaz, PFL: Piruvat-format liyaz, PFO: Piruvat-ferredoksin oksidorediiktaz, PGK: Fosfogliserat kinaz, PK: Pirtivat kinaz, STK: Siksinil-CoA sentetaz.

Organizmalarin, Ozellikle de anaerobik
ekosistemde yasayanlarin yiksek bir orani, oksijensiz
hayata adapte olabilmislerdir. Anaerobik solunum
sistemlerinin  goruldigu prokaryotlar ve Okaryotlarin
bircogunda, oksijen yerine elektron alicisi olarak nitrat,
sulfat, karbonat veya demir gibi alternatifleri
kullanabilmek icin evrimlesmistir (Martin ve Russell,
2003). Anaerobik sartlar altinda mitokondriler son
elektron alicisi olarak oksijeni kullanamazlar ve temel
gorevleri olan ATP dretimi ile enerjinin korunumunu
gerceklestiremezler. Bu ylzden anaerobik okaryotlarin
bircogunda mitokondri yerine farkli bir organelin
bulunmasi sasirtici degildir. Ancak mitokondrinin eksikligi
fonksiyonlarinin  yerine  getiriimeyecedi  anlamina

gelmemektedir. ilk zamanlar mitokondrisiz anaerobik
Okaryotlar ilkel organizmalar olarak gérulmuslerdir. Bu
yluzden “archaezoa” olarak tanimlanmislardir (Cavalier-
Smith, 1983). Giardia veya Entamoeba gibi organizmalar
bu hipoteze drnek olarak goésterilebilir. Birgok galisma bu
organizmalarin  genomunda mitokondrial genlerin
yaninda mitokondrial metabolik yollarin da bulundugunu
gOstermektedir (Hashimoto ve ark; 1998; Vanacova ve
ark., 2003 ve Timmis ve ark., 2004). Diger taraftan tek
hicreli olan bu organizmalar Tip | anaeroblarin en iyi
ornegini olustururlar (Muller, 1998; Tovar ve ark., 2003).
Bu organizmalarin enerji metabolizmasi, sitozolde
bulunan fermentasyon enzimlerine baghdir (Rosenthal ve
ark., 1997; Mdaller, 1998). Belirlenen bircok genin
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anaerobik okaryot ve arkealara yatay gen transferiyle
gectigi distnilmektedir (Koonin, 2015). Giardia lamblia
ve Entamoeba histolytica’nin fermentasyon enzimlerinin
bazisinin filogenetik analizleri, yatay gen transferinin
olabilecegini gostermistir (Rosenthal ve ark., 1997; Field
ve ark., 2000). Fakat prokaryotik bir organizmadan
Okaryotik bir organizmaya yatay gen transferi konusu hala
tartismalidir (Koonin, 2015).

Bazi protistler ve anaerobik funguslar anoksik
niglere adaptasyonlarini, hidrojenozomlarina borg¢ludurlar
(Martin ve Muller, 1998). Tip Il olarak siniflandirilan bu
grubun en dnemli karakteristik 6zelligi, hidrojenozomlara
alinan  pirlvat (veya malat) oksidatif olarak
pirivat:ferredoksin oksidorediktazin (PFO) hareketiyle
asetil CoA icin dekarboksile edilmesidir. Trikomonadlar ve
anaerobik funguslarin hidrojenozomlari
karsilastirildiginda, bunlar arasindaki en énemli farkin,
trichomonadlarda pirGvatin asetil Co-A'ya
dekarboksilasyonunda, pirivat-ferrodoksin
oksidorediktaz (PFO) kullanilirken (Lindmark ve Muller,
1973; Mdller, 1998), anaerobik funguslar olan
Neocallimastix sp. L2 ve Piromyces sp. E2'nin pirlivat
metabolizmasinda en &nemli enzimatik aktivitenin
pirivat-format liyaz (PFL) enzimi ile saglanmasidir
(Marvin-Sikkema ve ark., 1993; Akhmanova ve ark.,
1999). Anaerobik funguslarda hala PFO tam anlamiyla
aydinlatilamamistir.  Neocallimastix sp. L2 ve N.
patriciarum’da disuk miktarda PFO aktivitesi dlgulmustur
(Yarlett ve ark., 1986; Marvin-Sikkema ve ark., 1993),
fakat ne N. frontalis ne de diger anaerobik funguslarda
PFO aktivitesi henliz tam olarak aydinlatilabilmigtir
(O’Fallon ve ark., 1991). Ozellikle kitridlerde varsayilan
PFO aktivitesi icin, ne bu enzimin saflastirimasi ne de
PFO geninin tanimlanmasi mimkin olmamistir. Diger
taraftan Neocallimastix sp. L2 ve Piromyces sp. E2'deki
sitoplazmik ve hidrojenozomal pirtvat-format liyaz
(PFL)Yin  bir multigen ailesi tarafindan kodlandigi
bilinmektedir (Akhmanova ve ark., 1999). Bu durum
Okaryotlar icin siradisidir. PFL aktivitesi 6zellikle fakultatif
anaerobik Enterobacteria ve Firmicutes’in karakteristik bir
ozelligidir. Bu bakteriler tipki anaerobik Chytridiomycete
funguslari gibi anaerobik sartlar altinda karigik asit
fermantasyonu gergeklestirirler (Marvin-Sikkema ve ark.,
1990; Julliand ve ark., 1998). Nukleotit dizileme
calismalari ile henuz bir PFO DNA dizisi elde
edilmemigken, farkl galismalarda PFL nukleotit dizileri
elde edilmistir (Durand ve ark., 1995; Gelius-Dietrich ve
Henze, 2004).

Hidrojenozomlarin, mitokondrilerle beraber
g6zlendigine dair heniz higbir bilgi yoktur. Ayrica
bitkilerde, cok hicreli hayvanlarda ve

mikroorganizmalarda gézlenmemislerdir. Bununla birlikte
hidrojenozomlarin  filogenetik  olarak  baglantisiz
organizmalarda bulunmasi, benzer olup olmadiklari, ayni
atadan evrilip evrilmedikleri veya evrimlerinin nasil oldugu
ile ilgili sorulari artirmaktadir. Bu galismada anaerobik
funguslardaki ener;ji merkezi olarak bilinen
hidrojenozomlar hakkinda mevcut bilgilerden
faydalanilarak, henlz tam olarak anlagsilamamis bu
organelin yapisi, biyokimyasi ve genetik &zellikleri
hakkinda bilgiler derlenmeye c¢aligiimistir.

Morfolojisi

Hidrojenozomlarin morfolojileri gruplar arasinda
farklihk gésterir. Morfolojik olarak bu gruplar parabasalid
flagetlar (Trichomonas vaginalis) (Benchimol ve ark.,
1996), rumen siliatlari (Isotricha ruminantum) (Yarlett ve
ark., 1984), rumen funguslari (Neocallimastix sp.) (van
der Giesen,1997) ve tatlisu siliatlari (Trimyema sp.)
(Finlay ve Fenchel, 1989) seklinde ayiralabilir. Fakat
morfolojik olarak yapilan bu ayrim hidrojenozomlar igin
yeterli degildir. ik olarak Trikomonad ve diger
parabasalidlerde goriulen hidrojenozomlar tek membranli
gOrunusleri, nispeten uniform matriksli oluslari ve genis
intraorganel membran sisteminin eksikligi nedeniyle
mikrocisimcik olarak tanimlanmislardir (Mdller, 1973). ilk
yillarda anaerobik funguslarinin 5 cinsinin hidrojenozomu
ultrastriktirel olarak incelenmis ve tek Uniteli bir
membrana sahip olduklari belirtiimistir (Heath ve ark.,
1983; Li ve ark., 1990; Li ve ark., 1991). Bu Oneri,
Benchimol (1997) ve van der Giezen (1997b)nin
Neocallimastix sp.’de hidrojenozomun iki membrandan
olustugunu goésterene kadar kabul edilmistir (Sekil 1). Bu
zarlar birbirlerine ¢ok yakin ve c¢ok ince oluglarindan
ayrimini yapmak ¢ok zordur. Genellikle iki zar arasindaki
bosluk fark edilememektedir. Her bir membran 6 nm
arasinda bir kalinhga sahiptir ve belirli dalgalanmalar
gOstermektedir (Benchimol ve De Souza, 1983,
Benchimol ve ark., 1996).

Cogunlukla hidrojenozomlarda bir veya birden
fazla kalsiyum iceren periferal vezikil bulunmaktadir. Bu
periferal veziklller hidrojenozomun matriksinden izole
edilmis bolimler olarak kabul edilirler. Fonksiyonelsiz
hidrojenozomlar otofajik surecle ¢ikartilir ve lizozomlarda
parcalanirlar (Benchimol, 2007). Morfolojik olarak rumen
siliatlarindaki organeller trikomonadlardaki organellerle
benzerlik gosterirler (Yarlett ve ark., 1984; Paul ve ark.,
1990).

Rumen funguslarindaki hidrojenozomlar,
organizmalarin hayat déngusu safhalarina bagl olarak
farkli morfolojilerde gdérilebilirler (Marvin-Sikkema ve
ark., 1992). Bununla beraber anaerobik funguslardaki
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hidrojenozomlar  trikomonad protozoaninkine  ¢ok
benzerdir. Zoosporlarin ¢imlenmesiyle olusan hiflerde
mikrocisimcik gibi gérinmektedirler (Marvin-Sikkema ve
ark., 1992). Isik mikroskobunda bazen gerek siliat
gerekse fungus orneklerinde hidrojenozomlar genellikle
tek membranla g¢evrelenmis sekilde goérllebilirler. Bu
yuzden mikrocisimcik olarak tanimlanirlar (Marvin-

i) M v 3 :
Sekil 1. Neocallimastix frontalis'in rizoidlerindeki hidrojenozomlarin genel

Sikkema ve ark., 1992). Ancak Polyplastron
multivesiculatum siliatindaki hidrojenozomun, belirgin bir
sekilde ¢ift membranli oldugu gorultr (Paul ve ark., 1990).
Hidrojenozomlar yaklagik 1-2 ym buydkliginde kuresel
veya hafif uzatilmis grandller seklindedirler (Benchimol,
2000).

dagihmini (A) ve zoosporlarindaki

£

hidrojenozomlarin genel gorintisiuni géstermektedir (B). Oklar, boliinme slirecinde olan hidrojenozomlari (A) ve birbirine
yakin i¢ ve dis zarlari gdstermektedir (B) (Benchimol ve ark., 1997).

Metabolik Sire¢ ve Biyokimyasi

Hidrojenozomlar, kimyasal enerji Uretmek icin
oksijene gerek duymayan ve karmasik bir yapiya sahip
oldugu bilinen bir organeldir. Hidrojenozomlar hidrojen
Uretebilme yetenekleriyle bilinirler ve bunu yapabilecek
biyokimyaya sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolayi
mitokondrilere benzedikleri sdylenmektedir (van der
Giezen ve ark., 1997b; Martin, 2005). Tam bir ATP Uretim
merkezi gibi islev gosterirler. Hidrojenozom ismi,
protozooada bu organelin metabolizma sirasinda gaz
haldeki serbest H> molekdillerinin olusmasinin gézlenmesi
sonucunda verilmistir.

Neocallimastix cinsinden izole edilen birgok
hidrojenozom g¢alismasinda ¢ok kiguk farkhliklar disinda
hidrojenozomlarin  temel yapisi ve biyokimyasal
Ozelliklerinin ayni oldugu goériimustir. Zorunlu anaerobik
funguslar ve zorunlu anaerobik protozoa ATP
sentezleyebilmek icin glukoz  fermentasyonunu
kullanirlar.  Sitozolde bulunan enzimlerin kimyasal
katalizasyonuyla glukozu laktik asit veya etanole
dondstirdrler. Hidrojenozom enzimleri  hidrojen gazi
Uretimi ile glukoz fermentasyonu icin alternatif yollar
saglamaktadir (Gleason ve Gordon, 2004).

Anaerobik  Neocallimastigomycota  funguslari
hidrojenozomlarinda prokaryotik tipte karisik asit
fermantasyon yolunu kullanirlar (Boxma ve ark., 2004).
Bununla birlikte anaerobik funguslar mitokondri,
sitokromlar ve oksidatif fosforilasyon yolunun diger
biyokimyasal 0zelliklerinden yoksundurlar. Sitozolde
glikoliz igin birgcok enzime ihtiyac¢ vardir (Sekil 2). Glikoz
EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) yolu ya da "fruktoz-1,6-
bisfosfat yolu" ile pdrivat Uzerinden laktata kadar
pargalanir. Bu iglemler birden fazla basamakta
gerceklesir. Her basamak birbirinden bagimsiz olup ayri
enzimler tarafindan katalize edilir (Yarlett ve ark., 1986;
O'Fallon ve ark., 1991) (Sekil 2). Piromyces ve
Neocallimastix funguslarindaki format Uretimi aktif bir
sekilde bulunan pirtivat:format liyaz (PFL; format C-Asetil
transferaz, EC 2.3.1.54) (Boxma ve ark., 2004) sayesinde
gerceklesmektedir. PFL sitozol ve hidrojenozomlarda
bulundugundan asetil-CoA her iki bdlimde de olusur. PFL
format dretimini saglayan oksijene duyarli bir enzimdir.
Reaksiyon mekanizmasi bir glisil radikaline baghdir.
PFL'yi aktif hale getiren PFL protein zinciri i¢erisindeki
glisil radikalidir. Bircok Okaryotta heterotrofik ATP
sentezinin son Urlnu olarak format Uretildigi bilinmektedir.
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Fermentatif format Uretiminin bilinen sadece bir yolu
vardir. Bu da pirivat format liyaz aktivitesiyle
gergeklesmektedir (PFL: syn, Format C-asetiltransferaz;
EC 2.3.1.54), bu enzim 85 kDa alt tinitesi olan homodimer
bir yapiya sahiptir. Pirlvati homolitik yolla pargalayarak
pirivat ve koenzim A'yl, format ve asetil-CoA'ya
donastirdr. Enzim mekanizmasi iki korunmus sistein
kalintisi ve bir glisil radikalini kapsar. PFL aktivitesi aktif
bolgedeki serbest radikaller yiziinden oksijene karsi son
derece duyarlidir. Sitozolde bi-fonksiyonel aldehit/alkol
dehidrojenaz (ADHE) ile asetil-CoA etanol ve CoASH

(Koenzim A)’ya donusur. Hidrojenozomda asetil-CoA’nin
CoA kismi ASTC (asetat: slksinat CoA-transferaz)
vasitasiyla siiksinatta transfer edilir. Genellikle son uriin
asetat (Boxma ve ark., 2004) ve suksinil-CoA’dir. Bunlar
CoASH’In rejenarasyonunda ve substrat dizeyinde
fosforilasyonda siiksinil-CoA sentetaz (SCS) i¢in substrat
olarak gorev yaparlar (Dacks ve ark., 2006). Bilinen tiim
hidrojenozomlar ATP Uretimini substrat dizeyinde
fosforilasyon yoluyla asetat:siiksinat CoA transferaz
(ASCT) ve suksinil-CoA sentetaz ile gergeklestirirler
(Muller ve ark., 2012).

]
v
Glikoz
24TP
(1]
24D NADH NAD*

MAI. —s—b FUMAL
unou / (6]

NADH NAD*

7

(0] [12)

Format

- MAL Hidrojenozon\
NAD*  NADH e e

[17]

@—\[';]—/— PYR
[Format J«

Siksinat

A
Asetil-CoA \____/y

Siksinil-CoA

oA P
2 NADH L'\ . m
zNAD'c/[ : \ ATP “y

a A
Etanol | Format I

Kisaltmalar: Fd: Ferrodoksin, G3P: Gliseraldehid-3-fosfat, PEP: Fosfoenolpiriivat, PYR: Piriivat, OXAC: oksaloasetat, MAL: Malat, FUM: Fumarat, [1]:

Hekzokinaz, glikoz-6-fosfat izomeraz, fosfofruktokinaz, aldolaz ve trioz

fosfat izomeraz, [2]: Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz, [3]: Fosfogliserat kinaz,

fosfogliserat mutaz ve enolaz, [4]: Fosfoenol piriivat karboksikinaz, [5]: Malat dehidrojenaz, [6]: Fumaraz, [7]: Fumarat rediiktaz, [8]: Pirlivat kinaz, [9]: Laktat

dehidrojenaz, [10]: Sitozolik pirlivat:format liyaz, [11]: Alkol dehidrojen

az E, [12]: Pirtvatin hidrojenozomun igerisine tasinmasi, [13]: Malik enzim, [14]:

NAH(P)H:Ferredoksin oksidorediiktaz, [15]: Hidrojenaz, [16]: Hidrojenozomal pirlivat:format liyaz, [17]: Asetat:siiksinat CoA transferaz, [18]: Suksinil CoA-

sentetaz.

Sekil 2. Rumende bulunan Neocallimastigomycota'ya ait anaerobik fungus olan Piromyces sp. E2'nin
hidrojenozomundaki karisik-asit fermentasyon metabolizmasi (a) (Boxma ve ark., 2004) ve kultur koleksiyonumuzdaki
Piromyces sp. (GMLF-17) anaerobik fungus ornegi (b).

Hidrojenozomal DNA

Simdiye kadar ki yapilan ¢alismalarda herhangi bir
hidrojenozomal genoma rastlanmazken c¢ekirdekte
kodlanan organel genlerinin filogenetik analizleri
gerceklestiriimistir (Embley ve ark., 2003; Dyall ve ark.,
2004). Ancak mitokondri icermeyen anaeroblar igerisinde
sadece Nyctotherus ovalis siliatinin bir hidrojenozomal
genoma sahip oldugu bulunmustur (Boxma ve ark.,
2005). Bu hidrojenozomun genom verileri, atasinin bir
mitokondri oldugunu gosterse de, metabolik aktivite
yoninden mitokondriye benzememektedir (Shiflett ve
Johnson, 2010). Bununla birlikte DNA nikleotit dizileme
calismalari birgcok hidrojenozomal proteinin dizisini

belirlememize yardimci olmustur (Shiflett ve Johnson,
2010). Hidrojenozomla ilgili NCBl'da yapilan arama
sonucunda simdiye kadar toplam 173 nikleotit dizisi ve
266 protein dizisi bulundugu bunlardan anaerobik
funguslar icin 13 adet protein (Ac. No: P78715.1,
AAC49572.1, AAP70004.1, AAK61605.1, AAP33147.1,
AAL80023.1, AAL80022.1, AAL80021.1, ABG47413.1,
AANO04660.1, CAA12057.1, CAA12056.1, CAA12055.1)
ve 12 adet nikleotit (Ac.No: U62041.1, AF419853.1,
AY033884.1, AF426026.1, AY078244.1, AY078243.1,
AY078242.1, DQ662599.1, AF340168.1, AJ224660.1,
AJ224659.1, AJ224658.1)  dizisinin belirlendigi
bildirilmistir (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Bu dizilerden
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bazilari; Neocallimastix frontalis’de hidrojenozomal malik
enzim (van der Giezen ve ark., 1997a), ATP/ADP
tasiyicisi (van der Giezen ve ark., 2002), adenilat kinaz,
ornitin karbamoiltransferaz (Gelius-Dietrich ve ark., 2007)
ve Is1 sok proteini 60 (Hsp60) dizileridir. Neocallimastix
patriciarum’da gorilen is1 sok proteini 70 (Hsp70) ve 60
(Hsp60) seklindeyken, Piromyces sp. E2 igin is1 sok
proteini 60 (Hsp60) ve adenilat kinaz seklinde
gorulmektedir (van der Giezen ve ark., 2003). Isi sok
proteinleri sitozolde ve hidrojenozomlarda bulunur (van
der Giezen ve ark., 2003). Temel gorevleri protein
agregasyonunu engellemektir. Hidrojenozomlar
tarafindan uretilen ATP hucre tarafindan kullanilabilmesi
icin sitozole tasinmalidir. Bu nedenle hidrojenozom
bulunduran organizmalarda tipki mitokondrilerdeki gibi
ADP/ATP tasiyicilarinin  goérilmesi sasirtici  degildir.
Bunlara en iyi érnek T. vaginalis’de belirlenen Hmp31
proteinidir. Biyokimyasal analizler ic membranda bulunan
bu proteinin homooligomer bir formda oldugunu ve
mitokondrilerdeki tagsima proteinlerine  benzedigini
gOstermistir (Dyall ve ark., 2000). Benzer dzelliklere sahip
ADP/ATP  tasiyicilart  Neocallimastix  frontalis’'de
g6zlemlenmistir (van der Giezen ve ark., 2002).

Hidrojenozomun Evrimsel Kékeni

Mitokondri, farkh yasam kosullari altinda
Okaryotlarin evrimleri sirasinda sekil ve islev bakimindan
cesitlenen, dkaryotik hiicrelerin atalarindan kalma, farkli
proteom ve fenotiplere sahip homolog organellerden
olugan genis bir tanimi ifade eder (Embley ve Martin
2006; Muller ve ark., 2012). Bu mitokondriyal
homologlarin en ilgingleri arasinda anaerobik serbest
yagsayan ve parazitik mikrobiyal okaryotlarda bulunan
hidrojenozomlar yer alir (Muller, 1993; Lewis ve ark.,
2020). Hidrojenozomlar, tipik olarak dkaryotlardan ziyade
bakterilerle iliskilendirilen bir tiir metabolizma olan Fe-Fe-
hidrojenaz enzimini kullanarak H: dretirler (Muller, 1993;
Embley ve ark., 1997; Horner ve ark., 2000; Muller ve
ark., 2012; Stairs ve ark., 2015). Hidrojenozomlarin evrimi
ve anaerobik metabolizmalarinin kokenleri hakkindaki
tartismalar hala devam etmektedir (Martin ve Miller,
1998; Martin ve ark., 2015; Stairs ve ark., 2015; Spang ve
ark., 2019).

Hidrojenozomlarin evrimsel olarak kdkeni pek agik
degildir. Bu konuda 3 farkh gériis vardir. ik goris
hidrojenozomlarin mitokondriden kéken aldiklari, ikinci

géris bu iki organelin ortak bir atasal organelden
evrimlestikleri yéntndedir. Son goéris ise bu organellerin
birbirinden badimsiz olarak evrimlestigini dnermektedir.
Anaerobik ¢evrede yagsamin adaptasyonu ve ayni atadan
evrimlesmis endosimbiyotlar olarak gortlen
hidrojenozomlar, mitokondrinin alternatifi olarak kabul
edilirler (Martin ve Muller, 1998; Tielens ve ark., 2002).
Muller (1988) hidrojenozomlarin tipki mitokondriler ve
kloroplastlar gibi endosimbiyotik olarak orjinlendiklerini
kabul eder. Mitokondrial bir kokenin olabilmesi igin piruvat
oksidasyon yolunun olmasi gereklidir. Henliz bdyle bir
kanit bulunmamistir. Bu fikrin aksine Finlay ve Fenchel
(1989) ise hidrojenozomlarin sekonder bir adaptasyonun
sonucu oldugunu dile getirmiglerdir. Buna gdre
hidrojenozomlar, oksijensiz bir yasam sitilini kabul eden
aerobik protozoonlarin ihtiyaglarini  kargilamak igin
modifiye edilmis bir organeldir. Aslinda mitokondrinin
kokeni, okaryot evriminde belirleyici olaylardan birisidir
(Burki ve ark., 2016; Poole ve Gribaldo, 2014; Pittis ve
Gabalddn, 2016). Molekiler evrim ve hicre biyolojisi
arastirmasi, mitokondrinin  kdkeninin  bilinen  tim
Okaryotlarin ayrismasindan 6nce oldugunu gdstermistir
(Burki ve ark., 2016). Bu durum tiim mevcut okaryotlarin
veya en azindan atalarindan kalma soylarinin, bir sekilde
mitokondri barindirdigi anlamina gelir. Bu glne kadar
incelenen tim tirler aerobik mitokondri, anaerobik
mitokondri, hidrojenozom ve mitozom veya bagka bir
ifadeyle evrimsel olarak mitokondri ile iligkili bir organel
bulunmustur (Burki ve ark., 2016) (Sekil 3). Ancak yapilan
bir g¢alismada Monocercomonoides’in, mitokondri ile
iliskili organelin en indirgenmis formundan bile yoksun bir
Okaryotun ilk 6rnegi oldugunun gdsterilmesi, mevcut
goruslerin tekrar elden gecirilmesi gerektigini gostermistir
(Burki ve ark., 2016). Mitokondri igermeyen Okaryotlarin
birbirinden fakli blylk sistematik gruplarda bulunmasi,
bunlardaki evrimsel ilerlemenin tek bir yolla
gerceklesmedigini gdstermektedir (Goé¢men, 2003).
Miiller'e gére (1988) mitokondrial fonksiyonlarin eksikligi
ya primer bir 6zellik ya da sekonder bir adaptasyondur.
Hidrojenozomsuz organizmalar evrimsel sirecin ilkel
basamagini temsil ederler (Go¢men, 2003). Bu yuzden,
Entamoeba histolytica ve Monocercomonoides gibi
canlilar yasayan fosiller olarak kabul edilirler (Gégmen,
2003; Burki ve ark., 2016).
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Mitokondri o .
Anaerobik Mitokondri

Mitokondriyal
genom

ATP uretilir ancak oksijen
son elektron alicisi
degildir, fumarat gibi
baska bilesikler kullanir.

ATP, oksidatif
fosforilasyon ile elde
edilir; oksijen son
elektron alicisidir,

Hidrojenozom

Oksidatif fosforilasyon
gorilmez, ATP substrat
seviyesinde fosforilasyon ile
elde edilir, hidrojen uretilir.

Mitozom

Monocercomonoides’lerdeki
Kayip Mitokondrial Organel

?

Elektron tasinmasi, oksidatif H
fosforilasyon ve
ATP lretimi gorilmez,
mitokondriyal Fe-S biyosentez
yolu gorilir (I1SC).

Sekil 3. Mitokondri ve ilgili organellerin ¢ok basitlestiriimis goriinim. Baslica ayirt edici 6zellikler gosterilmistir
(Burki ve ark., 2016).

Siliatlar, mitokondriden hidrojenozomlara evrimsel
gegcisi incelemek icin mikemmel bir drnektir. Bunun en
onemli nedeni hidrojenozom igeren anaerobik siliatlarin
evrimsel agactaki aerobik mitokondri tasiyan formlar
arasina girmis olmalari gosterilebilir (Embley ve ark.,
1995; Fenchel ve Finlay 1995) ($ekil 4). Daha da dikkat
cekici olan ise, yapilan bir ¢calismada, anaerobik siliat
Nyctotherus ovalis'in hidrojenozomlarinin, mitokondriyal
atalarinin  dogrudan molekiler kanitini  saglayan
mitokondriyal bir genoma sahip oldugunun belirlenmis
olmasidir (Akhmanova ve ark., 1998; Boxma ve ark.,
2005; de Graaf ve ark., 2011). Elde edilen veriler, N.
ovalis'in hidrojenozomlarinin, aerobik siliatlarin gergcek
mitokondrileriyle ortak bir atayl paylagsan bir tir anaerobik
mitokondriyi temsil ettigini géstermektedir (van Hoek ve
ark., 2000). Buna karsilk, Trichomonas spp. mitokondriye
sadece zayIf bir morfolojik benzerlik gdsterir ve daha da
o6nemlisi, evrimsel bir kanit saglayabilecek herhangi bir
genom simdiye kadar belirlenememistir (Benchimol ve
ark, 1996; Clemens ve Johnson, 2000). Ayrica,
Psalteriomonas'in hidrojenozomlari st Uste yigiimis
kimeler hallinde gorilurken (Broers ve ark., 1990),
Neocallimastix'in mikroskop altinda tespit edilmesi zor
hidrojenozomlari (Marvin-Sikkema ve ark., 1992; 1993)
mitokondriye benzemezler. Bu hidrojenozomlarda da
henliz bir genom belirlenememistir (Palmer, 1997; van
der Giezen ve ark., 1997b). Bu acidan bu organellerde

mitokondriyal soyunu dogrudan dogrulamak imkansizdir.
Dahasi, cekirdekte kodlanan birka¢ hidrojenozomal
proteinin filogenetik analizi, mitokondriyal ata igin
dogrudan kanit saglamada yetersiz kalmaktadir. Daha
ziyade, mitokondriyal ve mitokondriyal olmayan soylarin
bir mozaigini ortaya ¢ikarmistir (Bui ve ark., 1996; Germot
ve ark., 1996; Akhmanova ve ark., 1998; Hackstein ve
ark., 1999; Horner ve ark., 1999; 2000 ; Voncken ve ark.,
2002).

Simdiye kadar elde edilen veriler, tanimlanmig tim
hidrojenozomlarin mitokondri ile ilgili oldugu hipotezini
desteklemektedir (Embley ve ark., 2003). Fungal
hidrojenozomlarinin bagka bir 6karyotik organel olan
peroksizomla iligkili olduguna dair daha dnce de dnerilmis
olan hipotez son c¢alismalarla pek mUmkin
goriinmemektedir (Embley ve ark., 2003).
Hidrojenozomlarin mitokondri ile iligkili olduguna dair en
ikna edici kanitlar, her iki organelde de ayni karmasik
yollarin kullanilarak proteinlerin konakgi tarafindan ifade
edildigini gésteren deneyler ile olmustur (Embley ve ark.,
2003). Hidrojenozomlarda gdrevli herhangi bir protein
Oncelikle sitozolde sentezlenmeli ve daha sonrasinda
dodru bir sekilde hedef organel igerisine aktariimalidir
(Embley ve ark., 2003). Mitokondriler bir genom igerseler
de, proteinlerinin bircogu konakgi cekirdek genomu
tarafindan kodlanir. Simdiye kadar mitokondrilerde, iki
ana protein tasima yolu belirlenmistir (Pfanner ve
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Geissler, 2001). Mitokondrilerin zarinda goérevli proteinler,
dahili hedefleme sinyalleri tarafindan varis yerlerine
yonlendirilir.  Diger bir tasima yolunu kullanan
mitokondriyal matriste gorevli proteinler ise, organel
icerisine  tasima  sirasinda  pargalanan  amino
terminallerinde bir hedefleme dizisi tagiyan 6n proteinler
olarak sentezlenerek tasinirlar (Embley ve ark., 2003).
Mitokondrilerde protein tagsima sistemlerinin gelistiriimesi,
organelin evrimindeki ilk ve 6nemli bir adim olarak goéralir
ve endosimbiyotik bir bakteri olarak alfa-proteobakteriyel
soydan geldigi kabul edilir (Gray ve ark., 1999; Embley
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AEROBIC
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ve ark., 2003). Mitokondriyal protein tagima mekanizmasi
karmasiktir ve tasimanin dogrululugu son derece
onemlidir. Bu metabolik yollarin farkli organellerden
evrimlesmis olma olasiligi ¢ok dusuktir. Aslinda, yanlis
proteinin yanlis organele génderilmesi, hiicre igin korkung
sonugclar dogurabilir. Ornegin, éldiriici insan hastahgi
olan primer hiperoksaliri tip I, alanin:glioksalat
aminotransferaz enziminin, normalde iglev goérdigu
peroksizomlardan ziyade mitokondriye yanlig
yonlendiriimesinden kaynaklanir (Embley ve ark., 2003).

Nyctotherus
ANAEROBIC

ANIMALS

Giardia, Spironucleus

Sekil 4. Cesitli molekuler verilere dayanarak olusturulmus aerobik ve anaerobik protistler arasindaki filogenetik iligkiyi
gOstermek igin mitokondri, modifiye edilmis mitokondri, mitokondriyal kalintilar ve hidrojenozomlardan olusan evrim
agacidir. DUz gizgiler, mitokondriyal genomlarin analizine dayanan filogenetik iligkileri gdsterir. Kesikli ¢izgiler, organel
genom kaybini gosterir. Kisaltmalar: K, kripton; H, hidrojenozomlar; M, mitokondri; MM, modifiye edilmis mitokondri; MK,
mitokondriyal kalinti; MS, mitozom (Hackstein'dan (2005) uyarlanmistir).

Anaerobik funguslarin hidrojenozomlardan
ADP/ATP tastyicilarinin fonksiyonel ve filogenetik analizi,
bu organeller icin bir fungal mitokondriyal kdkeninin
oldugunu agikga gosterir (Voncken ve ark., 2002; Tjaden
ve ark., 2004). AF hidrojenozomlarinin bir genomdan
yoksun oldugu g6z o6nine alindiginda, ADP/ATP
tasiyicilari ve HSP60, bu organellerin evrimsel tarihinin
izini stirmek icin en iyi belirtegler olarak gorilmektedir.
Her iki genin filogenetik analizi fungal mitokondriyal
soyunu ortaya ¢ikarabilir (Voncken ve ark. 2002).

AF hidrojenozomlari, 6karyotik hiicrenin evrimi igin
Martin-Mller hidrojen hipotezinin temelini olusturan
Trichomonas'in  hidrojenozomlarindan agikga farklidir
(Tablo 1). Hem organelin kokeni hem de anoksik

ortamlara uyum saglamak igin evrimsel stratejileri
birbirlerinden farkl gibi gézikmektedir. Trichomonas'in
hidrojenozomlarininda bir genomdan yoksun olusu,
hidrojenozomal ADP/ATP tasiyicilarinin analizi, hidrojen
hipotezi lehine veya aleyhine ipuglari saglayabilir.
Bununla birlikte, trikomonad hidrojenozomlari,
mitokondriyal tip ADP/ATP tasiyicilarini barindirmaz
(Tjaden ve ark., 2004). Bunun yerine, mitokondriyal
tasiyici ailesinin farkh bir Gyesi olan HMP31'i kullanir. Bu
protein mitokondriyal tip ADP/ATP tasiyicilarindan
filogenetik ve biyokimyasal olarak farklidir (Dyall ve ark.,
2000; Tjaden ve ark., 2004).

Hidrojenozomlarin, yalnizca yukarida tartisilan
trichomonadlarda, siliatlarda ve AF’larda degil, ayni
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zamanda diger genis olgide ayrilmis 6karyot soylarinda
da tekrar tekrar evrimlesmis olabilecegine dair bazi
kanitlar vardir. Hidrojenozomlar, amiplerde
(Monopylocystis, Sawyeria) ve Trimastix, oksimonadlar
ve trikomonadlar gibi cesitli kamgili Okaryotlarda
tanimlanmigtir (Embley ve Martin 1998; Roger, 1999;
Hackstein ve ark., 2001; Martin ve ark., 2001; Embley ve
ark., 2003). Hayat Agaci'na baktigimizda hidrojenozom
tasiyan organizmalarin duzensiz dagildigini  goéruriz
(Sekil 4). Hayat Agaci, bir 18S rRNA filogenisine
dayanmaktadir ve bu agag belirli evrimsel iligkileri gozmek
icin pek uygun gérinmemektedir (Embley ve ark., 2003).
Belirli Ozelliklerin ortaya c¢ikartiimasinda daha ayrintili
adagclara ihtiyag duyulmaktadir. Ozellikle mitokondrinin
monofiletigi, yalnizca tam mitokondriyal genomlar
temelinde kurulabilir (Gray ve ark., 1999). Ancak N. ovalis
disinda  hidrojenozomlarda bir genomun  tespit
edilememis olmasi filogenetik iligkilerin  ortaya
cikartiimasini zorlastirmaktadir. Bununla birlikte konakgi
filogenileri,  hidrojenozomlarin  tekrar  tekrar mi
evrimlestigi, ayni veya farkl endosimbiyotik atalardan mi
evrimlestigi gibi sorulari ele alirken yetersiz kalmaktadir.
Bu nedenle, tim hidrojenozomlarin mitokondriden veya
hem mitokondri hem de hidrojenozomlarda ortak olan bir
atadan evrimlestiine dair acik bir kanit henlz
belirlenememistir (Gabaldon ve Huynen 2003; Dyall ve
ark., 2004).

Hidrojenozomal genomlarin eksikliginden dolayi,
potansiyel bir mitokondriyal soy, yalnizca cekirdekte
kodlanan "organel" genlerin filogenetik analizinden
cikarilabilir (van der Giezen ve ark., 1997b; Clemens ve
Johnson 2000; Hackstein ve ark., 2001; Embley ve ark.,
2003; Dyall ve ark., 2004). Bu tur proteinler ise
sitoplazmada sentezlenir ve ardindan hidrojenozoma
aktarihr. Bu bilginin tam olarak aydinlatilmasi igin,
hidrojenozom igeren konakgilarin tim genom ve
proteomlari ortaya cikartiimahdir. Aksi takdirde sadece
teoride kalacaktir. Dahasi, bu proteinleri kodlayan
genlerin filogenetik analizi hatal bilgi verebilir. Cunki
mitokondriyal proteinlerin ¢odgu farkh atalara sahiptir
(Yarlett ve Hackstein, 2005).

Sonug¢ olarak AF hidrojenozomlarinin evrimsel
gecmisi hakkinda c¢o6zulmesi gereken pek c¢ok soru
glncelligini korumaktadir. Elde edilen bilgi ve bulgular
Isiginda AF hidrojenozomlarinin mitokondrilerle yakindan
iliskili olduklari hatta mitokondrilerin anaerobik cevreye
adaptasyonunun bir yansimasi oldugu sdylenebilir.
Ancak hidrojenozomlarin mitokondriler gibi munferit bir
genomdan yoksun olusu bu sonug icin gerekli kanitlarin
baska kaynaklardan elde edilmesini gerekli kilmaktadir.
Hidrojenozomlari barindiran konakgilarin tim genom ve

proteom bilgilerinin ortaya ¢ikariimasi konunun daha fazla
aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Omik’ten Gelen Veriler

AF’larin lignoselilolitik yetenekleri biyoteknolojik
acidan ilgi uyandiricidir. Ancak sicakliga duyarliliklari,
sitrik anaerobik oluglari, nispeten yavas buyiumeleri ve
0zel besiyeri gereksinimleri, bunlara olan ilgiyi azaltan
zorluklardir (Wilken ve ark., 2021). Dahasi, genomlari
yuksek oranda AT icgerir ve tekrar zenginidir, bu da DNA
ndkleotit dizi analizini ve genetik muahendisliginin igini
zorlastiran noktalardir (Youssef ve ark., 2013; Haitiema
ve ark., 2014). Anaerobik funguslar i¢in hentz iyi bir
genetik muihendislik araci gelistiriimemistir. Buna ek
olarak metabolizmalarini  arastirmak, anlamak ve
dizenlemek i¢in kullanilabilecek klasik molekdiler biyoloji
teknikleri de yetersizdir. Ancak glinimizde yaygin olarak
kullaniimaya baslayan —omik yaklasimlar, fizyolojilerini
incelemede kantitatif araglarin yetersiz oldugu, bulyik
Olclide karakterize edilememis olan AF
hidrojenozomunun fizyolojik ve metabolik 6zelliklerini
anlamamiza yardimci olabilir. Genomik, transkriptomik,
proteomik ve metabolomiklerin saf/karigik kulttrler ve
cevresel orneklerdeki calismalara uygulanmasi bu
surecte paha bicilmez olacaktir.

Aerobik funguslara nazaran g¢alisiimasi daha zor
olan AF’larin genomik analizler kullanilarak tim nukleotit
dizisi acgiga ¢ikariimistir. AF’larin funguslar arasinda hem
en fazla sayida hem de en yiksek cesitlilikte
lignoselilolitik enzimlere sahip oldugunu, bunlarin
lignoselllozik substratlari, 6rnegin tarimsal atiklari
fermente edilebilir sekerlere ayristirma yeteneklerinin
diger enzimlere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Edwards ve ark., 2017; Wilken ve ark., 2021).

Ortolog protein gruplarinin kiimelenmesi seklinde
yapilan  transkriptomik  analizlerle  birlikte  bazi
hidrojenozomal metabolik yollarda yer alan proteinler
tanimlanmistir (Edwards ve ark., 2017). Yakin zamanda
yapilan transkriptomik ve genomik analizler, bu
mantarlarin, lignoseliilozik bitki biyokutlesini ayristirmada
mikemmel sekilde tasarlanmis inanilmaz  bir
karbonhidrat-aktif enzim (CAZymes) cesitliligi
barindirdigini ortaya ¢ikarmistir (Wilken ve ark., 2021).

Proteomikler, transkriptomikler ve metabolomikler
arasindaki boslugu doldurur ve proteinlerin buyuk o6lcekli
analizine izin verir. Proteomikler, dodal veya cevrilmis
proteom analizi olarak siniflandirilabilir (Chang ve Park,
2020). Protein tanimlamasi, her proteinin elde edilen
peptit kutlesi sonuglarinin  bir veri tabanina goére
arastirilmasiyla gergeklestirilir; protein veri tabani, bir
proteinin tanimlanmasinda basari igin anahtar faktérdar.
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NCBI veri tabaninda halihazirda mevcut olan 452 protein
dizileri icinde (rumen bakteriyel protein dizilerinin %
0.3'inden daha azini olusturur) su anda sadece dort AF
cinsi temsil edilmektedir (Anaeromyces robustus,
Neocallimastix californiae, Pecoramyces ruminatium ve
Piromyces finnis). 452 protein dizisinden 109 heksoz
parcalayici enzim ve 46 pentoz pargalayici enzim varken,
diger dizilerin sadece 102'si glikoliz, hidrojenozom
metabolizmasi ve pseudo-TCA dongusu dahil hicre igi
karbonhidrat metabolizmasi ile ilgilidir (Kwon ve ark.,
2009). Ozellikle, enerji ve hidrojen metabolizmasinda rol
oynayan mitokondri benzeri bir organel olan
hidrojenozomlarin metabolik yollari hakkinda net bir fikir
birligi yoktur (Wilken ve ark., 2021). Mevcut hipotezler ise
H: Uretmek i¢in piruvat format liyazi iceren, enerjik olarak
elverigsiz bir yolun kullanildidini veya piruvat ferredoksin
oksidorediktazi iceren hicre disi metabolit olgimleri
tarafindan  desteklenmeyen bir yol kullanildigini
gostermektedir (Marvin-Sikkema ve ark., 1994; Boxma ve
ark., 2004).

Potansiyellerine  ragmen, karmasik yasam
déngduleri, yeterince c¢alisiimamis metabolizmalari ve
zorlu anaerobik kiltir gereksinimleri nedeniyle bu
organizmalar i¢in mihendislik ydntemlerinin gelistiriimesi
yavas olmustur. Ancak son vyillardaki omik temelli
calismalar bu sireci hizlandiracak gibi gérinmektedir. Bu
acidan Wilken ve ark., (2021) yaptiklari bir calismada AF
Neocallimastix lanati genomunu ortaya ¢ikararak,
lignoselilolitik enzim 6zelliklerini tanimlamanin 6tesinde,
bu genomu AF’larin ilk genom 0lgekli metabolik modelini
olusturmak igin kullanmiglardir. Bu calismada yapilan
karsilastirmali genomik analizler N. lanati'nin metabolik
olarak diger nukleotit dizilemesi gerceklestiriimis
Neocallimastigomycota'ya benzedigini ortaya ¢ikarmistir.
Ek olarak bircok CAZymes (~1,788 CAZymes) de dabhil,
genomunun anlasiimasindan elde edilen 6n goérd, diger
AF tirlere genellenebilir oldugunu gdéstermistir. Elde
ettikleri model deneysel olarak dogrulanmistir ve AF’larin
¢ozlilmemis metabolik 6zelliklerine 1sik tutmaktadir. Bu
model, gelecekte yapilacak ¢alismalardaki analizlerin
derinlestirmesine ve bu organizmalarin biyoteknolojik
kullanimi i¢in sus muhendisli§i g¢abalarina rehberlik
edecek sistematik bir cerceve saglayacaktir (Wilken ve
ark., 2021). Dahasi elde edilen model, AF’larin
hidrojenozom metabolizmasina iliskin dnceki hipotezleri
dogrular ve genigletir niteliktedir. Hem model hem de
deneysel veriler, piruvat format liyazin (PFL),
hidrojenozomdaki piruvat ferredoksin oksidorediiktazdan
(PFO) 6nemli élgide daha aktif oldugunu, ancak hidrojen
olusumunun yalnizca ikinci yolla gerceklesebildigini
gostermistir. lleriye doénik olarak, ilgili modelin AF

metabolizmasinin  belirsiz  kalan ve  metabolik
muhendisliginde  kullanilabilmesinin  yolunu agacak
calismalara rehberlik etmesi igin kullanilabilir. Aslinda,
model tabanl analiz, AF’lar ile endustriyel olarak
kullanilan diger organizmalar arasinda yapilacak
calismalarda paha bigilmez olabilir (Ranganathan ve ark.,
2017; Gilmore ve ark., 2019). Bununla birlikte, endustriyel
uygulamalar igin AF metabolizmasini anlamak ve
dlzenlemek igin bu verileri sistematik bir sekilde
birlestirecek bir model mevcut degildir. Genom dlcekli
metabolik modeller (GEM'ler), ¢oklu omik veri setlerini
entegre etmek igin bilgi tabani platformlar olarak hareket
etmeye ¢ok uygundurlar (Blazeck ve Alper, 2010; Wilken
ve ark., 2021). Ayrica hem prokaryotlardaki hem de
Okaryotlardaki muhendislik yaklagimlarinda basariyla
kullanilabilme potansiyeli bu eksikligi giderebilmek icin
kullanilabilir (Blazeck ve Alper, 2010; Wilken ve ark.,
2021). Dahasi, bir GEM'in tahminlerini deneysel olarak
test ederek, bir organizmanin metabolizmasinin
anlagilmasini sistematik olarak gelistirmek mimkdndur.
in-siliko analizlerin metabolizmay! inceleme yetenegi,
dogrudan metabolik manipllasyonun zor oldugu AF'lar
gibi model olmayan organizmalar acgisindan dikkat
cekicidir (Wilken ve ark., 2021).

Hidrojenozom igeren Organizmalarin Tarim ve
Biyoteknoloji Agisindan Onemi

Ciftcilik faaliyetlerinin ekonomik yonden
iyilestiriimesinde biyoteknolojik yontemler son
zamanlarda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Bu
yonden anaerobik funguslarin (AF) cesitli metabolik
aktivitelerinin dogrudan kullanilabilir oldugu sdylenebilir
(Flad ve ark., 2020). AF’lar sigir, kegi ve koyun gibi dnemli
herbivor ¢iflik hayvanlarinin lif bakimindan zengin yemleri
sindirebilmesinin ve verimsel Uretiminin ayrilmaz bir
parcasidirlar (Gruninger ve ark., 2014). Bu nedenle
biyoteknolojik  ydntemler  kullanilarak  yemlerden
yararlanilma oranlarinin artirilabilmesi igin hayvan
sindirim sistemi degistirilebilir veya gelistirilebilir (Gordon
ve Phillips 1998; Flad ve ark., 2020). Benzer bir durum
tarimsal atiklardan etanol Uretimi ve metanojenlerle
birlikte kullanilarak metan (biyogaz) olusum suregleri icin
de gecerlidir. Buna gore AF’larin tarim ve biyoteknolojik
acidan énemini ¢ baslik altinda elde alabiliriz.

1. Herbivor Hayvan Sindirim Sistemi Uzerine
Etkisi: AF’lardaki glcli Karbonhidrat-Aktif enzimleri,
herbivorlarda lignoselilozik biyokitlenin  kullanimini
artirma potansiyeline sahiptir (Flad ve ark., 2020). Bunun
icin iki farkh strateji dnerilmistir; bunlardan ilki hayvan
yemlerinin AF’lar kullanilarak 6n iglemden geciriimesi
seklinde iken digeri ise AF’larin tipki bir probiyotik takviye
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gibi hayvan yemlerine dahil edilmesidir (Flad ve ark.,
2020). AF’larin Bufalo ve Holstein-Friesian buzagilarinda
probiyotik olarak dogrudan yemlerde kullanilmasi, rumen
fermantasyon Ozelliklerini (pH, ugucu yag asitleri ve
nitrojen igerigi), ruminal mikrobiyal populasyonunu ve
CAZyme aktivitelerini geligtirmistir (Dey ve ark., 2004;
Tripathi ve ark., 2007; Paul ve ark., 2011). Bunun
sonucunda hayvanlarda buyime hizi, besinlerin
sindirilebilirligi ve nitrojen oraninda artis goérilmustir
(Flad ve ark., 2020). Emziren bufalolarda, anaerobik
mantarlarin uygulanmasi da sut yagini % 6'ya kadar
artirmistir (Saxena ve ark., 2010). Benzer bir durum
koyunlarda kullanilan Orpinomyces sp. kiltirleri i¢in de
gecerlidir. Orpinomyces sp. tarafindan Uretilen hidrolazlar
fermantasyon parametrelerine pozitif yonde etki etmistir
(Lee ve ark., 2000). Bu galismalar, AF’larin hayvansal
dretim acgisindan 6nemli olan yemlerden yararlanma
oranini artirmak icin bir  probiyotik  olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak ekonomik
kazanimlari ve istenilen etkiyi sirdirebilmek i¢in AF’larin
oral dozlarda hayvanlara tekrar tekrar uygulanmasini géz
ardi etmemek gereklidir (Ribeiro ve ark., 2016; Flad ve
ark., 2020).

2. Biyoetanol Uretiminde Kullanimi: Biyoetanol
Uretimi son yillarda 6nemli dl¢lide artmistir (Balat ve Balat
2009). Biyoetanol dretiminde ticari olarak, lignoselilozu
sindiremeyen ancak genetik olarak degistiriimis
Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis ve
Escherichia coli suglari kullaniimaktadir (Yang ve ark.,
2007). Biyoetanol uretimindeki sinirlayici faktor, fermente
olabilen sekerlerin dayanikli lignoselillozik biyokitleden
uzaklastirimasidir (Dashtban ve ark., 2009; Flad ve ark.,
2020). Bu sire¢ genellikle 6gutme, alkali veya asit
hidrolizi, iyonik sivilar ile yapilan 6n igslem veya buhar
basinci gibi maliyetli mekanik ve/veya kimyasal iglemler
uygulanarak asilmaya calisiimaktadir (Sharma ve ark.,
2019; Flad ve ark., 2020). AF’larin 6n islem gérmemis
lignoselilozik biyokitleyi fiziksel ve enzimatik olarak
parcalama yetenekleri, biyoetanol Uretiminde bitki
biyokdtlesinin alternatif bir mikrobiyal dénisimi igin
onemli bir aday haline getirmektedir (Flad ve ark., 2020).
AF’larin bu sureglerde kullaniimasinin éniindeki en biylk
engel zorunlu anaerob olmalaridir (Bauchop ve
Mountfort, 1981). Biyotekonolojideki gelismeler ile bu
sure¢ asilmaya calisiimaktadir. Baslangicta
lignoselllolitik enzimlerin Uretiminin  arttirllmasi igin
fiziksel ve kimyasal mutasyonlardan vyararlanilirken,
gunimuzde rekombinant DNA teknolojisi, CRISPR
(duzenli araliklarla bélinmus palindromik tekrar kiimeleri)
ve protein muhendisligi kullanilarak oldukc¢a gugcli etkin
fibrolitik enzimleri Uretmemizi sagdlayan modern
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yaklagimlar bulunmaktadir (Akyol ve ark., 2009; Hooker

ve ark., 2019). Bu acgidan AF’lardaki fibrolitik enzim
genlerinin DNA ve amino asit dizilerine ait verilerinin hizli
bir sekilde ortaya c¢ikartilmasi, enzimleri kodlayan
genlerin klonlamasi ve heterolog olarak E. coli gibi bir
konakta ifade edilmesi, etanol Uretiminde artisa neden
olacaktir (Warren, 1996; Akyol ve ark., 2009). Segilmis
ve degistirilmis suslarin  kullaniimasiyla biyoetanol
Uretiminde maliyeti disidrmesinin yaninda dretime katki
saglama potansiyeline sahip oldugu agiktir (Ranganathan
ve ark., 2017; Flad ve ark., 2020). Lignoselilozik
biyokitleden biyoetanol Gretimindeki bir bagka sinirlama,
birgok etanol Greten mayanin, hemiselllozda bol miktarda
bulunan ksiloz ve arabinoz gibi 5-karbonlu sekerleri
fermente edememesidir (Flad ve ark., 2020). Mayalar
tarafindan pentoz sekerlerini fermente etme yeteneginin
kazanilmasi, ikinci nesil enerji Uretim sekillerinden olan
biyoetanol tretimi icin dnemli bir énceliktir (Yang ve ark.,
2007). AF’larin hemiselllozu pargaladigi ve hem pentoz
hem de heksoz sekerleri fermente etti§i uzun zamandir
bilinmektedir (Theodorou ve ark., 1996). Yapilan bir
calismada Piromyces sp. E2'deki ksiloz izomeraz genin
Saccharomyces cerevisiae'de basariyla ifade edilebilir
oldugunu goéstermistir (Yang ve ark., 2007). Bunun
sonucu olarak gerek E. coli gerekse Saccharomyces
cerevisiae gibi  biyoetanol Uretiminde kullanilan
mikroorganizmalarin maniputlasyonunda AF genlerin
kullanilabilir oldugu séylenebilir.

3. Biyogaz Olusumu Uzerine Etkisi:
Gunimuzde, bitkisel biyokitlenin anaerobik olarak
sindirilimesiyle birlikte ortaya ¢ikan biyogaz ve sindirim
drtnleri, yenilenebilir enerjinin yaninda gubre ve toprak
besleyici olarak kullaniimaktadir (Strzalka ve ark., 2017;
Flad ve ark., 2020). Ancak ticari agidan énemli olan bu
sureclerde AF’lar g6z ardi edilmektedir (Flad ve ark.,
2020). Anaerobik sindirim sistemlerinde bakteriler ve
metanojenik arkelerden olusan karma bir mikrobiyal
karisim, lignoselilozik atiklar, hayvan gubresi ve gida
isleme atiklari gibi substratlari biyogaza donustlrir
(Schnurer, 2018; Flad ve ark., 2020). Biyogaz, metan (%
50-75) ve karbondioksit (% 25-50) ile eser miktardaki
hidrojen, hidrojen silfit ve amonyak gibi gazlarin bir
karisimidir (Flad ve ark., 2020). Biyogaz, elektrik
Uretiminden evsel, ticari ve endustriyel 1sitmada yakit
olarak kullanilmak Uzere cesitli sekillerde biyo-metana
donustarulebilir (Schndrer, 2016).

Biyogaz tesislerinde uretilen gazin yeterli miktarda
ve kalitede olabilmesi i¢cin uygulanan kosullarin mimkin
oldugu kadar rumene benzemesi gerekmektedir (Flad ve
ark., 2020). Gunkl yuksek bir metan verimligi icin bu
sarttir. Rumen sabit bir sicaklikta (~39 °C), dustk redoks
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potansiyeli (-0.4 V), neredeyse notir pH degeri, oksijensiz
ve surekli bir yem akiginin oldugu dinamik bir ortamdir
(Weimer ve ark. 2009; Flad ve ark., 2020). Ancak rumen
ortamini  biyogaz reaktérleri ile kiyasladigimizda
hammaddelerin veya yemlerin yeterli bir sekilde
parcalanmasi i¢in daha kisa bir sire gereklidir (Stern ve
ark., 1983; Mohamed ve Chaudhry, 2008). Bir diger fark
ise AF'lar genellikle biyogaz Ureten mikrobiyal
populasyonda bulunmazlar (Flad ve ark., 2020). Bunun
en onemli nedenlerinden birisi AF’larin fermentasyon
sonucu biyo-metan Uretmemeleridir. Ancak AF'lar
metanojenik arkeler tarafindan kullanilabilen
biyokimyasal substratlar tretirler (Cheng ve ark., 2009).
Bu nedenle, biyogaz reaktdrlerine AF’larin eklenmesi
lignosellilozun biyogaza doénlusimunt artirmaya ve
hizlandirmaya yardimci olabilir (Nagler ve ark., 2019;
Flad ve ark., 2020). Bugine kadar yapilan g¢ogu
arastirma, laboratuvar Olgekli biyoreaktorlere AF’larin
eklenmesi ile yapilmistir. Ferraro ve ark., (2018)
tarafindan yapilan bir calismada, Neocallimastix sp. ve
Orpinomyces sp. karisik fungus kiltirid ile yine karsihk
rumen bakteri kdltGrindn kullandiklari  biyoreaktdrde
bugday samanindan ylksek oranda metan uretilebilir
oldugunu goéstermiglerdir.

Tabi bu 6zelliklerin yaninda bazi dezavantajlari da
sdz konusudur. Ornegin 1si1, oksijen ve pH gibi ortam
degisikliklerinden ¢abuk etkilendikleri gibi hizla biytyen
prokaryotik rakiplere goére daha kisa hayatta kalma
sureleri 6nemli sorunlar ortaya cikarmaktadir. Cesitli
calismalarda AF’larin reaktorlerdeki hayatta kalma
sureleri molekuler yollarla izlenmistir (Prochazka ve ark.,
2012; Dollhofer ve ark., 2018). AF’larin reaktor
camurunda zamanla azaldi§i ve 7-10 gln sonra tesbit
edilemedigi bulunmustur (Prochazka ve ark., 2012;
Dollhofer ve ark., 2018; Flad ve ark., 2020). Bir diger
calismada %30 sigir gubresi ile calisan tam Olgekli
tarimsal biyogaz tesislerinde  AF’larin  varlig
transkripsiyonel aktivite yoluyla belirlenmeye ¢alisiimistir
(Dollhofer ve ark., 2017; Young ve ark., 2018). Bu ticari
biyogaz tesislerinde, Anaeromyces, Neocallimastix,
Orpinomyces, Caecomyces, Cyllamyces ve Piromyces
cinslerine ait AF DNA'sinin  yaninda heniiz
tanimlanmamig dort adet AF sinifi birlikte tespit edilmigtir.
Ayrica, mRNA seviyesinde AF GH5 endoglukanazlarinin
sinirli transkripsiyonu da belirlenmistir. Bu sonuglar,
potansiyel olarak aktif AF’larin reaktére digki yoluyla
gectiginin, ancak biyogaz tesislerindeki kosullar g6z
o6nlne alindiginda funguslarin muhtemelen hayatta
kalamadigini géstermektedir (Flad ve ark., 2020).

AF’larin biyogaz Uretinde kullanilmasi i¢in alternatif
yollarin bulunmasi gereklidir. Alternatif bir yol olarak

gorilen AF’lar ve metanojenlerin ortak kdaltUrlerinin
kullanildigi  ¢alismalarda, fungal rizoidlerinin  ve
sporangianin ylzeyine yapismis halde metanojenlerin
oldugu gorulmustir (Bauchop ve Mountfort 1981; Leis ve
ark., 2014). Bu AF hidrojenozomlarindan metanojenlere
tirler arasi hidrojen vb. Urunlerin transferini ve fungal
canlihlginin ~ korunmasinda metanojenlerin  destek
sagladigini gostermektedir. Simdiye kadar Piromyces,
Neocallimastix, Orpinomyces, Caecomyces  ve
Anaeromyces cins ornekleri ile birlikte
Methanobrevibacter ve Methanobacterium'un ortak
kiltirlerde yasayabildigi bildirilmistir (Jin ve ark., 2011;
Swift ve ark., 2019). Ortak kdlturler, fungal monokdltiri
ile karsilastirildiginda daha fazla hidrojen, format, asetat,
metan Uretir ve genellikle enzim aktivitesini artirir
(Bauchop ve Mountfort 1981; Jin ve ark., 2011; Li ve ark.,
2016). Bu nedenle, birlikte kultirlenen metanojenler,
AF’larin metabolizmasini ve lignosellloz pargalayici
aktivitesini degistirebilir. Ortak kultirlerin pargalama ve
metan Uretme yetenegdi stabildir (Bauchop ve Mountfort
1981; Li ve ark., 2016). Anaerobik mantarlarin ve
metanojenlerin kararli ortak kuiltlrleri ve daha hizl
biyogaz Uretim oranlari ticari biyogaz uretimi i¢cin dnemli
bir avantajdir (Flad ve ark., 2020). Bununla birlikte,
anaerobik mantarlarin dogdal biyogaz sureclerindeki rolleri
ve hayatta kalmasina iligkin bilgilerimiz hentiz tam olarak
yeterli dizeye ulasamamistir. Bu nedenle, bu arastirma
alani buyik olasilikla gelecekte daha fazla ilgi gérecektir.

Gelecekten Beklentiler

Hidrojenozomlarin evrimi ve anaerobik
metabolizmalarinin kdkenleri hala tartigilan konulardir
(Martin ve Miuller, 1998; Martin ve ark., 2015; Stairs ve
ark., 2015; Spang ve ark., 2019). Bunun en 6nemli
nedenlerinden birisi hidrojenozomal bir genomun
belirlenememis olmasidir (van der Giezen ve ark., 1997b,
Clemens ve Johnson 2000, Hackstein ve ark., 2001).
Potansiyel bir mitokondriyal ata yalnizca cekirdekteki
genomun filogenetik analizinden ¢ikarilabilir (Embley ve
ark., 2003, Dyall ve ark., 2004). Cekirdekte kodlanan
organel genlerin ifade edilmesiyle proteinler stoplazmada
sentezlenir ve ardindan hidrojenozoma aktarilir (Lewis ve
ark., 2020). Tabi bu gbéris tim hidrojenozomlarin
proteomlari ve konakgilarinin tim genomlari ¢ézulene
kadar eksik olarak kalacaktir. Dahasi, bu proteinleri
kodlayan genlerin filogenetik analizleri hatali bilgiler
sag@layabilir, bunun en ©6nemli nedeni mitokondriyal
proteinlerin bir ¢gogunun farkli kdkenlere sahip olmasi
gosterilebilir (Lewis ve ark., 2020). Ayrica hidrojenozomal
fonksiyon igin ¢ok 6nemli olan proteinler (hidrojenazlar,
piruvat: ferredoksin oksidorediktazlar veya piruvat format
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liyazlar), aerobik bir ©karyotik hiicrenin veya
organellerinin proteinlerine benzemezler (Lewis ve ark.,
2020). Bu agidan Ondmuzdeki yillarda bu konularin
aydinlatiimasi gereklidir.

Hidrojenozomlar, tipik olarak 6karyotlardan ziyade
bakterilerle iligkilendirilen bir metabolizma tirl olan Fe-
Fe-hidrojenaz enzimini kullanarak Hz Uretirler (Mller,
1993; Embley ve ark., 1997; Horner ve ark., 2000; Mller
ve ark., 2012; Stairs ve ark., 2015). AF tarafindan Uretilen
fazla H2'ye karsilik, metanojenler AF blylimesi ve
aktivitesi Uzerinde yararli bir etkiye sahiptir. Tek basina
AF kultdrlerinden ziyade metanojenler ile yapilan ortak
kulturlerin seltlolitik enzim aktivitesi ve kuru maddenin
sindiriimesi agisindan daha etkili oldugu kanitlanmistir
(Bauchop and Mountfort, 1981; Jin ve ark., 2011). AF ve
metanojen ortak kdltdrlerinin, bitki materyalini iceren
lignoselilozu hizla metana donustirme yetenedi,
biyoteknolojik uygulamalar i¢cin de iyi bir potansiyele
sahiptir (Cheng ve ark., 2009; Jin ve ark., 2011; Peng ve
ark., 2016). Gevis getiren hayvanlarda metan Uretimi,
fermantasyonun  olumsuz  bir  sonucu  olarak
gorulmektedir. Gevis getiren hayvanlarda, Hz'nin blyuk
miktarlarda metan formuna doénismesi, ©6nemli bir
antropojenik metan kaynagi olmanin yani sira hayvan igin
de bir enerji kaybina neden olur. AF'lar ve arkeler
arasindaki etkilesimin tam olarak aydinlatiimasi veya
degistirilebilir olmasi birgok teknoloji icin kullanilabilir.
Ornegin, ciftik hayvanlarinda metanojenez, kiresel
metan Uretimine ve dolayisiyla sera gazi emisyonlarina
Onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir (Li ve ark., 2006).
AF’larin genom mihendisligi araglari kullanilarak yeniden
yapilandirilabilir. Bunun sonucunda hayvanlarda metan
Uretimi engellenebilir veya biyogaz Gretimini artirmak icgin
AF metabolomu kullanilabilir. $Soyle ki biyogaz Uretimi
substrat kompozisyonu ve AF susuna bagli olarak %4-22
oraninda arttigi belirlenmistir (Callaghan ve ark., 2015,
Henske ve ark.,, 2018). Bu sire¢ hayvancilik
faaliyetlerinde uygulanabilir olmasiyla birlikte ekonomik
etkiyi artinrken sera gazi emisyonlarini azaltabilir
(Callaghan ve ark., 2015, Henske ve ark., 2018). Biyogaz
Uretimi  hammadde bilesiminden 6nemli  odl¢lide
etkilenebileceginden, bilesim degisikliklerine dayanikh
mikrobiyal konsorsiyum gelistirmek, Uretim istikrarini ve
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verimliligini korumak igin kritik éneme sahip olacaktir

(Gold ve ark., 1988). Alternatif olarak, metabolik
mihendisligi, AF’lar tarafindan biyolojik hidrojen Gretimini
arttirmak igin kullanilabilir. Bununla birlikte, biyolojik
hidrojen Uretimi veya biyogaz platformlari icin anaerobik
mantarlarin geligtiriimesi, genom, metabolik ve organel
muhendisliginde  6nemli ilerlemeler gerektirecektir
(Chang ve Park, 2020).

Sonug

Simdiye kadar hidrojenozomlar hakkinda elde
edilen bilgilerin biyik ¢ogunlugu protozoa ile ilgili yapilan
calismalardan elde edilmistir. Rumen funguslarinda
Neocallimastix ve Piromyces disindakilerde herhangi bir
calisma yapiimamistir. Diger 18 cins’te (Orpinomyces,
Anaeromyces, Caecomyces, Cyllamyces,
Buwchfawromyces, Oontomyces, Liebetanzomyces,
Pecoramyces, Feramyces, Ghazallomyces,
Aklioshbomyces, Agriosomyces, Capellomyces,
Joblinomyces,  Khoyollomyces, = Tahromyces, ve
Aestipascuomyces, Paucimyces) (Fliegerova ve ark.,
2021; Hanafy ve ark., 2021) yapilacak caligmalar ile
birlikte hidrojenozomlardaki kayip halkalarinin
tamamlanmasi 6ngoérilmektedir. Bununla birlikte rumen
funguslarinin PFO yerine neden PFL’yi tercih ettigi, ayrica
PFL'nin hem sitoplazmada hem de hidrojenozomda
aktivite gostermesinin  nedenleri hala belirsizligini
korumaktadir. Hidrojenozomlarin hiicre bdlinmesinden
hemen o©nce ikiye bolinme seklinde ¢ogaldiklar
disinulmektedir. Boélinmeleri hakkindaki bilgiler ¢ok
azdir ve hala ¢oziilmeyi bekleyen 6nemli sorulardan
birisidir. T. vaginalis hidrojenozomlari zerinde yapilan
proteom calismalari 200 farkli proteinin belirlenmesini
saglarken, benzer proteinlerin sayisinin mayalara ait
mitokondrilerde 700 oldugu gdsterilmistir (Henze, 2007).
Burdan yola ¢ikilarak, Neocallimastigomycota icerisindeki
rumen funguslarinin metabolik yeteneklerini, hicresel
sureclerini, evrimsel gec¢miglerini ve adaptasyonlarini
anlamamiz igin —omics (genomik, transkriptomik ve
proteomik) ydntemlerinin degerli Dbilgiler verecegi
sdylenebilir.
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Abstract: Millions of papers are published in scientific journals every year. For example,
3,194,821 papers were published only in the Clarivate Analytics Web of Science Core Collection
Database in 2020. However, the citation rates, h index and Q scores of journals are different from
each other. While important scientific results are published in some journals, which are the basis
of the literature, other journals may be weak and their citation rates may low. The data used in
this study are taken from Clarivate Analytics Web of Science and SCimago SCOPUS databases.
In this study, we tried to take attention some data about Q scores of scientific journals. The Q
scores of scientific journals have become important in academic appointments in Turkey and also
become one of the quality indicators of journals. For this purpose, some data of 30 mycology
journals were taken from Clarivate Analytics Web of Science and SCimago SCOPUS databases.
Q scores, h index, impact factor scores and some other data of these mycology journals were
given in table and analyzed. While there are 8 journals in the Q1 category covered by Web of
Science, there are 20 journals in the Q1 category covered SCimago SCOPUS. This is due to the
different number of journals and subject categories in both databases. Among 30 mycology
journals, Fungal Diversity was the journal with the highest impact factor and Q1 category with
15.39 in the year of 2019. The journal with the highest h index score is Mycologia with a score of
128. In addition, number of papers with Turkey addressed published in 30 mycology journals are
given (790 publications, 638 full article) in this study.

Key words: Journal, Quartile Scores, Web of Science, Mycology, SCimago SCOPUS.

Web of Science ve SCOPUS Veritabanlari Kapsaminda olan Mikoloji

Dergilerinin Q Degerleri Analizi

Oz: Her yil bilimsel dergilerde milyonlarca yayin ¢ikmaktadir. Ornegin 2020'de Sadece
Clarivate Analytics Web of Science Core Collection Veritabaninda 3,194,821 yayin ¢ikmistir.
Ancak dergilerin atif alma oranlari, h indeks ve Q degerleri biribirinden farklidir. Onemli bilimsel
sonuglar literatirin temeli olan bazi dergilerde yayinlanirken, diger dergiler daha zayif
kalabilmekte ve atif oranlari da disik olmaktadir. Bu calismada kullanilan veriler, Clarivate
Analytics Web of Science ve SClmago SCOPUS veritabanlarindan alinmistir. Bu ¢alismada,
bilimsel dergilerin Q degerleriyle ilgili bazi verilere dikkat ¢cekilmeye c¢alisiimistir. Bilimsel dergilerin
Q degerleri, Turkiye’de akademik atamalarda 6nemli hale gelmis ve ayrica dergilerin kalite
gostergelerinden biri olmustur. Bu amagla 30 mikoloji dergisinin bazi verileri, Clarivate Analytics
Web of Science ve SClmago SCOPUS veritabanlarindan alinmigtir. Bu mikoloji dergilerinin Q, h
indeks, etki faktori degerleri ve diger bazi veriler tablo halinde verilip analiz edilmistir. Web of
Science kapsaminda Q1 kategorisinde 8 dergi varken, SCimago SCOPUS kapsaminda Q1
kategorisinde 20 dergi vardir. Bu durum, her iki veritabandaki dergi sayisinin ve konu
kategorilerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. 30 mikoloji dergisi icinde Q1 kategorisinde
olan ve impact factor degeri en yiksek dergi, 2019 yilinda 15.39 ile Fungal Diversity olmustur. h
indeks degeri en yiksek olan dergi ise 128 degeri ile Mycologia’dir. Ayrica, bu ¢alismada 30
mikoloji dergisinde ¢ikan Turkiye adresli yayin sayilari da verilmistir (790 yayin, 638 tam makale).

Anahtar kelimeler: Dergi, Ceyreklik Deger, Web of Science, Mikoloji, SCImago SCOPUS.
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Introduction

Millions of scientific studies are published annually
in periodicals and scientific books (including proceeding
books). 3,194,821 papers were published only in
Clarivate  Analytics Web of Science (WOS)
(https://ssl.trakya.edu.tr:10443/proxy/12a10750/http/app
s.webofknowledge.com/WOS_GeneralSearch_input.do?
product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=D3h
EE9ZziRqTKwBKfzP&preferencesSaved). Core
Collection Database in 2020. When only journals covered
by Science Sication Expanded (SCI-Expanded), Social
Science Citation Index (SSCI), Arts and Citation Citation
Index (AH&CI) and Emerging Science Citation Index
(ESCI) are taken into account, the number of papers for
the same year were 3,070,825. There are 21,470 journals
(April 4, 2021) (https://mjl.clarivate.com/search-results)
within the scope of these four indexes (in reality this
number be less because of sometimes a journal can be
in two different databases) and the number of journals is
increasing day by day. However, some questions may be
asked on the subject: Are all of these journals of the same
value? What does it mean to be of the same value or not?
Can this be measured? It is difficult to give clear answers
to these questions. Some analytical sources such as
impact factor (IF), h index, immediacy index, etc. were
evaluated for measure of journal's quality. However,
mentioned analytical sources are controversial among
researchers. It was determined by Bradford in 1935 that
not all scientific journals are of the same quality. Bradford
examined around 1000 scientific journals in 1935 and saw
that important scientific results appeared only in a small
number of journals that form the basis of the literature
(Bradford Law) (Asan et al., 2020). Also Garfield (1972)
argued that Gross and Gross's work in 1927 contributed
to Bradford's work. At the end of the 1950s, the founder
of Institute for Scientific Information (I1SI) (now Clarivate
Analytics), Dr. Eugene Garfied mentioned the concept of
citation indexing and since 1963 SCI content has become
commercially available
(https://clarivate.com/webofsciencegroup/essays/history-
of-citation-indexing/).

The concept of impact factor was first introduced in
1955 by Eugene Garfield. Garfield published an analysis
in 1972 that mentioned the importance of citation analysis
in the development of a journal. Web of Science-Journal
Citation Reports (WOS-JCR) has been published since
1975
(https://clarivate.com/webofsciencegroup/essays/journal-
self-citation-jcr/). Then some analytical indexes have
been further developed such as immediacy index, cited
half-life, eigenfactor score, etc

Ekim(2021)12(2)209-217

(https://goums.ac.ir/files/sciffiles/Citation_Analysis.pdf).

In 2005, the concept of h index was introduced by Hirsch
and it has been widely used. The purpose of the analytical
sources is to measure scientific productivity. The concept
of Quartile Score (Q Score) of scientific journals (see
Asan & Aslan, 2020 for detailed information) is also used
by WOS and SCOPUS databases. In fact, even when
data on Q scores of scientific journals were not yet used,
citation analyzes were conducted for scientific journal
rankings; for example, Vishwanatham (1998) mentioned
citation analysis in journal rankings. Garfield indicated
that about the use of journal citation reports and journal
performance indicators in the measurement of journal
impact in the short and long term in 2000 and he
explained the subject by giving examples of journals such
as The Review of Scientific Instruments, Cell, Nature,
Science and J. Biol. Chem.

The Q values of the journals are related to the IF
score (Figure 1). If a journal's impact factor score is not
calculated (for example, the impact factor scores of
journals covered by AH&CI and ESCI within WOS are not
published), there is also no Q value. Because journals are
ranked according to their impact factor scores, while the
first 25% slice is Q1, while the last 25% slice is Q4 (Figure
1).

WOS-JCR and SCImago SCOPUS databases use
the Q scores of scientific journals, but since the journals
covered by these databases are different, the same
journal in both databases can receive different Q or h
index scores (Table 1). The use of the WOS database
requires subscription, while the SCimago SCOPUS
database is open access. Discussions on the subject are
also ongoing. Are the distributions of papers published in
journals in WOS and SCOPUS databases homogeneous
or heterogeneous according to Q categories? Studies
have shown that the distribution is not homogeneous. For
example Liu et al. (2016), when they examined the JCR
2015 data, they saw that 33% of the papers for this year
were published in Q1 journals and 16.5% in Q4 journals.
Miranda and Garcia-Carpintero (2019) stated that 45.7%
of the papers in the WOS database were published in
journals in the Q1 category, although this rate varied
between 25.4% and 85.6% according to the subject
category, and that the citations received by Q1 journals
were 2.07 times higher to Q2 journals and according to
the subject category, they stated that this ratio varies
between the 0.9-6.1. Orbay et al. (2020) indicated that the
14.32% of papers in Q1 Journals published in an
university in Turkey, while 36.49% in Q4 journals are
published and citations in Q1 journals approximately 6
times more than Q4 journals.
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There are 30 mycology journals in the WOS
database (https://mjl.clarivate.com). However, since
there is no mycology subject category in the SCimago
SCOPUS database, so the number of journals in this
database could not be given. As a matter of fact, Abrizah
et al. (2013) stated that it is not correct to categorize the
subject of journals in both databases. In our study, after
determining the mycology journals within the WOS
database, it was seen that all of these journals were also
found in the SCImago SCOPUS database, and the data
of the journals were obtained using both databases. The
most recent data retrieved is for the year of 2019 because
of 2020 data will be released at the end of June 2021.

The purpose of this study is to inform for
researchers about mycology journals covered by WOS-
SCIl-Expanded, ESCI, Clarivate Analytics Biological
Abstracts-BIOSIS Previews and SCimago SCOPUS
databases and to make a comparative analysis of Q
values of mycology journals under SCI-Expanded, ESCI
and SCimago SCOPUS databases. In addition, to raise
awareness among researchers that there are mycology
journals within the covered in indexes other than SCI-
Expanded and ESCI. In addition, in Table 1, impact factor
scores are given in each 2 database of journals, from
1900 in the journal covered by WOS until April 8, 2021
are given information about Turkey addressed
publications numbers (it can be see about WOS mycology
journals with addressed of Turkey in Asan, 2016).

Number of papers published in mycology journals for
August 5, 2015 are 529 (473 full articles), but this number
was 790 for April 8, 2021 (638 full articles). During this
period, there was an increase of 49.34% in the total
number of papers and 34.88% in the number of full
articles. However, the distribution of these publications to
journals is not homogeneous. For example, There is no
any paper in a journal and only one for each publication
was published in four journals. 52.02% of the papers (411
papers) were published in only 2 journals (Mycoses and
Mycotaxon). The data used in this study were taken from
Clarivate Analytics Web of Science
(https://mijl.clarivate.com and WOS databases needs
subcription) and SCimago SCOPUS (SCimago Journal
Rank-SJR) (https://www.scimagojr.com/) databases.

a5 > > —>—]|F

Q4 (Last | Q3 Q2 (Middle | Q1  (high
25% slice, | (Middle 25%  slice, | 25% slice,
low impact) | 25% slice, | middle high
middle impact) impact)
impact)

IF — — ¢ — — ¢ — — — —

Figure 1. As the IF value of a journal increases, the
journal approaches to Q1 category, and as its IF value
decreases, it approaches to Q4 category (Drawn by
changing from the website:
<http://feng.unn.ru/imagesf/files/pages/Research/research
/Quartile-corr.pdf> Access: April 8, 2021).

Table 1. List of mycology journals covered by Clarivate Analytics Web of Science (WOS) SCI-Expanded and SCimago
SCOPUS, Q, IF and h index scores of journals and the number of papers with Turkey addressed (https://mjl.clarivate.com,

https://www.scimagojr.com/).

Title of Journal | WOS 2019 Q score and | WOS SCimago SCOPUS | SCimago WOS and | Number of papers with
(In alphabetical | subject category 2019 2019 Q score SCOPUS SJR h index | Turkey addressed
order) impact 2019 impact | scores (The | between the January 1,
factor factor score | first number | 1900 — April 8, 2021 in the
score-IF is for WOS | 30 mycology journals
and the
second
number s
for SJR)
Cryptogamie Q3: Mycology (19 of 29) 2.245 Q1 (Ecology, | 1.20 28 9 (9 full papers)
Mycologie Evolution, Behavior
and systematics) 24
Fems Yeast | Q2: Biotechnology & | 3.193 Q1 (Applied | 1.28 88 8 (6 full papers)
Research Applied Microbiology (61 Microbiology and
of 156), Q2: Microbiology Biotechnology; 86
(58 of 136), Q2 Medicine),
Mycology (8 of 29)
Q2 (Microbiology)
Fungal Biology Q2: Mycology (14 of 29) 2.789 Q1 (Ecology, | 0.94 49 2 (2 full papers)
Evolution, Behavior o8
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and systematics; Plant
Science),

Q2 (Genetics;
Infectious Diseases)

Fungal Biology | Q1: Mycology (4 of 29) 4.806 Q1 (Plant Sciences; | 1.43 28 1 (O full paper)
Reviews Microbiology)
48
Fungal Diversity Q1: Mycology (1 of 29) 15.386 Q1 (Ecology, | 6.95 96 5 (4 full papers)
Evolution, Behavior
and systematics; 88
Ecology; Plant
Science)
Fungal Ecology Q2: Ecology (57 of 169), | 2.656 Q1 (Ecology, | 1.40 54 1 (1 full paper)
Evolution, Behavior
Q3: Mycology (15 of 29) and systematics; 48
Ecology; Plant
Science;  Ecological
modeling
Fungal Genetics | Q2: Genetics & Heredity | 3.071 Q1 (Microbiology), Q2 | 1.30 106 5 (4 full papers)
and Biology (80 of 178), (Genetics)
104
Q2: Mycology (11 of 29)
Ima Fungus Q1: Mycology (6 of 29) 3.636 Q1 (Agricultural and | 1.42 37 4 (3 full papers)
Biological ~ Sciences;
Ecology,  Evolution, 29
Behavior and
systematics; Ecology;
Plant Science)
International Q4: Mycology (25 of 29), | 1.423 Q3 (Applied | 0.41 28 32 (32 full papers)
Journal of (2018) Microbiology and
Medicinal Q4: Pharmacology & Biotechnology;  Drug 27
Mushrooms Pharmacy (223 of 267) Discovery,
Pharmacology)
Journal de | Q4: Mycology (24 of 29) 1.56 Q3 (Infectious | 0.45 28 31 (29 full papers)
Mycologie Diseases)
Medicale 29
Journal of Fungi Q1: Mycology (5 of 29), 4.621 Q1 (Ecology, | 1.42 29 13 (9 full papers)
Evolution, Behavior
Q1: MiCrObiOlOgy (31 of and systematics; 17
136) Microbiology,  Plant
Science)
Lichenologist Q4: Mycology (26 of 29), | 1.36 Q2 (Ecology, | 0.56 56 11 (11 full papers)
Evolution, Behavior
Q3: Plant Sciences (133 and systematics) 47
of 234)
Medical Mycology | Q3: Infectious Diseases | 2.822 Q1 (Medicine; | 1.03 85 74 (59 full papers)
(47 of 92), Veterinary)
83
Q2: Mycology (13 of 29), Q2 (Infectious
Diseases)
Q1: Veterinary Sciences
(8 of 141)
Mycobiology Q2: Agronomy (42 of 91), | 1.416 Q2 (Plant Science) 0.38 20 1 (1 full paper)
Q4: Mycology (25 of 29) 21
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Q3 (Infectious
Diseases)

Q4 (Microbiology)

Mycokeys Q3: Mycology (16 of 29) 2.525 Q1 (Plant Science; | 1.00
Ecology, Evolution,
Behavior and
systematics)

21

11

3 (3 full papers)

Mycologia Q3: Mycology (20 of 29) 2.149 Q1 (Plant Science; | 1.06
Ecology, Evolution,
Behavior and
systematics; Medicine)

Q2 (Genetics,
Molecular Biology,
Physiology)

Q3 (Cell Biology)

128

104

9 (9 full papers)

Mycological Q3: Mycology (20 of 29) 2.149 Q1 (Plant Science; | 1.20
Progress Ecology, Evolution,
Behavior and
systematics;
Agricultural and Plant
Sciences)

37

33

5 (5 full papers)

Mycopathologia Q3: Mycology (17 of 29) 2.452 Q1 (Agronomy and | 0.76
Crop Science; Plant
Science; Veterinary)

Q2 (Applied
Microbiology and
Biotechnology)

Q3 (Microbiology)

80

68

91 (84 full papers)

(Eski ismiyle: Mycopathol.
Mycol. Appl.: 3 (2 full
papers))

Mycorrhiza Q2: Mycology (12 of 29) 3.069 Q1 (Plant Science; | 0.99
Ecology, Evolution,
Behavior and
systematics; Medicine)

Q2 (Genetics;
Molecular Biology)

85

85

3 (3 full papers)

Mycoscience Q4: Mycology (27 of 29) 1.172 Q2 (Ecology, | 0.66
Evolution, Behavior
and systematics)

28

41

1 (1 full paper)

Mycoses Q1: Mycology (7 of 29), 3.575 Q1 (Dermatology; | 1.18

Medicine)
Q1: Dermatology (14 of

68) Q2 (Infectious
Diseases)

70

65

254 (148 full papers)

Mycosphere Q4: Mycology (22 of 29) 2.092 Q1 (Ecology, | 1.15
Evolution, Behavior
and systematics; Plant
Science)

27

17

9 (9 full papers)

Mycotaxon Q4: Mycology (29 of 29) 0.538 Q2 (Plant Science) 0.42

Q3 (Ecology,
Evolution,  Behavior
and systematics)

60

40

157 (156 full papers)
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Mycotoxin Q2: Mycology (9 of 29), 3.164 Q2 (Biotechnology; | 0.72 23 6 (6 full papers)
Research Toxicology)
Q2: Toxicology (35 of 92) 34
Q3 (Microbiology)
Persoonia Q1: Mycology (3 of 29) 8.227 Q1 (Ecology, | 4.26 61 0
Evolution, Behavior
and systematics; Plant 52
Science)
Revista Q4: Mycology (23 of 29) 1.627 Q3 (Infectious | 0.44 27 5 (4 full papers)
Iberoamericana Diseases;
de Micologia Microbiology) 42
Studies In | Q1: Mycology (2 of 29) 9.027 Q1 (Agricultural and | 3.41 92 2 (2 full papers)
Mycology Biological  Sciences;
Plant Science) 88
Sydowia Q4: Mycology (28 of 29) 0.80 Q2 (Ecology, | 0.69 28 5 (5 full papers)
Evolution, Behavior
and systematics; Plant 27
Science)
World Mycotoxin | Q3: Mycology (18 of 29), | 2.306 Q2 (Food Science; | 0.52 40 11 (11 full papers)
Journal Public Health,
Q3: Toxicology (61 of Environmental  and 32
92), Occupational Health)
Q2: Food Science & Q3 (Toxicology)
Technology (62 of 139)
Yeast Q2: Mycology (10 of 29), | 3.143 Q1 (Medicine; | 1.38 125 32 (20 full papers)
Biotechnology;
QZ: MiCrObiOIOgy (59 of Bioengineering; 99
136), Q2: Biotechnology Biochemistry; Applied
& Applied Microbiology Microbiology and
(62 of 156), Q3 Biotechnology)
Biochemistry & Molecular
Biology (150 of 297) Q2 (Genetics)
The average | - 3.41 - 1.38 - 790 (638 full papers)
Impact Factor of
myc0|ogy iourna|s [582015 529 (473 full
and number of papers)]

total papers with
Turkey addressed

A Mycology Journal Covered by Clarivate Analytics Web of Science ESCI Database
(https://mijl.clarivate.com)

Medical Mycology Journal (SCImago Journal Rank-SJR) 2019 impact factor and Q score: 0.41, Q3)

Mycology Journals Covered by Clarivate Analytics Biological Abstracts-BIOSIS Previews
(Some mycology journals covered by SCI-Expanded are not included here because they are included in Table 1)
(https://mijl.clarivate.com).

Acta Mycologica*

Asian Journal of Mycology*

Bulletin de La Societe Mycologique de France*

Current Research In Environmental & Applied Mycology-Journal of Fungal Biology*
Czech Mycology (SJR 2019 impact factor and Q scores: 0.33, Q3)

Field Mycology (SJR 2019 impact factor and Q scores: 0.15, Q4)

214



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2021)12(2)209-217

Fungal Systematics and Evolution*

Italian Journal of Mycology*

Journal of Fungal Research*

Journal of Mycology and Plant Pathology*

Karstenia (SJR 2019 impact factor and Q scores: 0.46, Q2 and Q3)

Microbial Biosystems Journal-MBJ*

Mikologiya | Fitopatologiya (SJR 2019 impact factor and Q scores: 0.25, Q3 and Q4)
Muelleria (SJR 2019 impact factor and Q scores: 0.18, Q4)

Mycology-An International Journal on Fungal Biology*

Mycopath*

Nippon Kingakukai Kaiho*
Scientia Fungorum*
Studies In Fungi*
Zeitschrift Fuer Mykologie*

*(Means no covered by SCOPUS).

Data Analysis

While the number of mycology journals in the WOS
database was 27 in 2015 (Asan, 2016), this number was
30 in April 8, 2021. It is seen that the number of journals
in the area of mycology did not change more in this period
(i.e. 2015-2021). There is no any mycology journal
originated from Turkey in WOS database. While Studies
In Mycology Journal ranked first in 2016 in terms of impact
factor (IF) score (2016 IF score was 13.25; 2019 IF score
was 9.025), it left its place to Fungal Diversity (2019 IF
score: 15.386) and ranked second (Asan, 2016), (Table
1). The average of 2019 impact factor scores of journals
in both databases was 3.41 for WOS IF and 1.38 for
SCOPUS. The 2019 scores of Fungal Diversity and
Studies In Mycology journals, which rank first and second,
are well above these averages. While 8 journals in the
field of mycology in the WOS are in the Q1 category, the
number of mycology journals in Q1 in SCOPUS is 20. The
two most important reasons for this difference are that the
subject categories in which the journals are included and
therefore the number of journals are different [WOS has
21470 (https://mjl.clarivate.com) and SCOPUS has
approximately 25000 journals (April 8, 2021)
(https://www.elsevier.com/solutions/scopus?dgcid=RN_
AGCM_Sourced_300005030)]. These differences show
that care should be taken in using journals Q scores in
academic appointment. Because the Q values of scientific
journals may differ in WOS and SCimago SCOPUS
databases, it is more useful to clearly specify which
database score will be taken into account when making
an academic appointment. For a more discussion of this
situation, it can be see Asan and Aslan (2020).

There are two databases regularly publish the Q
scores of journals in the world by WOS and SCOPUS.
However, since the number of journals and subject
categories in these databases are different, IF, Q, h index,
etc. scores of the journals may be different as well. A
journal can be covered WOS and SCOPUS, as well as
journals in one but not in the other. However, all 30

journals covered by WOS are also included in the
SCOPUS database. 15 journals covered by Clarivate
Analytics Biological Abstracts-BIOSIS Previews are not
available in SCOPUS.

There are also studies comparing SJR with WOS
IF; for example Falagas et al. (2008) published a study on
this comparison by examining 100 journals. The
researchers provided detailed information about both
databases. The researchers stated that while WOS is
updated weekly, SJR is updated daily; they provided the
country and language numbers of the journals; While self-
references are taken into account in WOS, it is not taken
into account in SJR; While there are 224 subject
categories in WOS, there are 295 subject categories in
SJR; they pointed out that some analytical sources used
were also different. In our study, due to the difference
between the two databases, the impact factor score of the
same journal may be different in two databases, for
example, Ca-A Cancer Journal of Clinicians is ranked first
in WOS and 19th in SJR in terms of impact factor score.
Also Jacso (2010) indicated that the comparison of two
databases in his study. Jacso (2010) stated the effects of
databases on the ranking of journals. There are other
studies on comparison of these two databases; for
example, Chirici (2012) studied the scientific efficiency of
Italian forest researchers using the two databases but
stated that they could not find any significant difference.
Delgado-L6pez-Cdzar and Cabezas-Clavijo (2013) made
a comparison of the journal rankings of Google Scholar
starting in 2012, Journal Citation Reports (JCR) starting
in 1975 and SJR databases starting in 2007. Google
Scholar is open access, there is no any limitation in terms
of its coverage, does not choose to include resources
such as journals, books and proceeding books, and
covers whatever document is available on the internet.
Google Scholar is quite different from JCR and SJR in this
respect alone. Cantin et al. (2015) made a comparison of
the status of anatomy and morphology journals in terms
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of IF, eigenfactor score and SJR and suggested that all 3
indexes be used for anatomy and morphology journals.

One of the striking data is that the IF scores of
mycology journals within the scope of WOS are higher
than the SCOPUS scores (Table 1). Journals' impact
factor and h index scores may be different in both
databases. For example, Mycologia has highest h index
score among mycology journals covered by WOS and
SCOPUS. While Mycologia ranks 20th among 29
mycology journals with in terms of IF score of 2.149, but
it is first in terms of h index score because of analytical
sources such as impact factor and h index measure
different situations. Mycologia is a fairly old journal
(published since 1909:
https://www.tandfonline.com/loi/lumyc20). The 2019 h
index score of Mycologia is 128. (h index 128 means that
each of the 128 articles published in this journal has been
cited at least 128 times separately). If an article takes
more citations, it can not increase h index score but it
contribution to the IF score of journal. As the number of
articles in a journal increases and time passes, the h
index value has the potential to increase, but this depends
on the articles being cited.

Also there are mycology journals in other indexes
not covered by SCI-Expanded but within Clarivate
Analytics. While there is one journal (Medical Mycology
Journal) covered by ESCI, there are 20 mycology journals
covered by Biological Abstracts-BIOSIS Previews.
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Oz: Mantarlar, zengin besin icerigi ile insan saghgini en ¢ok destekleyen gidalardan biri
olarak bilinmektedir ve siklikla ila¢ olarak kullaniimaktadir. Shiitake mantari (Lentinula
edodes(Berk.) Pegler), Basidiomycetes sinifina ait, sapkal yenilebilir bir mantar tiradur. Shiitake,
baslangicta sadece Uzak Dogu'da yetistirilen ve satilan, son zamanlarda ise Avrupa pazarlarinda
yaygin olarak goérilen bir mantar gesididir. Bu ¢alismada nitel aragtirma yéntemlerinden derleme
tekni@i kullaniimigtir. Sonug olarak Shiitake'nin insan saghdina olan faydalarina vurgu yapiimisg,
gastronomi gergevesinde degerlendirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Shiitake, Fonksiyonel Gida, Mantar, Glukan, Lentinula edodes

A Functional Food: Shiitake Mushroom (Lentinula edodes)

Abstract: Mushrooms are known as one of the foods that support human health with their
rich nutritional content and are often used as a medicine. Shiitake mushroom (Lentinula
edodes(Berk.) Pegler) is a type of capped edible mushroom belonging to the class
Basidiomycetes. Shiitake is a mushroom that was originally grown and sold only in the Far East,
but more recently in European markets. In this study, one of the qualitative research methods,
compilation technique was used. As a result, the benefits of Shiitake to human health were
emphasized and evaluated within the framework of gastronomy.

Keywords: Shiitake, Functional Food, Mushroom, Glucan, Lentinula edodes

Giris

Mantarlar Klorofili olmayan eseyli-eseysiz sporlar
olugturarak dreyen canlilardir. Mantar tum canllarla
benzer 6zellik gdstermektedir. Bu sebeple ne bitki ne de
hayvan aleminden sayilmaktadir. Diinyanin her yerinde
bulunmaktadir. Mantarlar hayvanlar gibi besinlerini
digaridan  temin  etmektedirler.  Oli  atiklardan
beslenmektedirler (Wasser, 2005; Akgul vd., 2016).

Mantarlar, insan saghdini en c¢ok destekleyen
gidalardan biri olarak bilinmektedir. Kalori bakimindan
dusuk olmakla birlikte lif ve protein kaynagidirlar (Heleno
vd., 2010; Sevindik vd., 2016a). Ayrica 6nemli miktarda
vitamin (B1, B2, B12, C, D ve E), esansiyel aminoasitler,
mineral (selenyum, potasyum ve bakir) icermektedirler
(Reis vd., 2012;  Sevindik vd., 2016b). Doymamis yag
asitleri, fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve
karotenoid igerigi ile iyi bir nutrasotik kaynagidirlar
(Palacios vd., 2011). Yenilebilir mantarlarda antioksidan,
anti-timor, antiviral, anti-inflamatuar, antimikrobiyal, anti-

diyabetik ve immun dizenleyici etkiler vardir (Zhang vd.,
2016; Sevindik vd., 2018).

Shiitake mantari (Lentinula edodes(Berk.) Pegler),
Basidiomycetes sinifina ait, Cinlilerin "kokulu mantar"
olarak adlandirdiklari sapkali bir mantar tartdir (Agaoglu
vd., 1991). Cin, Kore ve Japonya'daki ailelerin yemek
masalarinda yer alan degerli ve geleneksel bir yiyecektir.
Dinyada en vyaygin olarak yetistirilen ikinci mantar
turadur (Food Agriculture Organization, 2004). Shiitake,
Japonya ve Cin'de antikarsinojenik, antihipertansif ve
serum kolesteroll disirme &zellikleri nedeniyle binlerce
yildir gida ve ilag olarak taninmaktadir (Borchers vd.,
2004). Gunumiuzde  Fransa'da buyuk  6lcide
yetistiriimekte ve satilmaktadir. Bu mantarin tiketimi
sonucu alerjik reaksiyonlar yasanabilmektedir
(Nakamura, 1992; Herault vd., 2010; Adriano vd., 2013).

Shiitake mantari zeytinyagli hafif bir yemek olarak
veya sogan ile kavrularak tiketime sunulabilmektedir.
Shiitake mantari makarna soslarinda da
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kullanilabilmektedir (Jones, 1995; Zhang vd., 2016).

Shiitake mantari, internet Gzerinden organik Urlin satisi
yapan online magazalardan satin alinabilmektedir
(Lindequist vd., 2005).

Bu calisma, nitel arastirma ydntemlerinden
derleme teknigi kullanilarak gerceklestirilmigtir.
Arastirmada, ikincil veriler belli bir anlam batinlGgu icinde
nitel olarak bir araya getiriimis ve sunulmustur.
Arasgtirmada, Shiitake'nin insan saglidina faydalarina
vurgu yapilmig, besin degeri, gunlik kullanim dozuna
iliskin  bilgi verilmis, Shiitake mantarinin Uretimi,
islenmesi-  saklanmasina yonelik  agiklamalarda
bulunulmus ve fonksiyonel bir gida olan Shiitake mantari
gastronomi gergevesinde degerlendirilmistir.

. "W @ A
Sekil 1: Shiitake Mantari (Jones, 1995; Zhang vd.,
2016).

Shiitake Mantari'nin Uretimi, islenmesi,
Saklanmasi ve Tiketimi

Dogadan geleneksel olarak mantar toplama islemi
sirasinda, toplanacak mantarin ¢gok kigiik olmamasina,
tim ozelliklerini yansitacak bigcimde gelismis olmasina
dikkat edilmesi 6énem arz etmektedir. Mantar zarara
ugramayacak sekilde kesilebilir veya kazilabilmektedir
(Adriano vd., 2013). Genelde sepet veya ahsap kutularda
depolanmaktadir. Kuru muhafaza edilmelidir. Mantar
toplama alanindan bitin mantarlar alinmamalidir.
Ozellikle 2-3 adet birakmak Giremelerini kolaylagtiracak ve
arinin devamhhgini  saglayacaktir (Jones, 1995).
Shiitake mantari, dogada nemli alanlarda agag¢ diplerinde
dogal olarak yetismesine karsin sentetik olarak da
Uretiimektedir. Mantar, tahta bloklar veya kutukler
Uzerinde Shiitake substratt ve bir miktar talasla
desteklenerek kontrolli olarak uretilebilmektedir. Mantar
kitlklerin bir kismi glines 1s1§1 alacak sekilde diger tarafi
ise gblgede kalacak sekilde dondurilmelidir. Bu sistemle
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Uretimden 6 ay ila 12 ay igerisinde 1 kg'a yakin mahstil

alinmaktadir. Shiitake mantari Uretim tesisinin
ortalama nem oraninin %60.0 olmasi sicakliginin ise 20-
25 ©°C derece olmasi gerekmektedir. Uzakdogu'da
ciftcilerin  %95.0'i  Shiitake yetistirme  gelenegini
surdirmektedir ancak bugin %80'i talas torbasi
kullanirken  %20.0'si odun tomruk kullanmaktadir
(Wasser, 2005).

Dunya'nin en buyuk Shiitake mantar Ureticisi olan
Japonya, toplam dlnya duretiminin yaklagik % 83'Unu
olusturmaktadir. Mantarin toplam dinya {retiminin
%60''Indan fazlasi tuketimden o©nce kurutulmaktadir.
Tayvan, Gluney Kore ve Cin'de, neredeyse tim Shiitake
mantarlari kurutulmus formda kullaniimaktadir. Cogu
Shiitake dogal kutuklerde uretilmektedir. Bununla birlikte,
ABD, Tayvan, Kanada ve Singapur'daki birgok ciftlik su
anda sentetik bir substrat izerinde Shiitake tretmektedir.
Sentetik tomruk yetistirmenin dogal tomruk ydntemine
g6re ana avantajlari zamandan tasarruf ve verimliliktir.
Shiitake yetistiriciliginde talasin miktarinin ve inkiibasyon
suresinin arttirlmasi biyolojik verimliligi arttirmaktadir
(Royse, 1992).

Gidalarin korunmasinda gesitli kurutma ydontemleri
Onemli rol oynamaktadir. Mikrodalgada vakumla kurutma
teknigi, yiksek kaliteli kurutulmus mantar elde etmek igin
iyi bir yontemdir (Tian vd., 2016). Ozellikle, 6n kurutma
isleminin, kurutulmus Shiitake mantarlarinin genel kalitesi
Uzerinde 6nemli etkileri oldugu gosterilmektedir (Xu vd.,
2019).

Shiitake mantarlari diger mantar turlerine gore
daha duyarhdir. Clinkii yiiksek CO2 konsantrasyonlari (%
9'dan yiksek) mantar bozulmasini hizlandirmaktadir
(Ares vd., 2006).

Mantar igleme sirasinda Shiitake mantarinin yan
artnleri (bag dokusu seritleri olarak adlandirilan mantar
sapli) genellikle atilmasina kargin sapin lif, karbonhidrat
ve kalsiyum iceriginin sapkadakinden daha besleyici
oldugu ve saghk yararlari i¢in diyet bilesenleri olarak
kullanilabilece@i 6ngoérilmektedir (Li vd., 2018).

Shiitake mantari, seker kapl tablet, kapsil ve
konsantre halde kullanilabilir. Toz, surup, g¢ay, sarap ve
yemek olarak tuketilebilmektedir. Kurutulmus meyvenin
standart dozu c¢ayda veya mantarli yemeklerde vicut
agirhdina gore 6-16 gr olarak verilir, bu da yaklasik 90 gr
taze meyve govdesine esdegerdir. Tablet olarak
kullaniminda dozaj genellikle 2 gr seklindedir.
Yemeklerde taze bicimde veya likbrlerde sivi sekilde
oldukga islevsel olarak kullanilabilmektedir (Mizuno vd.,
1995).
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Shiitake'nin Saghk Etkileri

insanlik tarihi boyunca hastaliklari tedavi etmek
ve/lveya oOnlemek icin dogal durlnler kullaniimistir.
Mantarlar bagisiklik fonksiyonlarini gelistirme 6zelligine
sahip olan glukani igermektedir. B-glukanlar ¢ézindr diyet
lifi ~ bicimidir ve bu sebeple doygunluk hissi
olusturmaktadir. Bu baglamda kilo kontroliine yardimci
olmaktadir (Palacios vd., 2011; Vetvicka ve Vetvickova,
2014; Zhang vd., 2016).

Shiitake iyi bir antioksidandir. Shiitake'nin kan
kolesterolini dusirme yetenedi tespit edilmistir. L.
edodes'un kurutulmus ve égutilmuis hali ile desteklenen
bir diyetin sicanlara uygulandiginda ortalama plazma
kolesteroliini  dusirdiglu  kesfedilmistir  (Jong ve
Birmingham, 1993; Fukushima vd., 2001).

Shiitake (L. edodes) mantarinda bulunan lentinan
adli protein kanseri onleyici 6zelliklere sahiptir. Kanseri
tedavi eden ilag kullaniminda olusan kromozom hasarini
iyilestirmekte bir yardimcidir (Fang vd., 2006). Bu konuya
iliskin yapilan ¢calismada, Shiitake ile beslenen farelerde
%57.9 ila 78.6 oraninda tumoér buyumesinin azaldig
goéralmastir (Nanba vd., 1987; Mah-Lee ve Ann-Teck,
2002).

Japonya'daki en popller yenilebilir mantar olan
Shiitake'den (L. edodes) elde edilen ekstraktin ¢urik
Onleyici etkisi vardir. Shiitake mantar tliketimi diglerde
plak olusumunu azaltmakta veya engellemektedir (Shouji
vd., 2000).

Kardiyovaskiler hastalik, Bati dinyasinda en
yaygin 8lum nedenlerinden biridir ve yiksek dizeyde kan
kolesterolu bir risk faktdri olarak kabul edilmektedir.
Yenilebilir mantar, Shiitake mantari (L. edodes),
hipokolesterolemik ajan eritadenin, 2 (R), 3 (R) -
dihidroksi-4- (9-adenil) -bitirik asit icermektedir. Kan
kolesteroliine karg! potansiyel bir dogal ilag arayisinda
olan bilim adamlari, Shiitake mantarlarinin kolesterol
dislrucu etkilerini saptamigtir (Enman vd., 2007).

Antibiyotikler 20. ylzyilda kegfedilmelerinden bu
yana yaygin olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte,
¢oklu ilaca direngli patojenlerin ortaya ¢ikisi, insan saghgi
icin sorun teskil etmektedir. Antimikrobiyal direng
olusturan patojen tehdidini en aza indirgemek icin yeni
antimikrobiyal ajanlarin gelistiriimesine ihtiya¢ oldugu
kabul edilmektedir. Antibakteriyel etki ile ilgili olarak,
Shiitake'nin bazi patojenik bakterilere kargi aktiviteye
sahip oldugu kanitlanmistir (Kitzberger vd., 2009).

Shiitake mantarinin, maya ve kuf turlerinin %
85.0'ine karsl kapsamli antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir (Hearst vd., 2009).

Shiitake tiiketiminin insan sagligini olumsuz yoénde
etkiledigi bazi istinai durumlar da mevcuttur. Shiitake
dermatiti, kirbac izlerine benzeyen ve ¢ig Shiitake
mantarlarinin tiketiimesinden sonra ortaya ¢ikan bir deri
dokuntisudur. Shiitake'den etkilenen bireylerde, ¢ig veya
pismis Shiitake mantarlarinin tiketiimesinden sonraki 1
ila 2 gln icinde vucutlarinda kamg¢i benzeri, dogrusal,
eritemli kabartilar olusmaktadir. Shiitake dermatiti, tipik
Ozelliklerle ortaya giktiktan sonra gunler ila haftalar icinde
kendi kendine gegmektedir (Chu vd., 2013).

Shiitake'nin Bir Fonksiyonel Gida Olarak
Kullaniminin Gastronomi Cercgevesinde
Degerlendirilmesi

Shiitake kendine 6zgu aromasi ile oldukca degerli
bir Asya mantaridir. Dinyanin farkl kdselerinde,
kozmopolit sehirlerde gurme restoranlar mendlerinde
Shiitake yemekleri sunmaktadir (Jones, 1995). Shiitake
mantari genel olarak taze tiuketiimektedir. Mevsim
sebzeleriyle karistirilarak zeytinyagh hafif bir yemek
hazirlanabilmektedir. Cok pisirildiginde iceriginde yer alan
vitamin  ve  mineraller azalmakta ve lezzeti
kaybolmaktadir. Shiitake mantarinin en az 7 dk pigirilmesi
gerekmektedir. Genel olarak sogan ile kavrularak
tiketime sunulan Shiitake mantari makarna soslarinda da
kullanilabilmektedir.  Firinlanmasi, izgarasi, tavada
kizartilmas! yapilabilen Shiitake mantarina en c¢ok
yakisan baharat biberiye ve sarimsaktir. Firinda Shiitake
mantari pigirilirken Gzerine zeytinyagi ve limon eklenmesi
mantarin lezzetini arttirmaktadir. Shiitake mantari, blyuk
alisveris merkezlerinde ve internet Uzerinden organik
arn satisit  yapan online magazalardan satin
alinabilmektedir. Shiitake mantari sagdlik faydasindan
dolayl ise genel olarak kurutulmus formda paketler
halinde satin alinarak ya da cayi icilerek tiketiimektedir.
Shiitake mantari  tohumu alinarak ev  ortaminda
yetistirilebilmektedir. Shiitake mantari kapsil seklinde de
bulunmaktadir (Bambu Filizli Shiitake Mantari, 2019).
Regete Ornegi
Shiitakeli Salata (2 kisilik servis)

e 200 gram marul

e 1/2 bardak taze Shiitake mantari

o 1 dis rendelenmis sarimsak

e 1/4 bardak salata sosu (Zeytinyagi ve
limon orani istege gore ayarlanabilir.)

e 1/2 bardak julyen sogan

e 2 yemek kasidi zeytinyagi

islem Basamaklar: Sogan, mantar, sarimsak bir
tavada zeytinyagi ile sotelenir. Soganlar renk degistirince
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diger malzemeler eklenir, karistiriir ve salata servise
alinmaktadir (Jones, 1995).

Sonug

Shiitake mantari (L. edodes), Basidiomycetes
sinifina ait, sapkal yenilebilir bir mantar tradur. Shiitake
mantarinin Uretimi ve tiketimi 1945'ten beri istikrarli bir
sekilde artmigtir. Shiitake, antikarsinojenik, antihipertansif

tibbinda uzun suredir kullaniimaktadir. Bu nedenle,
Shiitakenin gida takviyesi olarak ¢evrimici satislar hizla
artmigtir. Bu mantarlarin 6zleri de bagisiklik sistemini
iyilestirmek i¢in tasarlanmisg besin takviyelerine dabhil
edilmektedir. Shiitake, cay, sarap ve yemek olarak
tuketilebilmektedir. Shiitake'nin saglik faydalarinin yani
sira gastronomi agisindan incelendiginde de 6neminin
bayik oldugu anlagiimistir.

ve serum kolesterolt distirme Ozellikleri nedeniyle Asya
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Oz: Alternaria yagl tohumlar, tahillar, meyve ve sebzelerde bozulmaya neden
olan mikotoksijenik bir mikrofungus cinsidir. Gidalari hasat 6ncesi ve hasat sirasinda
cesitli yollarla enfekte ederek yaniklik, siyah c¢uriklik olarak adlandirilan
bozulmalara neden olmaktadir. Ayrica dusuk sicakliklarda gelisim gdstermesinden
dolayl hasat sonrasi depolama ve tagima sirasinda da bozulmaya neden olarak gida
endustrisinde 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Ginimuzde Alternaria
genusuna ait tirlerin 70 'den fazla sekonder metabolit trettigi bilinmektedir. Ancak
bu sekonder metabolitlerin bazilari insan sagligina olumsuz yonde etki eden
mikotoksinlerdir. Yapilan birgok ¢alismada rapor edilen alternariol (AOH), alternariol
metil eter (AME), tenuazonik asit (TeA), tentoksin (TEN) ve altenuen (ALT),
Alternaria cinsine ait tlrlerinin Urettigi en dnemli mikotoksinlerdir. Bu derlemede
Alternaria turleri, 6nemli mikotoksinleri, gelisimi ve toksin olusumuna etki eden
faktorleri ve meyve ve sebzelerdeki 6nemi hakkinda yapilan galismalar bir araya
getirilmistir.

Anahtar kelimeler: Alternaria, Metabolit, Mikotoksin, Meyve, Sebze

Effects of Genus Alternaria Members on Fruit and Vegetables

Abstract: Alternaria is a mycotoxigenic microfungus genus that causes
deterioration in oilseeds, grains, fruits and vegetables. It infects foods before and
during harvest in various ways, causing spoilage called blight, black rot. Besides,
due to its development at low temperatures, it causes deterioration during post-
harvest storage and transportation, leading to significant economic losses in the food
industry. Today, it is known that Alternaria species are producing more than 70
secondary metabolites. However, some of these secondary metabolites are
mycotoxins that negatively affect human health. Alternariol (AOH), alternariol methyl
ether (AME), tenuazonic acid (TeA), tentoxin (TEN), and altenuene (ALT) reported
in many studies are the most critical mycotoxins produced by species belong to
Genus Alternaria. In this review, the studies on Alternaria species, their mycotoxins,
factors affecting their growth and toxin formation are combined with the studies about
their importance in fruit and vegetables.

Key words: Alternaria, Metabolite, Mycotoxin, Fruit, Vegetable
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Giris ve atmosfer dahil olmak Uzere ¢ok cesitli
Alternaria, saprofitik, endofitik ve patojenik substratlarda varligi belirlenmistir. Alternaria trleri,
turleri iceren ve her yerde bulunabilen bir onemli bitki patojenleri olarak bilinmektedir ve
mikrofungus cinsidir (Roberts ve ark., 2012). genis bir Grlin yelpazesinde blylk kayiplara neden
Tohumlar, bitkiler, tarim Grtnleri, hayvanlar, toprak olabilmektedir. Alternaria tirlerinin insanlar ve
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cevre Uzerindeki 6nemli olumsuz saghk etkileri
nedeniyle, dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasi
blyik onem tasimaktadir. Alternaria,
Dothideomycetes sinifindan Ascomycota
mikrofungus cinsidir (Sesli ve ark., 2020; Lawrence
ve ark., 2013). Alternaria cinsi ilk olarak 1816
yilinda Nees von Esenbeck tarafindan A. tenuis
tird ile tanimlanmigtir (Lawrence ve ark., 2013). Bu
tiriin en belirgin 6zelligi boyuna ve enine septali
gittikce incelen u¢ kisimlar ile, koyu renkli zincir
seklinde sporlara sahip olmasidir (Lawrence ve
ark., 2013). Fries vyayinladigi  Systema
Mycologicum (1832) adli eserinde Nees’in
tanimladidi A. tenuis turinu tanimlamamistir.
Bunun yerine es anlamlisi olarak Torula alternata
'dan bahsetmistir (Lawrence ve ark., 2013). 1912
'‘de Keissler hem Nees hem de Fries'in
tanimlamalarini  tekrar degerlendirerek her iki
taniminda ayni oldugunu tespit etmistir ve bugin
bu tur Alternaria alternata olarak bilinmektedir
(Woudenberg ve ark., 2013). Daha sonra bu
mikrofungus grubunda iki ek cins, Stemphylium ve
Ulocladium tarif edilmistir. Bu cinslerin tanimlanma
kriterleri gdzden gegirilmis ve artan sayida yeni tur
ile sonuclanmigtir (Woudenberg ve ark., 2013).
Daha sonraki galismalarda da Alternaria tirleri
yaygin olarak tanimlanmisg, turler arasindaki spor
bicimi ve boyut, buyime ve sporilasyon gibi
degisikliklerden dolayi, koloni ve konidial
morfolojiye (boyut, sekil, renk, bélme, gaga) dayali
olarak yeniden siniflandiriimalart  yapilmistir
(Lawrence ve ark., 2013). Morfolojik 6zelliklere
dayanan Alternaria taksonomisi Gizerine yapilan bir
¢alismanin sonuglari, 275 Alternaria tirindn
tanimlandigi Simmons (2007) 'da 6zetlenmistir. Bir
tur Prathoda cinsine aktarilmis ve Ug¢ yeni nesil
Alternariaster, Chalastospora ve Teretispora,
Alternaria 'dan ayrilmigtir. Alternaria tlrlerinin
fenotipik olarak tanimlanmasinda kullanilan érnek
tanimlama tablosu Tablo 1’de gdsterilmistir. Fakat
fenotipik tanimlama yeni tdrlerin tanimlanmasiyla
birlikte karmasikliga neden oldugundan
glnimuzde bu siniflandirmalar tercih
edilmemektedir. Bu karisikhgi  6nlemek igin
molekdiler filogenetik (protein ve DNA dizileri)
analizler kullaniimaktadir. Molekiler ¢alismalar,
Alternaria kompleksi ve Alternaria tir klapeleri
icinde, morfolojik  6zelliklere dayanan tdr
gruplariyla her zaman iligkili olmayan birden fazla
cinsi ortaya ¢ikarmistir (Pryor ve Gilbertson, 2000;
Chou ve Wu, 2002; de Hoog ve Horré, 2002; Pryor
ve Bigelow, 2003; Hong ve ark., 2005; Inderbitzin
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ve ark., 2006; Runa ve ark., 2009). Onceden

Alternaria icerisinde tanimlanan bazi turler G¢ yeni
cins Crivellia (Inderbitzin ve ark., 2006; Lawrence
ve ark., 2012), Undifilum (Pryor ve ark., 2009) ve
Sinomyces (Wang ve ark., 2011) altina alinmigtir.
Alternaria  'nin  en son molekller revizyonu
Lawrence ve ark. (2013), tarafindan yapilmis ve
Alternaria cinsi altinda sekiz tir grubu olugsmustur
(Tablo 2). Bu siniflandirmalarda ACT (actin),
pazma membran ATPaz (plasma membrane
ATPase), kalmodulin (calmodulin), TEF
(translation elongation factor 1-alpha), RPB2 (the
second largest subunit of RNA polymerase II), kitin
sentaz (chitin synthase), ve Tsrl (TsR1, Ribosome
Maturation Factor) gen boélgeleri kullaniimigtir
(Lawrence ve ark., 2013). Woudenberg ve ark.
(2015), ise 168 Alternaria izolatini 9 gen bdlgesi
(ITS, SSU, LSU, gapdh, rpb2, tefl, Alt a 1,
endoPG, OPA10-2), kullanarak tir bazinda
tanimlamaya calismistir. Coklu gen bdélgeleri
dikkate alinan bir filogeni de bile ayirt edilemeyen
35 morfo tlrl A. alternata altinda esanlamli hale
getirdigini bildirmistir. Ancak baska bir ¢alismada
11 filogenetik tur ve bir tir kompleksindeki 26
Alternaria tirinun farkh gen bdlgeleri kullanilarak
tekrar  siniflandirimasi  gerektigi  bildirilmistir
(Sanzani ve ark., 2016).

Alternaria guriyen agag, bitki, gida ve farkli
toprak tlrlerinde saprofitk veya patojenik
organizma olarak gelismektedir (Amirmajdi ve ark.,
2010). Cogu turl bitki hastaliklarina neden olmakla
birlikte disik sicakliklarda da gelisebildikleri icin
sogutulmus kosullar altindaki gidalarda
bozulmadan sorumludur (Broggi, 2013). Ayrica
tarlada ve hasat sonrasi asamada meyve ve
sebzelerde dnemli ekonomik kayiplara da neden
olmaktadir. Bununla birlikte Alternaria spp.
tarafindan uretilen mikotoksinler halk saglig
acisindan risk olugturmaktadir. Tahillar, domates,
elma, Uzum, yagh bitkiler, yagl tohumlar, portakal,
limon, kavun, salatalik, karnabahar, biber ve
mandalina siklikla Alternaria tirleri ile kontamine
olan gidalardir (Escriva ve ark., 2017). Gidalarda
yaygin olarak karsilagilan turleri arasinda A.
alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A.
radicina, A. brassicae, A. brassicicola ve A.
infectoria bulunmaktadir.

Bu derleme ile gidalardan izole edilen
Alternaria tirleri, mikotoksinleri, gelisimi ve toksin
olusumuna etki eden faktorleri, patojen olarak
meyve ve sebzelerdeki 6nemi hakkinda yapilan
calismalar bir araya getirilmistir.
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Tablo 1. Alternaria turlerinin fenotipik tanimlanmasi (Samson ve ark., 2010; Tancinova ve ark., 2015; Rahimloo
ve Ghosta, 2015)

Kod Ozellik

la Konidia degisen uzunlukta dallanmis birincil konidiaforda Uretilmektedir. 2

1c Konidia siklikla dallanmamis zincirli kisa birincil konidiaforda Gretilmektedir. 3

oa Birincil konidiafor uzun, ikincil konidiafor siklikla kisadir ve koloniler DRYES A. aborescens

‘da yesildir, CYA ’da u¢ boyutlu gicek acan bir gérinum vermektedir.

Birincil konidiafor kisadir, ikincil konidiaspor siklikla uzundur ve koloniler
DRYES ’da gri ve beyazdir, konidiajenik lokuslar 50-100 ym uzunlugundadir.
Birincil konidiafor diiz ve basittir, nispeten uzun ikincil konidiafora sahiptir.
Konidia 25-45 x 8-16 um ’dir. Enine septali, dis konidial duvar daha yogun A. arbusti
kahverengidir. 23-25 °C 'de 7 giin inktibasyonla PCA ’'da koloni ¢gapi 40 mm ve
koloni rengi gridir.

Birincil konidiafor 125 ym uzunlugundadir, Bir zincirdeki gen¢ konidia 12-25%6-
8 um ’dir. 5- 7 enine septaya sahiptir fakat bunlar uzunlamasina degildir (1-2
uzunlamasina/egik septa). 23-25 °C’de 7 gun inkiibasyonla PCA 'da ortalama
koloni capi 55 mm ve koloni rengi yesilimsi koyu kahverengiye degdismektedir.
Birincil konidiafor dogrudan agar ytzeyinden 125 ym ’ye kadar uzunluktadir
ikincil konidiaforlar kisa veya daha yaygin olarak 150 ym ye kadar uzundur.

2e Konidia oval agik kahverengidir, 2- 3 enine septalidir nadiren bir uzunlamasina |A. vaccinii
septa gorulebilir, konidia’lar 13-35x8-12 um 'dir. 23- 25°C 'de 7 gin
inkiibasyonla PCA ’da ortalama koloni ¢gapi 55 mm ve koloni rengi agik gridir.
Konidianin zincir halinde gérinimu gagasizdir. Konidia elipsoid- oval, koyu
kahverengi 20-40 x 8-12 um olcllerindedir. 3-5 enine septall, nadiren

3a uzunlamasina septa igermektedir. 60 um 'ye kadar uzun sekonder konidiafora |A. destruens
sahiptir. 23- 25 °C 'de 7 gun inkiibasyonla PCA ’da ortalama koloni gapi 57
mm ve koloni rengi kahverengidir.

2b A. infectoria

2c

2d A. brassicicola

3b Tek konidiafor altindan ¢ikan kisa ikincil konidiaforlara sahiptir. A alternaa

Konidia basit uzun zincirlerle Uretilir, uzun dar elipsoid seklinde ve 17-40 x 6-8
pm ‘dir. 3-5 enine septali nadiren 1 uzunlamasina septalidir. 23-25 °C 'de 7
gun inkiibasyonla PCA ’da ortalama koloni ¢api 64 mm ve koloni rengi
kahverengidir.

Birincil konidiaforlar kisa ve dogrudan agar ylzeyinde, 65 um’ye kadar
uzunluktadir. Konidia basit uzun zincirlerle Uretilmektedir, genis bélimi

3d sarimsi kahverengidir ve 15-50 x 8-10 um’dir. 23- 25 °C 'de 7 giin A. turkisafria
inkiibasyoda PCA ’da ortalama koloni ¢api 55 mm ve koloni rengi
kahverengidir.

Konidia 20-45 x 8-12 ym’dir. Birincil konidiafor dogrudan agar ylizeyinde
70 um’ye kadar uzunluktadir. 3-5 enine septa ve 1-2 uzunlamasina
septalidir. 23-25 °C 'de 7 giin inkiibasyonla PCA 'da ortalama koloni
¢apl 62 mm ve koloni rengi kahverengidir.

*DRYES: dichloran rose bengal yeast extract sucrose, CYA: czapek yeast extract agar, PCA: potato carrot agar

3c A. perangusta

3e A. tenuissima
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Tablo 2. Alternaria tirlerine ait mevcut gruplandirma (Lawrence ve ark., 2013)

Brassicicola grubu Alternata grubu
Radicina grubu Alternantherae grubu
Gypsophilae grubu Porri grubu
Sonchi grubu Panax grubu
Alternaria  turlerinin  geligimini bolgelerde 2,5-6,5°C ve hatta daha dusik
etkileyen faktoérler sicakliklarda 0 ile =5°C arasinda degisen minimum
Alternaria tirlerinin  geligsimini  6zellikle buyime sicakliklarinin da oldugu bildiriimistir
sicaklik, su aktivitesi (aw) ve pH gibi abiyotik (Escriva ve ark., 2017). Baz tirlere ait ¢cimlenme
faktorler etkilemektedir. Genel olarak Alternaria buyime ve sporiilasyon icin gerekli optimum
turleri icin optimum blylUme sicakliklarinin 22-30°C sicakhk ve su aktivitesi degerleri degisiklik
arasinda oldugu bilinmektedir. Ancak daha soguk gostermektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Baz Alternaria tirlerinin filizlenme, bliyime ve sporllasyonu igin gerekli optimum sicaklik ve su
aktivitesi (Lopez ve Cabral, 1999; Sesli ve ark., 2020).

Cimlenme Buyiume Sporulasyon
Tarler - - -
Optimum Su Optimum Su Optimum Su
Sicakhk (°C) Aktivitesi Sicaklik (°C) Aktivitesi  Sicaklik (°C) Aktivitesi

A. alternata 15-30 0,84 25-30 0,85 25-27 0,90
(*Astimkufa)
A. brassicae 21-28 0,84-0,90 22-24 22-23
(*Lahanakufi)
A. brassicicola 28-35 20-27 22
(*Hardalkuft)
A. citri 25 <0,91
(*Turunckfa)
A. cucumerina 25-28 27-30 27
A. dauci 22-24 25-30 0,96
(*Havuckufi)
A. helianthi 25-28 25 15-20
A. longipes 22-25 25-29
(*Boylukf)
A. porri 21-30 23-30 25 0,75-0,80
(*Pirasakufi)
A. ricini 25-30 28 20
A. solani 20-28 0,92 19-28 20-26
(*Patakufi)
A. triticina 15-27 25

*Turkge isimlendirmeler Sesli ve ark. (2020) referans alinarak tabloya eklenmigtir.

Alternaria turleri tarafindan (retilen yaklasik otuz tanesi insan ve hayvanlara toksik
toksinler olarak rapor edilmistir (Barkai- Golan, 2008; Lopez
Alternaria turleri yetmisten fazla sekonder ve ark., 2016; Hyang, 2015; Sanzani ve ark., 2016).

metabolit Uretebilmektedir. Bu metabolitlerden
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Alternaria mikotoksinleri denildiginde akla
gelen baslica toksinler tenuazonik asit (TeA),
alternariol monometil eter (AME), alternariol
(AOH), altenuen (ALT), altertoksin -I, -1l ve —III 'tir
(Dall’Asta ve ark., 2014). Bu mikotoksinler
icerdikleri steroidler, terpenoidler, fenolikler gibi
cesitli bilesimlerine goére UG¢ farkh yapr sinifa

ATX ATXAI

ayriimaktadir.  (Sanzani ve ark.,, 2019).
Dibenzopiron turevleri AOH, AME ve altenuen;
tetramik asit tiirevi TeA, siklik tetrapeptid yapisinda
TEN; peruen turevleri ise altertoksin | (ATX-I),
altertoksin Il (ATX-11) ve altertoksin 11l (ATX-111) 'tr
(Sanzani ve ark., 2019; Hajnal ve ark., 2016; Da
Cruz Cabral ve ark., 2016) (Sekil 1).

oH
HO
CH__
o

CH,CH,.CH T
e

TeA

CH,

Sekil 1. AOH, AME, ALT, ATX-I, -ll, -lll ve TeA’'nin kimyasal yapisi (Ostry, 2008).

TeA sitotoksik, bocek olduruct, zootoksik,
antibakteriyel ve antiviral aktivite sergilemektedir
(Oviedo ve ark., 2013). Ayrica TeA insanda
hematolojik bozukluk olan Onyalai hastaliginin bir
risk faktoru olarak da bilinmektedir. Bunun disinda
Uc ayri memeli hiuicre hatti ile yapilan bir galisma
TeA'in, memeli hiicre hattinda protein Uretimini ve
hucre proliferasyonunu inhibe ettigini bildirmistir
(Somma ve ark., 2011). Genellikle kombinasyon
halinde bulunan AOH ve AME ise genotoksik ve
mutajenik aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir
(Sanzani ve ark., 2019; Asam ve ark., 2011;
Somma ve ark., 2011). Ayrica yapilan bazi
calismalar AOH ve AME toksinlerinin teratojenik ve
fetotoksik etkisinin  varhidini  da  bildirmigtir.
Altertoksin | sitotoksik ve mutajenik olarak;
altertoksin 1l ise memelilerde AOH ve AME'den ¢ok
daha glglu bir mutajen ve DNA ipligi kirici bir
mikotoksin olarak tespit edilmistir (Lopez ve ark.,
2016). EFSA ’'nin 2011 yilinda hazirladigi bir
raporda insanlarin AOH, AME, TeA ve TEN
toksinlerine maruz kalma risk degerlendiriimesi
yapilmis ve bu toksinler icin Toksikolojik Endise
Esigi (TTC-Threshold of Toxicological Concern)
yayinlanmistir. Rapora gére AOH ve AME igin TTC
degeri ginde 2,5 ng / kg, TeA ve TEN igin ise

ginde 1500 ng / kg vicut agirh@idir (Solfrizzo,
2017; Lopez ve ark., 2016).

2011 ve 2014 wyllarinda Avrupa Gida
Guvenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan yayinlanan
bir rapora gore Alternaria toksinlerinin olusumu,
toksisitesi ve toksikokinetigi hakkinda bazi bilgi
eksikliklerinin oldugu acgiklanmistir (Fraeyman ve
ark., 2017). Fraeyman ve ark. (2017), yaptiklari
derlemede Alternaria mikotoksinleri hakkinda g
onemli konunun literatirde eksik oldugunu
bildirmiglerdir. Bu konulardan ilki Alternaria
mikotoksinlerinin gidalarda olusumu ile ilgilidir.
Ozellikle hayvansal kaynakli Uriinlerde ortaya
cikan toksinler ve farkli gida érneklerinde konjuge
formda bulunan Alternaria mikotoksinlerine iliskin
herhangi bir verinin bulunmadigi belirtilmistir. ikinci
konu Alternaria mikotoksinlerinin in-vitro
calismalarda Ureme saghg! ve bagisikhk sistemi
Uzerinde belirlenen olasi etkisinin, in-vivo olarak
dogrulanmamigs  olmasidir.  Bundan  dolayi
Alternaria  mikotoksinlerinin  insanlarda olasi
kanserojen riskinin Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi (IARC) tarafindan degerlendiriimesi tavsiye
edilmistir. Ucgiinci konu ise &zellikle bebek
mamalarindaki TeA’in saglik igin olasi risk faktori
olabileceginin g6z ardi edilmemesinin gerekliligidir.
Alternaria turleri arasinda en 6nemli mikotoksin
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Ureten tur Alternaria alternata turtdir. Bu tdrin
AOH, AME, ATX-I, ATX -Il, ATX-IIl mikotoksinlerini
rettigi  bildirilmistir (Ostry, 2008). A. alternata
disinda 6nemli mikotoksin Uretici turler ve Urettikleri
toksinler Tablo 4. 'de verilmistir. Mikotoksin Gretimi
genel olarak mikrofungusun susuna, buyudiagu
substrata ve ¢evresel buyime kosullarina baglidir
(Barkai-Golan, 2008; Sanzani ve ark., 2016).
Genellikle AOH, AME ve diger Alternaria
toksinlerinin dogal olarak hasat 6ncesinde olustugu
bilinmektedir (Ostry, 2008; Scott, 2012). Ayrica
yuksek sicaklik ve vyiksek su aktivitesinin
mikotoksin Uretimi igin elverigli bir ortam oldugu
birgok calismada belirtilmistir. Ornegin Sanchis ve
Magan (2004), A. alternata thrindin
mikotoksinlerinin  (AME ve AOH) gelismeye
baslayip, buyimesi ve Uretmesi icin gereken su
aktivitesinin 0,86 aw'dan blylk ya da ona esit
oldugunu bildirmis olup toksinlerin optimum
tretiminin 0,97 aw 'den buyik oldugunu bildirmigtir
(Jackson ve Al-Taher, 2008). Buna ek olarak
Alternaria tUriine ait toksinlerin asidik pH 'da stabil
kalabilirken, alkali pH 'da kolaylikla bozunabilecegi
bilinmektedir (Dall'Asta ve ark., 2014). Ulkemizde
yapilan bir gcalismada ise 9 farkh tarim boélgesinden
(Merkezi Kuzey Anadolu, Ege, Marmara, Akdeniz,
Kuzey Dogu Anadolu, Giney Dogu Anadolu,
Karadeniz, Merkezi Dodu Anadolu ve Merkezi
Guney Anadolu) yapilan gida drneklemelerinden
izole edilen Alternaria izolatlarinin alternariol
monometil eter ve altertoksin dreticisi oldugu
bildiriimistir (Topal, 2003).

Onemli bazi Alternaria tiirleri

Alternaria alternata

Alternaria  alternata, Alternaria tirleri
arasinda Alternata grubunda yer almaktadir
(Woudenberg ve ark., 2013). Sesli ve ark. (2020),
Alternaria alternata 'ya Tirkce isim olarak
Astimkdfl ismini uygun gdrmustir. Domates,
domates Udrinleri, yaban mersini, elma, cilek,
seftali, tahillar, zeytin, findik ve yagli tohumlar gibi
gida urlnlerinde siyah guriklige neden olmaktadir
(Ostry ve ark., 2007; Somma ve ark., 2011; Greco
ve ark., 2012; Graf ve ark., 2012; Nishikawa ve
Nakashima, 2019). Dinyadaki birgok calismada
tahillarda baskin tir oldugu bildiriimektedir (Hyang
ve ark., 2015). Buna ek olarak Mutlu ve Ustiiner
(2017) Tarkiye’de yaptiklari ¢alismada, domates
yapraklarinda gorilen fungal hastalik etmeninin en
¢ok Alternaria alternata (%27,23) oldugunu tespit

etmis ve bu susun hastalik siddetinin %47,5
oldugunu bildirmistir. Kaya ve Karaca (2020) ise,
Antalya ilindeki cilek ekim alanlarinda hastaliga
neden olan fungal tdrleri tespit ettikleri
calismasinda, yaprak o&rneklerinde en yaygin
Alternaria alternata (%96,43) tespit etmigtir. Buna
karsin Alternaria alternata 'nin toprak érneklerinde
dusuk vyayginlik orani gdsterdigini bildirmistir.
Ozgénen ve Culal Kilig (2009), Isparta ilinde soguk
hava depolarinda bulunan elmalarda hasat sonu
hastaliklara neden olan etmenlerden birinin
Alternaria alternata oldugunu bildirmistir. Gravesen
ve ark. (1994), bu turin blylmesi i¢in sicaklik
gereksinimlerinin minimum 2°C, maksimum 32°C
oldugunu ve optimum sicaklik 25-28°C arasinda
oldugunu bildirmigtir. Buyume i¢in 25°C 'de
minimum aw ’si ihtiyaci 0,88 olarak verilmistir.
Optimal biyime pH 4-54 araliinda
gerceklesmekte ve gelismesi igin pH arahgi 2,7-8,0
arasinda tespit edilmistir. Yizey disinda gelisme
sicaklik ve su aktivitesine (aw degeri) bagh
olmaktadir. Ornegin domates meyvelerinden izole
edilen Alternaria alternata suglarinin besiyerinde
gelisimi  21°C'de 0.982 su aktivitesinde
gerceklesmektedir (Noser ve ark., 2011). Alternaria
alternata AOH, AME, TeA, ALT gibi cesitli
mikotoksinleri Uretmektedir (Graf ve ark., 2012).
Farkli mikotoksinler farkli sicaklik ve su aktivitesi
degerlerinde farkh miktarlarda Uretilebilmektedir
(Graf ve ark., 2012). Maksimum AOH, AME ve ALT
Uretiminin, 25°C 'de ve 0,98 aw 'de gercgeklestigi
bildirilmistir.

Alternaria tanimlama calismalarinda en
belirgin  6zellik konidial boyuttur ve bircok
arastirmaci kiguk konidial boyuttaki Alternaria
tirlerini Alternaria alternata olarak tanimlamistir.
Bundan dolayi A. longipes, A. gaisen (syn.A.
kikuchiana), A. citri ve A. mali, A. alternata 'nin
patotipleri arasinda yer almaktadir (Andersen ve
ark., 2001). Gunumuzde A. alternata patotipleri
arasina A. toxicogenica, A. limoniasperae ve A.
arborescens ilave edilerek toplam yedi adet
konakgiya 6zgu toksin Ureten A. alternata patotipi
tanimlanmigtir.  Bunlar  AM-toksini  Ureterek
elmadaki (Malus domestica Borkh) Alternaria
lekelerine, AK-toksini Greterek Japon armutlarinda
(Pyrus pyrifolia Burm. f.; Nakai var. culta Makino,
Nakai) siyah lekelere, ACT-toksini Ureterek
mandalinada (Citrus reticulata Blanco) kahverengi
lekelere, ACR-toksini Ureterek limon (C.jambhiri
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Lush.) yapraklarinin lekelenmesine, AAL-toksini
Ureterek domateste (Solanum lycopersicum L.)
govde vyanikligina, AT-toksin Ureterek tatinde
(Nicotiana tabacum L.) kahverengi lekelere ve AF-
toksin Ureterek gilek yapraklarindaki siyah lekelerin
olusumuna neden olmaktadir (Nishikawa ve
Nakashima, 2019).
Alternaria tenuissima
Alternaria tenuissima, Alternaria tirleri
arasinda Alternata grubunda yer almaktadir
(Woudenberg ve ark., 2013). Sesli ve ark. (2020),
Alternaria tenuissima ’'ya alternatif Tirkce isim
olarak Narinkuf "0 uygun gérmdastir. Danimarka
‘da yapllan bir calismaya goére A. tenuissima kufla
domateslerde en vyaygin mikrofungus olarak
bildirilmistir Alternaria tenuissima ile enfekte olan
domateslerde TA, AME ve AOH toksinlerinin
varligini tespit etmistir. (Somma ve ark. 2011).
Buna ek olarak Greco ve ark. (2012) ’da ayni
toksinleri yaban mersininden elde edilen izolatlarda
da tespit etmisgtir.
A. tenuissima, A. alternata ve A.
arborescens’in yer fistiklarinda ge¢ vyanikliga

neden oldugu California ’da yapilan bir calismada
bildiriimistir.  Hastalik bitkinin yesil kismini ve
meyveyi etkilemektedir (Avenot ve ark., 2016).
Ayni sekilde Cin ve iran 'da yapilan farkli iki
calismada da patateslerdeki hastalik nedeninin A.
tenuissima turiine ait oldugu bildirilmistir (Zheng ve
ark., 2013). Turkiye'de Kirbag ve Turan (2005)
tarafindan yapilan bir galismada ise, hiyarlar da A.
tenuissima tespit edilmistir.

Alternaria porri

Alternaria porri (Ellis) Cif., Alternaria turleri
arasinda Porri grubunda yer almaktadir
(Woudenberg ve ark., 2013). Sesli ve ark. (2020),
Alternaria porri 'ye alternatif Tirkce isim olarak
Pirasakifi ’nd uygun gormdastir. Sogan ve
sarimsaklarda mor leke hastaligina neden olan
kritik bir patojendir (Prajapati ve ark., 2019a).
Soganin yaprak, cicek ve sap kismini enfekte
ederek ciddi lezyonlara neden olmakta ve bu
yuzden sogan Uretiminde %30-70 oraninda kayba
neden olmaktadir (Phuwapraisirisan ve ark., 2009).

Tablo 4. Bazi Alternaria tirlerinin Urettikleri énemli mikotoksinler

Tarler Mikotoksin* Kaynaklar

. Barkai-Golan, 2008;
A. tenuissima AME, AOH, TeA, ALT, ATX Andersen ve Thrane, 2006
A. alternata AME, AOH, TeA, ALT Oviedo ve ark., 2013; Graf ve ark., 2012
A. brassicae AME, AOH Ostry, 2008
A. capsici-annui  AME, AOH, TeA Barkai-Golan, 2008
A. citri AME, AOH, TeA Ostry, 2008; Barkai-Golan, 2008
A. cucumerina AME, AOH Ostry, 2008; Barkai-Golan, 2008
A. kikuchiana AME, AOH, TeA Ostry, 2008
A. longipes AME, AOH, TeA Barkai-Golan, 2008
A. porri AME, AOH, TeA Barkai-Golan, 2008
A. solani AME, AOH Barkai-Golan, 2008
A. tomato AME, AOH, TeA, ATX-I, -Il, -lll Ostry, 2008
A. japonica TeA Ostry, 2008; Barkai-Golan, 2008
A. radicina ATX- 1, -1l, -lll, TeA Ostry, 2008
A. infectoria AME, AOH Oviedo ve ark., 2013
A. arborescens AOH, TeA, ATX, ALT Andersen ve Thrane, 2006

*Alternariol metil eter (AME), alternariol (AOH), tenuazonik asit (TeA), altenuen (ALT) ve

altertoksin (ATX)

Sarimsakta ise sari lezyonlar, soluk ve
yumusak lekeler seklinde baslayan enfeksiyon
drinin kaybi ile sonuglanmaktadir (Prajapati ve
ark., 2019b).

Mohsin ve ark. (2016), Banglades ’in sogan
yetistiren farkh boélgelerindeki hastalikli
yapraklardan izole ettigi 27 adet Alternaria porri
izolati Uzerinde ¢calismiglar ve A. porri izolatlarinin,
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drtin ve cografi durumdan bagimsiz olarak gelisme,
sporilasyon ve konidial morfolojisinin  farkh
oldugunu tespit etmiglerdir. Ayrica tim izolatlarin
ilgili konaga karsi patojenik oldugunu
bildirmislerdir.

Alternaria solani

Alternaria solani, Alternaria turleri arasinda
Porri grubunda yer almaktadir (Woudenberg ve
ark., 2013). Sesli ve ark. (2020), Alternaria solani
'ye alternatif Turkce isim olarak Patakufu 'ni uygun
gOrmustar. Alternaria turdnidn bilinen en iyi
patojenlerinden biridir. Capraz ve uzunlamasina
septali konidyalara ve koyu renkli (melanize)
hiicrelere sahiptir. Melaninler hidrolitik enzimler
gibi istenmeyen cevre kosullarina karsi trd
korumaktadir (Chaerani ve ark., 2006). Domates
ve patates bitkilerini hem kuru hem de yas ortamda
enfekte ederek bu drinlerde erken o6lim
hastaligina neden olmaktadir (Ravikumar ve ark.,
2016; Walters ve ark., 2018). Ozellikle hafif yagis,
yuksek nem ve sicakligin 24-29°C oldugu
bolgelerde domateslere zarar verici etkisi oldugu
bildirilmistir (Chaerani ve ark., 2006). Ozan ve
Maden (2005), domates yapraklarinda A. solani
tespit edildigini bildirmistir. Buna ek olarak Kirbag
ve Turan (2005), kavunlarda A. solani tespit ettigini
bildirmistir.

Alternaria solani yagsam déngusi boyunca
toprak ve hava yoluyla tasinmaktadir.
Kontaminasyon olmasi durumunda sanitasyon
yoluyla kontrol edilmesini  zorlastirmaktadir
(Escuredo ve ark., 2011). Ayrica 4-36°C gibi genis
sicaklik araliginda gelisebilmektedir (Ravikumar ve
ark., 2016). A. solani suslarinin irettigi tespit edilen
en 6nemli toksin alternarik asittir (Chaerani ve ark.,
2006).

Meyve ve sebzelerde Alternaria spp. ve
toksinlerinin varhgi

Alternaria cinsinin bircok patojenik turd,
tarlada ¢esitli mahsul ve trinlerini etkileyerek kok
ve yaprak hastaliklarina neden olurken patojenik

olmayan tirler hasat sonrasi doénemde bitki
meyvelerini ve c¢ekirdeklerini bozarak ¢urikluge
neden olmaktadir (Ostry, 2008; Sanzani ve ark.,
2016). Hasat 6ncesi dénemde Alternaria tirlerinin
biyime ve gelisimi toprakta gerceklesmektedir
(Van de Perre ve ark., 2015). Bundan dolayi gida
endustrisinde 6nemli derecede ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Estiarte, 2016).

Alternaria  tlrleri  dislk  sicakliklarda
depolanan meyve sebzelerde de bozulmaya neden
olmaktadir (Jackson ve Al-Taher, 2008).

Dusuk sicaklik ve duslk su aktivitesi gibi
istenmeyen kosullar altinda bile Gremesi ve toksin
uretme Ozelligi, Alternaria tirlerinin sogutulmus
meyveler, sebzeler ve depolanan yemlerde risk
olusturmaktadir (Mikula ve ark., 2013).

Hasat edilmis UrGne bulasan en yaygin tur
olan Alternaria alternata genellikle konakg¢! bitkiye
direkt olarak bitki kitikulasi veya epidermisten
girememekte; iceri girmek igin yarali bir dokuya
ihtiyaci bulunmaktadir. Kabakgillerde 6zellikle
govde yarasi veya kabuk yaralarindan enfekte
eden bir patojendir. Elma, cilek, armut, kavun,
narenciye ve domates gibi cesitli spesifik bitki
patotipleri oldugu bildirilmistir (Sanzani ve ark.,
2016).

A. alternata, A. brassicae, A. solani, A.
capsici, A. dauci, A. longipes, A. porriand A.
tenuissima, A. alternata ve A. solani turleri siklikla
biberden izole edilen Alternaria tirleri olarak
bildirilmistir (Da Cruz Cabral ve ark., 2016) (Sekil
2).

Alternaria alternata domatesin baslica
patojenlerinden biridir. Olgun domates
meyvelerinin enfeksiyonlari, curimus ug
kisimlardan veya meyve ylzey yaralanmalarindan
baslayan siyah-kahverengi ¢uriklige neden olan
lekeler seklinde gorulmektedir (Pane ve ark.,
2015). Alternaria alternata ayrica turuncgillerde
nokta seklindeki kahverengi lekelerin nedeni olarak
tespit edilmistir (Sanzani ve ark., 2016).
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Sekil 2. Biberde Alternaria tirlerinin neden oldugu

Toprakta  saprofitk  olarak  yasayan
nekrotrofik fungal hastalik etmeni Alternaria solani
basta domates, patates, fasulye gibi sebzeleri, sis
bitkilerini  (karanfil) ve meyve turlerini (elma,
portakal) enfekte etmektedir (Calis ve Yazar,
2011). Alternaria solani patatese hasat sirasinda
olusan yaralara bulasarak sap, yaprak ve yumruyu
enfekte etmektedir. Sporlar toprak ve yaprak

i

Sekil 3. Alternaria solani tarafindan enfekte olan patatés (Jense; 2020; Clarke, 2016; Ocamb, 1998).

2020).

3%
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=

bozulma (UMass Extension Vegetable Program,

yuzeyinden patatese nifuz etmektedir. Lezyonlar
koyu kahverengi 1-2 mm capinda kuguk lekeler
halinde gortlmektedir (Escuredo ve ark., 2011)
(Sekil 3). Alternaria dauci ve Alternaria radicina
havuglari enfekte ettigi ve siyah ¢lirimeye neden
oldugu bildiriimistir (Sanzani ve ark., 2016) (Sekil
4).

JOCHE g )

Sekil 4. Alternaria radicina tarafindan enfekte olan havug (Anonymous, 2020).

A. citri  turunggillerde baglica kok
patojenlerinden  biridir ve 06zellikle meyve
tabaninda goridlmektedir. Ancak enfeksiyonun
ortaya cikabilmesi i¢cin meyvenin yaralanmis veya
olumsuz gelisme kosullarina fizyolojik agidan
maruz kalmis olmasi gerekmektedir (Barkai-Golan,

2008) (Sekil 5). Alternaria turleri Arjantin basta
olmak Uzere dunyanin diger bodlgelerinde
yetistirilen soya fasulyelerinden en ¢ok izole edilen
kdf mantarlarindan biridir. Oviedo ve ark. (2011),
soya fasulyeleriyle yaptiklari calismada yiksek
oranda Alternaria tlrine rastlamiglar ve soya
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fasulyelerinin olgunlasmasi, hasat edilmesi ve
depolanmasi sirasinda bu tirlin gelisme ve
mikotoksin Uretme yoniinden risk
olusturabilecedini bildirmiglerdir Alternaria tirleri
bircok elmada hasat sonrasi bir hastalik olan
cekirdek curiimesine neden olmaktadir. Elmada
Alternaria ¢ekirdek ¢cirumesi siklikla A. alternata ile
iliskilendirilse de Ntasiou ve ark. (2015),
Yunanistan ’da yaptiklari bir g¢alismada A.
arborescens ve A. tenuissima turlerinin de elma da
cekirdek ¢urimesine neden olabilecegi bildirilmistir
(Sekil 6).

Alternaria tdrleri nar kabugunda bazi
bolgelerde zarar olusturarak, bu bodlgelerde
esnemelere neden olmaktadir. Olugan esnemeler
ise Ozellikle olgunlagsma sirasinda narda olugsacak
catlamaya zemin hazirlamaktadir (Yilmaz ve
Ozgiiven, 2012). Bu konu hakkinda, Yildiz ve ark.
(2018), Aydin ilinde hasat edilen narlarin hastalikli
meyvelerinden en fazla Alternaria spp. izole
edildigini bildirmistir.

Sekil 5. Alternaria citri tarafindan enfekte olan mandalina ve portakal (Decco IbericaPost Cosecha
S.A.U., 2020; Anonymous, 2018).

Sekil 6. EImada Alternaria tirlerinin neden oldudu ¢ekirdek girimesi (Rosenberger, 2014).

Alternaria  mikotoksinlerine  turuncgiller,
elma, domates, zeytin, biber, patates gibi bircok
meyve ve sebzede siklikla rastlanmaktadir
(Ntasiou ve ark., 2015) (Tablo 5). Ozellikle bitkilerin
yenilebilir kisimlarinda biriken mikotoksinlere,
meyve ve sebzelerin Uriini olan domates puresi,
elma suyu, Uzium suyu, kuru erik ve kizilcik nektari
gibi islenmis Urlinlerde de rastlanmaktadir
(Gambacorta ve ark., 2018; Barkai-Golan, 2008;
Patriarca ve ark., 2007).

Tournas ve Stack (2001), iki Alternaria
alternata susunu kullanarak farkli meyvelerin
depolanmasi sirasinda AOH ve AME Uretimini

arastirmistir. Meyve tirlerine bagli olarak A.
alternata’nin AOH ve AME Uretiminin farkhhk
gosterdigini  bildirmistir. Ornegin cilek (izerinde
AOH Uretimi gergceklesmemis, Gzimlerde ise AOH
ve AME uretimi gerceklesmistir. Solfrizzo ve ark.
(2005) ise, A. alternata suslarinin piring besi
ortaminda TeA, AOH, AME ve altertoksin-1 (ATX-
), havug besi ortaminda ise AOH ve AME (rettigini
bildirmistir. Dogal olarak enfekte olmus elma ve
elma sularinda AOH ve AME gibi en az iki
Alternaria metabolitine rastlanmaktadir. (Andersen
ve Thrane, 2006). Ntasiou ve ark. (2015), farkh
elma cesitlerinde Alternaria tdrlerinin duyarliligini
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belirlemek ve elma meyvesinde mikotoksijenik
olma durumunu belirlemek igin g¢alhsmiglardir.
Calisma sonucunda siklikla A. tenuissima ve A.
arborescens turleri ile karsilasmiglar ve galistiklari
4 farkh tirdeki elmalardan (Fuji, Golden Delicious,
Granny Smith ve Red Delicious) Fuji ¢esidinin bu
iki patojene karsi en direncli oldugunu, Golden
Delious c¢esidinin ise en duyarli oldugunu
belirlemiglerdir. Toksin Uretiminde ise her iki
tiriinde in vivo ya da in vitro ortamda alternariol
(AOH), alternariol monometil eter (AME) ve
tentoksini (TEN) Uretebildigini, elma meyvesinde A.
tenuissima izolatlarinin, A. arborescens
izolatlarindan daha fazla AOH  Urettigini
bildirmislerdir. Pose ve ark. (2010), siyah kuf
hastaligindan etkilenen domateslerden izole edilen
A. alternata tdrind kullanarak optimum AOH
dretiminin 21 °C de 28 gln inkibasyon sonucu
0,954 aw ’de gergeklestigini ayrica tim su aktivitesi
degerleri igin optimum gelisim sicakhdinin 21 °C
oldugunu belirlemiglerdir. En yiuksek AME Uretimi
icin ise 0,954 aw ve 35 °C gelisim sicakhiinin
optimum degerler oldugunu tespit etmislerdir.
Domates meyvesi ve yiksek nemli domates
Urtnlerinde 6°C veya daha distk bir depolama
sicakliginin Alternaria toksinleri agisindan guivenli
depolama sicakhgi oldugu bildirilmigtir.

Sanzani ve ark. (2019), ise vyaptiklar
calismada taze ve kurutulmus domateslerin en gok
TeA, AME, TEN ve AOH ile kontamine oldugunu,
taze urine oranla 6zellikle kurutulmus urdnlerin
toksin iceriginin daha fazla oldugunu bildirmistir.
Oviedo ve ark. (2011), 1sinlanmis soya fasulyesi
Uzerinde A. alternata turaniin sicaklk, su aktivitesi

Ekim(2021)12(2)223-239

ve gelisimine bagl olarak AME ve AOH (retimini

incelemiglerdir. Maksimum AOH dretim miktari
farkh iki sus icin farkli sicakliklarda 0.98 aw 'de
gerceklesmis, maksimum AME Uretimi ise her iki
susta 30 °C 'de 0,98 aw 'sinde tespit edilmigstir.
Sonug olarak her iki toksin Uretimi igin sicaklik (15-
30 °C) ve su aktivitesi etkilesiminin 6nemli
derecede farklihk gosterdigi tespit edilmistir.
Vaquera ve ark. (2014) domatesi besin
ortami olarak kullanarak A. arborescens tlrinun
mikotoksin Uretimi (izerinde sicaklk (6, 15, 20, 25
ve 30 °C) ve su aktivitesinin (aw, 0,995-0,.975-
0.950) etkilesimini incelemislerdir. Optimum AOH
ve AME uretimii¢in 0.975 aw’'de 30 °C de 40 gunlik
inklibasyon, maksimum tenuazonik asit Gretimi icin
ise 25 °C ve 0,975 aw’si gerektigini belirlemiglerdir.

Sonug

Meyve ve sebzelerde Alternaria genusu
bozulma etmeni ve mikotoksin Ureticisi olmasindan
dolayr 6nemli bir mikrofungusdur. Alternaria spp.
urinde ekonomik kayiplara yol agmasinin yani
sira, Ozellikle gidanin yenilebilir kisimlarinda
biriken mikotoksinler agisindan halk saghgini ciddi
derecede tehdit etmektedirler. Yapilan ¢alismalar
mikotoksinlerin  akut  toksisitenin  Gtesinde,
mutajenik ve kanserojenik etkilere neden
olabilecegini gostermistir (Sanzani ve ark., 2019;
Asam ve ark., 2011; Somma ve ark., 2011).
Bundan dolayi Alternaria turlerinin dogru ve hizli bir
sekilde tanimlanmasi ve toksinlerinin hizli bir
sekilde belirlenmesi halk saglid icin 6nem
tasimaktadir.
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Tablo 5. Bazi meyve veya sebzelerde olusabilecek Alter

[

Ekim(2021)12(2)223-239

naria turleri, mikotoksinleri ve neden olabilecegi

hastaliklar
Uriin Tar Mikotoksin Neden Oldugu Kaynaklar
Hastalik
Portakal A. alternata ACT-toksin  Yaprak ve Aiello ve ark., 2020;
A. arborescens ACR-toksin meyvede Barkai- Golan, 2008
A. citri AOH, AME, kahverengi leke
TeA hastaligi
Limon A. alternata ACT-toksin,  Yaprak ve Aiello ve ark., 2020;
A. arborescens ACR-toksin, meyvede Barkai- Golan, 2008
A. citri AOH, AME,  kahverengi leke
TeA hastaligi
Kayisi A. alternata Siyah clriime Zhang ve ark., 2020; Li
ve ark., 2019
Aci biber A. alternata Kahverengi yaprak Garibaldi ve ark., 2019
(Capsicum lekenmesi
frutescens)
Tath biber  Alternaria spp. TeA, TTX, Kahverengi leke Gambacorta ve ark.,
(Capsicum AOH, AME, hastaligi 2018
annuum) ALT
Hlnnap A. alternata Yesil ve kirmizi Yuan ve ark., 2019
halka
Havucg A. radicina Siyah clriime Kathe ve ark., 2017
Patates A. solani Erken yaprak Landschoot ve ark.,
A. grandis dokimu 2017
A. protenta
Elma A. alternata AOH, AME, Elmalekelenmesi, Andersen ve ark.,
A. tenuissima TEN Cekirdek ¢curiimesi  2006; Ntasiou ve ark.,
A. arborescens 2015
Uzim A. alternata AOH, AME,  Salkim ¢lirumesi Lorenzini ve Zapparoli,
TeA 2014
Yaban A. alternata AOH, AME,  Meyve clrimesi Greco ve ark., 2012
mersini A. tenuissima TeA
A. arborescens
Domates A. alternata AOH, AME,  Alternaria buhar Somma ve ark., 2011;
ve A. tenuissima TeA yarasi Lopez ve Cabral, 1999
domates A. arborescens (steamcanker)
piresi
Cilek A. alternata AF toksin I, Il,  Siyah leke Lopez ve Cabral, 1999
Il hastaligi

*Alternariol metil eter (AME), alternariol (AOH), tenuazonik asit (TeA), altenuen (ALT) ve altertoksin (ATX)
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Oz: Lakkazlar (EC 1.10.3.2) ek bir kofaktére ihtiyag duymamalari, kararli yapida olmalari,
fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerde dahil olmak (izere genis bir subsrat aralijina sahip olmalari
gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir. Endustriyel sureglerde kullanilmak Uzere lakkaz enziminin elde
edildigi birgok tir bulunur. Ancak bu slrecler igin hala yiksek redoks potansiyeli, tuz toleransi ve
sicak-soguk adaptiflik gibi 6zelliklere sahip yeni lakkaz kaynaklari arastiriimaktadir. Fungal
lakkazlarin kalici ve zor bozunan bilesiklerin parcalanmasindaki etkinligi de bir¢cok kez rapor
edilmistir. Karasal sistemlerden c¢ok sayida lakkaz Uretici fungus arastiriimis, Uretim sureci
optimize edilmis, endistriyel ve gevresel proseslere uygulanmis olmasina karsin deniz orjinli
funguslardan lakkaz aragtirmalari ve uygulamalari sinirhdir. Fakat deniz orjinli funguslarin denizel
cevrelerdeki stres faktorlerine (degisken pH, sicaklik, basing, glines 1siginin farkh derinlige sahip
bolgelere nifuz etmesindeki degiskenlik, disik besin elementi kosullari gibi) adaptasyonlari
onlarin karasal muadillerinden daha farkl, kesfedilmemis ve aktif metabolit Ureticileri
yapmaktadir. Bu derlemede lakkazin Uretimi, optimizasyon c¢aligsmalari, deniz orjinli lakkaz
kaynaklarinin 6nemi ve gelisen uygulama alanlari hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Lakkaz, Deniz orjinli fungus, Optimizasyon, Parcalanma

Marine-Derived Fungal Sources and Laccase Production

Abstract: Laccases (EC 1.10.3.2) have important properties such as not requiring an
additional cofactor, significant stability, and a wide range of substrate including phenolic and non-
phenolic compounds. There are many fungi from which the laccase enzyme is obtained for using
in industrial processes. However, new laccase sources with properties such as high redox
potential, salt tolerance and hot-cold adaptivity are still being investigated for these the processes.
The efficacy of fungal laccases in degradation of persistent and hardly degradable compounds
has also been reported many times. Although many laccase-producing fungi from terrestrial
systems have been researched, the production process has been optimized and applied to
industrial and environmental processes, laccase research and applications from marine origin
fungi are limited. However, the adaptation of marine origin fungi to stress factors in marine
environments (such as variable pH, temperature, pressure, variability in the penetration of sunlight
to different depths, low nutrient conditions) makes them different, unexplored and active
metabolite producers than their terrestrial equivalents. In this review, information was given about
laccase production, optimization studies, importance of marine laccase sources and developing
application areas.

Key words: Laccase, Marine-derived fungi, Optimization, Degradation

al., 2019). Ek olarak, bitkisel

enzimi (benzendiol, oksijen

lignifikasyon
delignifikasyon, yara iyilesmesi, pigment sentezi, anti-

oksidorediiktaz, EC 1.10.3.2) polifenol oksidaz ailesine ait
olup birgok organik bilesigin oksidasyonunu Kkatalizler
(Mainardi et al., 2018). Bunun yaninda hem fenolik ve
fenolik olmayan lignoselilozik bilesenleri hem de gevreyi
kirleten kimyasal maddeleri okside edebilirler (Wikee et

stres regulasyonu ve fungal morfogenez gibi bircok
fizyolojik fonksiyonlari da bulunur.

Lakkaz enzimi bitkilerde, funguslarda,
prokaryotlarda ve bodceklerde bulunur (Mainardi et al.,
2018). Bu organizmalar icerisinde en etkili lakkaz tretimi
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yapan tur Basidiomycota filumuna ait funguslarda
go6rulmastar. Bu funguslar, lignini parcaladiktan sonra
kalan odun Uzerinde beyaz toz bir kalinti birakmasindan
dolayr genelde beyaz-¢urik¢ll funguslari olarak
adlandirilirlar. Son yillarda, bu enzimler 6zellikle tekstil
boyalarinin biyoparcalanma ve biyoiyilestirmelerinde
kullaniimaktadir. Boyalar sentetik aromatik bilesikler olup,
tekstil, kagit, kagit hamuru gibi endustrilerde kullanilir
(Barathikannan et al., 2017). Ozellikle tekstil endustrisinin
attk sulart  sulu ortamlar i¢in ciddi bir tehlike
olusturmaktadir. Tekstilde kullanilan bazi boyalar bu sulu
ortamda yasayan mikroorganizmalar, bitkiler ve baliklar

icin zararli olabilecedi gibi insan hayatini tehdit
edebilecek derecede organlari etkileyebilir ve saglik
problemlerine yol acabilir (Bonugli-Santos et al., 2016).

Bu zararli etkilerini gidermek Uzere lakkaz
enzimlerinin dzellikle deniz orijinli funguslardan elde
edilmesi  6nemli  olabilir, c¢unkll deniz  kokenli
mikroorganizmalar dogdal olarak okyanuslardaki ekstrem
sicakliga, asiditeye, basinca ve/veya tuz
konsantrasyonuna adapte olmustur. Bu calismada da
lakkaz enziminin elde edildigi denizel ortamlarda yasayan
funguslar ve kullanim alanlari irdelenmigtir.

Tablo 1. 2015 yilindan beri lakkaz Uretimi icin kullanilan bazi fungus tirleri, yéntem ve verim artisi

Fungus adi Kullanilan yéntem Verimlilik Referans
Pleurotus  ostreatus Kati Faz Fermantasyonu- 5.7 kat artis Karp et al., 2015
(Jacg.) P. Kumm. Plackett—-Burman tasarimi
(Istiridyemantari) ve Merkezi Kompozit
(Sesli ve ark., 2020) dizayni-Seker Kamisi

Kispesi

Tricholoma Kati Faz Fermantasyonu- 10.8 kat artig Patel and Gupte,
giganteum Proses parametrelerinin 2016
Massee AGHP optimizasyonu ve

saflagtirma
Trichoderma Kati Faz Fermantasyonu- 8.09 katartis  Bagewadi et al., 2017
harzianum Rifai Plackett—-Burman tasarimi
HZN10 (Ug yesilkif) ve Yuzey-Yanit metodoloji
(Sesli ve ark., 2020)
Trametes versicolor Kati Faz Fermantasyonu- 2.1 kat artig Adekunle et al., 2017
(L)) Lloyd Buharla 6n islemden
(Hindikuyrugu) (Sesli gegcirilen misir sapi
ve ark., 2020)
Aspergillus flavus Batik Kultir Fermantasyonu- 4.6 kat artis Ghosh and Ghosh,
Link PUF5 (Cibil “her seferinde bir degisken” 2017
asper) (Sesli ve dizayni ve Merkezi Kompozit
ark., 2020) dizayni
Marasmiellus Kati Faz Fermantasyonu- 17.6 kat artis Chenthamarakshan
palmivorus Sharples Taguchi tasarimi _(DOE) etal. 2017
LA1 metodolojisi
Ganoderma lucidum Batik kdltdr ve Kati Faz 16.0 katartis  Rodrigues et al., 2019
(Curtis) P. Karst fermantasyonu- Plackett—
(Reysi) (Sesli ve ark., Burman tasarimi
2020)
Myrothecium Batik Kultdr Fermantasyonu-  1.45 kat artis Agrawal et al., 2019
verrucaria (Alb. & Yuzey-Yanit metodolojisi
Schwein.) Ditmar
ITCC-8447
(Beyazvirgul) (Sesli
ve ark., 2020)
Trametes versicolor Kati Faz Fermantasyonu- 4.0 kat artis Xu et al., 2020

Merkezi Kompozit dizayni -
Cay kalintilar

1. Lakkaz Enzimi ve Aktivitesi
Lakkaz enzimi 1883 yilinda dinyada ilk tanimlanan
enzimlerden bir tanesidir. Genis bir substrat spektrumu

vardir ve son elektron alicisi olarak molekuler oksijeni
kullanir. Lakkaz ile katalizlenen bir oksidasyon
tepkimesinde ilk elektron alicisi enzimin ylzeyine yakin
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yerde bulunan bakir T1 molekllidir. Fenolik bilesikleri
fenoksil radikallere okside eder. Lakkazlar hem katabolik
(lignin  ve humus parcalanmasi) hem de anabolik
(polimerik pigment sentezi, kutikul sklerotizasyonu,
lignifikasyon, toprak organik materyalinin
humidifikasyonu)  reaksiyonlari  katalizler. Redoks
potansiyellerine gore dusuk ve yliksek redoks potansiyelli
enzimler olarak iki gruba aynlir. Dusuk redoks
potansiyeline sahip lakkaz enzimleri bakterilerde,
bitkilerde ve boceklerde bulunurken, yiksek redoks
potansiyeline sahip lakkaz enzimleri funguslarda bulunur
(Janusz et al., 2020).

Lakkaz enziminin hem organik hem de inorganik
substratlari bulunur. Bunlar fenoller, ketonlar, fosfatlar,
askorbatlar, aminler ve lignindir. Ozellikle fungal lakkaz
enziminin  lignin  pargalanmasinda rol oynadig
disunilmektedir ve bu sebeple de Basidiomycota
(beyaz-curike¢ul funguslar) grubuna ait fungal lakkaz
enzimleri olduk¢a 6nem tasir. Fungal lakkaz enzimleri
ekstraselller enzimlerdir ve yaklagik 520-550 amino
asitik monomerik  glikoproteinlerdir  (glikozillenmis
formlari 60-70 kDa'dur). Ug farkli kupredoksin benzeri
domain igerirler (Mehra et al., 2018).

Cok genis capta substrat kullanabilme yetenekleri
ve koenzim ihtiyag duymadan yuksek etkinlik
gosterebilmeleri sayesinde delignifikasyonda, kagit
hamuru yapiminda ve biyoyakit yapimi igin biyokutlenin
on islenmesi esnasinda, atikk su uygulamalarinda,
ksenobiyotiklerin parcalanmasinda ve boyalar igin renk
giderimi ajani olarak da basarili bir sekilde kullanilir.
Ozellikle renk gideriminde lakkazlar ucuz, giivenilir ve
etkili bir ydntem olarak karsimiza ¢gikmaktadir (Géralczyk-
Binkowska et al., 2020).

1.1 Funguslardan Lakkaz Uretimi

Lakkaz Uretimi en ¢ok Basidiomycete grubunda
gOrilir. Fungal lakkazlarin Gretiminde en iyi Gretim yapan
fungus tlrinin segilmesi ve kiltir kosullarinin
optimizasyonuyla yiksek verim elde edilebilir (Rodrigues
et al.,, 2019). Lakkazlarin Uretim maaliyeti ve etkinligi
blylk olgekli uygulama alanlari i¢cin  6nemlidir.
Lakkazlarin Uretim oranlarini arttirmak icin  ortam
bilesenlerinin optimizasyonu saglanabilir veya cesitli

2. Deniz Orijinli Funguslar ve Lakkaz

2.1 Denizel ¢evrelerde funguslar

Denizel ortamlar mikroorganizma (tahminen
3,67x10%) agisindan gok zengin gevrelerdir (Theerachat
et al., 2018). Bu ortamdaki mikrobiyal topluluklarin
(bakteriler, funguslar, algler, planktonlar ve Vvirlsler)
6nemli birer ekolojik goérevi oldugu dusunlimektedir
(Bonugli-Santos et al., 2015).

Deniz orijinli funguslar stingerler ve sdlenteralarla
iligkilidirler ve organik bilesiklerin pargalanmasindan
sorumlu olduklari disinidlmektedir (Wikee et al., 2019).
Deniz kiyisal cgevrelerinde lignoselllozik substratlarin
parcalanmasinda da etkin rolleri bulunmaktadir. Denizel
funguslar deniz suyu varliginda blyimelerine goére
obligat veya fakdltatif olarak iki grupta toplanabilir. Obligat

lignin iceren materyaller substrat olarak kullanilabilir
(Goralczyk-Bihkowska et al., 2020). Endustriyel amagla
kullanmak Uzere lakkaz enziminin elde edildigi birgok tur
bulunur. Son yillarda 6zellikle istatistiksel dizaynlarin
lakkaz  Uretim  optimizasyonu igin kullanildigi
gorilmektedir. Bu istatistiksel yontemler (retim
sUrecindeki varyasyonlari da hesaplarken; klasik tek
faktorin galisildigr optimizasyon yontemi zaman alicidir
ve yetersiz bir  segim oldugu bildirilmistir
(Chenthamarakshan et al., 2017). 2017 yilinda Taguchi
tasarimi (DOE) metodolojisi ile Marasmiellus palmivorus
LA1 susunda 17.6 kata varan lakkaz Uretim verimi
saglanmistir. Ek olarak Merkezi Kompozit dizayni,
Plackett—-Burman tasarimi, YUzey-Yanit metodolojisi
kullanilan diger yéntemler arasinda sayilabilir (Tablo 1).
Wang ve ark. (2019) tarimsal atiklardan lakkaz tretiminde
batik kultir ve kati faz fermentasyon ydntemlerini
karsilastirmiglardir. Uriin verimliligi kullanilan substrata
gore farkhhk géstermigtir. Junior ve ark. (2020) Pleurotus
sajor-caju (Fr.) Singer (Yaman kaplanmantari) (Sesli ve
ark., 2020) turinden 3. gunde 539.3 U/L verimlilikte
lakkaz Uretimini saglamiglardir. Elde ettikleri lakkazi
saflastirmak igin de sivi iki fazli sistem kullanmiglardir ve
potansiyel olarak bu yoéntemin kullanilabilecegini 6ne
surmuslerdir. Baska bir c¢alismada, Marasmiellus
palmivorus LA1 susundan kati faz fermentasyonu ile
lakkaz Uretiminde Taguchi yontemiyle optimizasyon
yapmislar ve basarili olmuslardir (Chenthamarakshan et
al.,, 2017). Rodrigues ve ark. (2019) ise Ganoderma
lucidum ’dan vyari batik ve kati faz fermentasyon
yontemleriyle dnemli derecede lakkaz Uretebildiklerini
bildirmislerdir.

Son yillarda karasal bolgelerde funguslardan
lakkaz elde edilmesi ve bunlarin endustrideki
kullanimlarina iligkin ¢ok fazla c¢alisma bulunurken,
denizel ortamlarda yasayan funguslardan lakkaz elde
edilmesi Uzerine ¢ok ayrintili ¢alisma bulunmamaktadir.
Halbuki, bu funguslardan elde edilecek lakkaz enzimi
ekstrem pH, basing, sicaklik, vb. gibi kosullara dayanikh
olacaktir. Dolayisiyla kalici bilesiklerin biyoiyilestirmeleri
icin uygulama potansiyelleri oldukc¢a yiksektir

olan funguslarin biylimesi ve sporulasyonu denizel
ortamda veya nehir agizlarinda gergeklesirken, fakdltatif
olanlar karasal ortamda veya tatli suda yasarken denizel
ortamda da blyldmeleri ve sporulasyonlari
gercgeklesebilir. “Deniz orijinli fungus” denmesinin bir
sebebi de denizel drneklerden izole edilen funguslarin
obligat veya fakultatif olarak siniflandiriimamasindan
kaynaklanir. Deniz orjinli funguslar genellikle mangrov,
deniz cayirlari, sediment O&rnekleri, sungerler veya
alglerden izole edilmigtir (Bonugli-Santos et al., 2015;
Mainardi et al., 2018; Ben Ali et al., 2020; Jia et al., 2020).

Deniz orijinli funguslar yuksek tuz
konsantrasyonlarina, oligotrofik kosullara, ekstrem pH ve
sicakliklara karsi  direncglidir. Bu  organizmalarin

242



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2021)12(2)240-246

kullaniimasinin diger bir avantaji da tekstil boyasi atiklari
gibi tuzlu ve alkali proseslerde kullanilabilmeleridir. Ayrica
Dunya’daki su rezervlerinin tikenmesi ve kurakligin
artmasi sebebiyle Uretimde deniz suyunun kullanilacak
olmasi da dider bir avantaj olarak gérulebilir (Mainardi et
al., 2018). Gunumuzde denizel ortamlardan izole edilen
suslardan aljinat liyaz, amilaz, seliilaz, kitinaz, glukosidaz,
inulinaz, keratinaz, ligninaz, lipaz, nikleaz, fitaz, proteaz,
lakkaz ve ksilanaz gibi enzimler elde edilmistir. Bu
enzimlerin yUksek miktarda Uretimleri ¢ogunlukla yari
batik fermentasyonla gergeklestiriimistir (Bonugli-Santos
et al., 2015).

2.2 Deniz orjinli funguslardan lakkaz tGretimi ve
uygulama alanlari

Denizel ortamlardaki funguslardan elde edilmis
olan lakkaz enzimlerinin bildirilen optimum c¢alisma pH
araligi lakkazin kendi 6zelligine gére degismektedir. pH 3
gibi asidik ortamda aktivite gdsteren lakkaz enzimi de
bulunurken, pH 8 gibi alkali ortamda aktivite gdsteren
lakkaz enzimi de mevcuttur. Aktivite gosterdigi optimum
sicakligi 45 °C olan lakkaz enzimi bildiriimigken, 70 °C’de
belirli bir sire aktivite gosterebilen lakkaz enzimleri de
mevcuttur (Theerachat et al., 2018). Bu sebeple de izole
edilen sustan uretilen lakkaz enziminin optimum kosullari
da belirlenmelidir.

Fungal lakkaz Uretimini laboratuvar ortaminda
saglamak ve hatta arttirmak icin en 6nemli
basamaklardan birisi besiyeri optimizasyonudur. Bunun
icin de karbon kaynaklari ve bakir iyonlari en dnemli
uyaranlardir (Passarini et al., 2015), ancak besiyerinin
tuzluluk orani ve azot kaynadi da olduk¢ca &nemlidir
(Theerachat et al., 2018). Bazi c¢alismalarda farkli
oranlarda yapay veya dogal deniz suyu iceren ortamlarda
lakkaz Uretim ¢alismalari yapilmistir. Deniz suyu iceren
ortamlardaki lakkazlarin Uretimi ve fungal kolonilerin
gelisiminin incelenmesi; deniz orjinli funguslarin gevreye
adaptasyonunu test etmek i¢in dnemli bir noktadir. Cesitli
calismalarda deniz suyu igeren ortamlarda deniz orjinli
funguslarin pargalayici enzimleri urettigi gosterilmistir
(D'Souza et al., 2006; Raghukumar et al., 1999).

Deniz orjinli  funguslardan lakkaz Gretiminin
varligini kati besiyerinde test etmek igin cesitli indikatér
bilesikler kullanilir. Bu indikatdr bilesikler guaiacol, ABTS
(2,2"-azino bis (3-ethylbenzothiazoline-6- sulphonic
acid)), siringaldizin olabilir. Enzimlerin Gretimi fungal
koloninin etrafinda veya altinda renk degisimlerinin (yesil,
kirmizi, kahverengi) olugsmasi ile tespit edilir (Patel and
Bhaskaran, 2016; Atalla et al.,, 2010; D'Souza et al.,
2006). Lakkaz aktivitesi ise daha c¢ok ABTS
oksidasyonuna bagl olarak dlgulmektedir. Yontemler ve
kullanilan besiyerleri genellikle karasal sistemlerden izole
edilen funguslar i¢in kullanilanlar ile benzer olmakla
birlikte; besiyerine degisen oranlarda deniz suyunun
eklenmesiyle modifiye ortamlarda kullanilabilir.

Denizel funguslardan lakkaz enziminin Uretimine
iliskin galismalar mevcuttur. 2015 yilinda Passarini ve ark.
deniz orjinli Nigrospora Zimm. (Karaspor) ve Arthopyrenia

A. Massal. (Karabenli) (Sesli ve ark., 2020) cinslerinden
lakkaz Uretebildiklerini bildirmislerdir. Abeer ve ark.
(2015) deniz orjinli Alternaria tenuissima (Kunze)
Wiltshire (Narinkdf) (Sesli ve ark., 2020) NRC 9 susunun
lakkaz Uretiminde oldukga aktif oldugunu ve bu
organizmadan elde edilen lakkazin birgcok biyoproseste
kullanilabilecegini 6ne surmiuglerdir. Mainardi ve ark.
(2018) Peniophora Cooke (Dalsusu) (Sesli ve ark., 2020)
CBMI 1063 susundan lakkaz Uretimini hem galkalamali
tankta hem de airlift biyoreaktorlerde
gerceklestirmiglerdir. Calkalamali tankta daha ylksek
seviyede Urettiklerini bildirmiglerdir. Bu susun endistriyel
anlamda lakkaz dretimi icin kullanilabilecedini 6ne
surmuslerdir.

Deniz  orjinli  lakkazlarin  &zellikle ¢evre
biyoteknolojisi alaninda  uygulanabilirligi  yUksektir.
Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH’lar)
parcalanmasi buna 6rnek verilebilir. PAH’lar iki veya daha
fazla benzen halkasi igeren aromatik hidrokarbonlar olup
ekosistemi ciddi sekilde tehdit eden kirleticilerdir. Bunun
yaninda toksisiteleri, karsinojenisiteleri, mutajenisiteleri
ve biyoparcalanmaya karsi olan direnglilikleri sebebiyle
bu molekullerin dogada pargalanmasi ¢ok énemlidir. Bu
maddelerin kaynaklari fosil yakitlar, katran, odun, ¢opler,
atiklar, kullanilmis motor vyaglari ve yag filtreleri,
¢coplerin/atiklarin yakilmasi ile petrol doékilmesi veya
bosaltiimasidir. PAH ayni zamanda denizel ortamda
bulunabilir. Derin denizlerde bu maddenin
biyopargalanmasi ylksek basingta ve disuk sicaklikta
metabolik  aktivitenin  azalmasi veya bakterilerin
blylmesini sinirlamasi sebebiyle olduk¢a zordur
(Theerachat et al., 2019). Dolayisiyla da bu ekstrem
kosullara adapte olabilen veya tolerans gosterebilen
denizel funguslardan elde edilecek enzimler bu amagla
kullanilabilir. Yakin zamanli bir c¢alisma olan Atlantik
okyanusu kiyilarindan izole edilen Mucor irregularis
Stchigel, Cano, Guarro & Ed. Alvarez bpol susu ile PAH
pargalanmasi yiksek miktarda lakkaz ve mangan
peroksidaz Uretimine bagh olarak dogrulanmistir
(Bankole et al., 2021a). Son yillarda denizel funguslardan
lakkaz enziminin Uretilebilmesi oldukca ilgi ¢ekici hale
gelmistir ve bu funguslarin cevredeki kalici bilesikleri
parcalama potansiyeli ile ilgili raporlar artmaktadir. Cesitli
endustrilerin  yogun renkli atiklarinin dekolorizasyon
calismalarinda da deniz orjinli funguslar uzun yillardir
kullaniimaktadir. Bu renkli atiklarin 6zellikle sucul gevrede
meydana getirdikleri sorunlar (toksik ve mutajenik etki,
glines 1s1ginin alt tabakalara ulagsmasinin engellenmesi,
birincil Gretimin azahigi gibi) distnildiginde deniz orjinli
fungal lakkazlarin ©6nemi ve c¢evresel proseslere
entegrasyonunun gerekliligi anlasiimaktadir. Tablo 2’'de
denizel ¢cevrelerden izole edilen bazi funguslar ve lakkaz
enzimlerinin  uygulama alanlari  yer almaktadir.
Dekolorizasyon caligmalariyla baglayan deniz orjinli
fungal lakkaz arastirmalari ginimuizde, PAH’larin ve
hatta ilaclarin pargalanmasina kadar uzanmaktadir.

243



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Tablo 2. Lakkaz Uretici deniz orjinli funguslar ve uygulamalari

Ekim(2021)12(2)240-246

Deniz orjinli fungus

Uygulama

Referans

Flavodon flavus
Klotzsch

Poly-R, Poly B-411, Azure B,
Brilliant green, Congo red, ve
Remazol brilliant blue R-
Dekolorizasyon

Raghukumar et al., 1999

Cerrena unicolor
(Bull.) Murrill (Katmerlimantar)
(Sesli ve ark., 2020)

Congo red, Trypan blue,
Methylen blue, Aniline blue-
Dekolorizasyon

D’'Souza-Ticlo et al., 2009

Cerrena unicolor,
Coriolopsis byrsina (Mont.)
Ryvarden,
Diaporthe sp. (Nitschke)
(Gurgencibani) (Sesli ve ark.,
2020),
Pestalotiopsis sp. Steyaert

Boya igeren tekstil atiklarinin
giderimi ve detoksifikasyonu

Verma et al., 2010

Fusarium solani (Mart.) Sacc.
(Patates solduran) (Sesli ve
ark., 2020) (mangrov)

Antrasen ve benz[a]antrasen
parcalanmasi

Wu et al., 2010

Alternaria alternata
(Fr.) Keissl. (Astimkufa) (Sesli
ve ark., 2020)

Reactive black ve Crystal violet-
Dekolorizasyon

Abd El Aty and Mostafa, 2013

Trichoderma sp. Pers. (Yesilkuf)
(Sesli ve ark., 2020)

Malachite green-
Biyoparcalanma

Saravanakumar et al., 2014

Alternaria tenuissima

Congo red ve Crystal violet -
Dekolorizasyon

Abd El Aty et al., 2016

Peniophora sp.

Reactive Black 5-
Dekolorizasyon

Bonugli-Santos et al., 2016

Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckf. & Nirenberg
(Kaba Yesilkif) (Sesli ve ark.,

2020)

Remagzol Brilliant Blue R,
Reactive Black 5, Direct Red 75,
Acid Orange 51 ve Turquoise
Blue-Dekolorizasyon

Ben Ali et al., 2020

Alternaria sp. Nees D21
(Arikufu) (Sesli ve ark., 2020)

Methyl orange, Acid green 3,
Methylene blue, Remazol
Brilliant Blue R, Crystal violet ve
Congo red

Toker et al., 2021

Mucor irregularis bpol

Floren (PAH) pargalanmasi

Bankole et al., 2021 (a)

Aspergillus aculeatus
Lizuka (Sivri asper) (Sesli ve
ark., 2020)

Olsalazin (anti-inflamatuar ilag)
parcalanmasi

Bankole et al., 2021 (b)

Sonug

Deniz ortamlari oligotrofik kosullar, degisken
sicaklik, pH, basing, agir metaller, giines isiginin farkl
derinlige sahip bodlgelere niifuz etmesindeki degiskenlik
gibi birgok stres faktoriinli icermektedir. Burada yasayan
deniz orjinli funguslarin hiicre disi enzimlerinin bu kosullar
altinda uzun sudre aktivitesini korumasi beklenir. Bu
enzimlerden lakkaz, ¢evrede inatgi ve kalici bilesiklerin
parcalanmasi prosesleri icin olduk¢ca uygundur. Bu
durumun nedenleri arasinda ek bir kofaktdr
gerektirmemesi, aktivite igin basit gereksinimlerinin
bulunmasi ve substrat araliklarinin oldukga genis olmasi
sayllabilir. Lakkazlarin bu 6zellikleri deniz gibi ekstrem
ortamlardaki stabiliteleri ile birlesince umut vaadedici

sonuglar ortaya cikmaktadir. Ornegin endistriyel atik
sular global bir ¢evre sorunudur. Denizden izole edilen
fungal suslarin lakkaz enzimlerinin yine alkalin ve yiksek
tuz icerigine sahip endustri atiklarinin gideriminde desarj
oncesi kullanimi ileri galismalar igin dnerilmektedir. Ancak
her organizmanin lakkaz enziminin oksidatif glcu
degiskendir. Deniz orjinli lakkaz enzimleri henuz tam
olarak tanimlanmamistir ve bu nedenle daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Deniz orjinli funguslar,
¢ok sayida heniiz kesfedilmemis enzim ve biyomolekiil ile
donatiimigtir. Denizel funguslarin gesitliligini kesfetmek,
enzimlerini ve sekonder metabolitlerini tanimlamak;
gelecekteki uygulamalar icin 6nem arz etmektedir.
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