


DULCE . LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
UNIVERSITES]

Morchella importuna M. Kuo, O'Donnell & T.J. Volk MANTARININ

DOGAL VE KULTURLENMIS MiSELLERINi SITOTOKSISITE,

ANTIKARSINOJEN, ANTIMIKROBIYAL ETKISININ IN VITRO
INCELENMESI

SELIME SEMRA EROL

DOKTORA TEZi
DOGAL VE BITKIiSEL KOZMETIK URUNLER ANABILIiM DALI

DANISMAN
DOC. DR. SEMSETTIN KULAC

DUZCE, 2023



T.C.
DUZCE UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

Morchella importuna M. Kuo, O'Donnell & T.J. Volk MANTARININ

DOGAL VE KULTURLENMIS MISELLERINI SITOTOKSISITE,

ANTIKARSINOJEN, ANTIMIKROBIYAL ETKISININ IN VITRO
INCELENMESI

Selime Semra EROL tarafindan hazirlanan tez ¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan Diizce
Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitisii Dogal ve Bitkisel Kozmetik Uriinler Anabilim
Dali’'nda DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Tez Danismam
Dog¢.Dr. Semsettin KULAC

Diizce Universitesi

Jiiri Uyeleri

Dog.Dr. Semsettin KULAC
Diizce Universitesi

Dog.Dr. Caglar AKCAY
Diizce Universitesi

Dog.Dr. Ayse IKINCI KELES
Aksaray Universitesi

Dog¢.Dr. Hakan ALLI
Mugla Sitk1 Kogman Universitesi

Dr.Ogr.Uyesi Tiilay BICAN SUERDEM
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 24/07/2023



BEYAN
Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
asamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢aligsilmasi
ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan

ederim.

24 Temmuz 2023

Selime Semra EROL



TESEKKUR

Doktora 6grenimimde ve bu tezin hazirlanmasinda gosterdigi her tiirli destek ve yardimdan

dolay1 ¢ok degerli hocam Dog Dr. Semsettin KULAC a en igten dileklerimle tesekkiir ederim.

Tez ¢alismam boyunca degerli katkilarini esirgemeyen degerli hocam Dog. Dr. Zeynep Gilines

OZUNAL’a siikranlarimi sunarim.

Tez ¢alismamda en zorlandigim ve karamsarliga kapildigim anda kiymetli akademik bilgileri
ve manevi destegi ile yanimda olan sevgili hocam Dog.Dr. Ayse IKINCI KELES e ¢ok tesekkiir

ederim.

Sevgili hocam Dr. Ogretim Uyesi Tiillay BICAN SUERDEM ve sevgili hocam Dr.Ogr.Uyesi
Giilgin OZCAN ATES’e mikrobiyolojik ¢alismalarimda yol géstericilikleri igin tesekkiir

ederim.

Arazi galigmalarimda desteklerini esirgemeyen hocalarim Prof.Dr. Ertugrul KAY A’ya tesekkiir
ederim. Arazi galismalari, morfolojik ve molekiiler tanimlamada destegi i¢in Prof.Dr. Ilgaz

AKATA’ya tesekkiir ederim.

Cok krymetli hocam, Do¢.Dr. Hakan ALLI’ya akademik hayatim boyunca bana kattig1 deger,
bilgiler ve tezimin her agsamasinda yanimda olarak manevi destegi ile bana gii¢ verdigi i¢in

sonsuz tesekkiirler.

Bu calisma boyunca sabir ve hosgorii ile bana destek olan sevgili aileme ve esime, ayrica
caligmamin tiim asamalarinda benimle birlikte olan Deniz ve Bulut’a sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Bu tez calismasi, Diizce Universitesi 2021.02.02.1269 numarali Bilimsel Arastirma Projesiyle

desteklenmistir. Diizce Universitesine tesekkiir ederim.

24 Temmuz 2023 Selime Semra EROL



ICINDEKILER

GORSELLER .........coooiiiiiiisie ettt IX
SEKILLER..........ooo oo e ettt et e e et ettt s e e enen e X
TABLOLAR . ...t nnee s XI
SIMGELER VE KISALTMALAR ......oooioiiiioeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeee s Xl
OZET ..., X1
ABSTRACT oo X1V
EXTENDED ABSTRACT .ottt XV
Lo GIRIS oottt ettt ettt en s 1
2. LITERATUR OZETI.......cccccoovviiiiiiiiiiicsie e 1
2.1.  TAKSONOMIK CALISMALAR ............cocovvimviiinrieinsiissessessosseessssies s 1
2.2, MANTAR URETIMI ........c.cccoooiiiiiiiiiieiseeeec s 1
2.3. ANTIMIKROBIYAL ETKi VE ANTIKANSEROJEN CALISMALAR........... 2
2.3.1.  AntimiKrobiyal ETKi.........ccccooviiiiicie e 2
2.3.2.  ANntiKanSerojen ETKi:........cccoi oot 3

3. GENEL BILGILER .........cccccecoiiiiiiiiiiecse e 4
3.1, MAKROMANTARLAR .....coooiiiiriimressesseesiees e 4
3.2, TIBBI MANTARLAR .........co.ccooooiiiimiimrieeeieeeeeeesseseeesseesssosesssses s sees s 9
3.2.1. Kuzugibegi Mantari (MOrchella spp.) ..., 9
3.2.1.1.  Kuzugobegi Mantart Isimlendirilinesi ..............cccoowreveesvnerevrssssssssssonn, 10
3.2.12.  Kuzugobegi Mantart TaKSONOMISI ..............cc.eveeerrerresrssrsssesssesssssseessonns 10
3.2.1.3.  Kuzugobegi Mantarinin TARIML ..............c..covveevevereesresresssssessssssssssssin 10
3.2.1.4.  Kuzugobegi Mantarinun Yasam DORGISii...........oo.ovreeeevverereeerisrssseessessen, 11
3.2.1.5.  Kuzugobegi Mantarinin Ekolojik IStekleri............o..owevveerevereerrsrnernnnnne. 13

a. Yetisme Alanlar: Siirekli Olan Mantarlar ...............c...cocoviviiiiieiiiiniiinesnnn 13



b. Yetisme Alanlar: Gelisigiizel Olan Mantarlar..............cccccocevveviiiiiiiiinnnnnn. 13

3.2.1.6. Kuzugobegi Mantarinin Ekonomik Degeri ...........cccccoceuveieiviiiiinieenneninnn, 14
3.2.1.7.  Tiirkiye'de Kuzugobegi Mantart Dagilimi.............c.ccccocccovveiiniiiiieiininnnns 14
3.2.1.8.  Kuzugébegi Mantarinin Tibbi OzellikIeri ..............coeveveveverevereeererererenenanns 17
3.2.1.9.  Kuzugobegi Mantarinin Kiltiirii: ........cc.ccooovviiiiiiiiiiii e 17

4, MATERYAL VE YONTEM ......cooooioeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 21
4.1. MANTAR ORNEKLERININ TOPLANMASI .........cccecovveivieieeeeeeeeeeesenens 21
4.2.  MANTAR ORNEKLERININ MORFOLOJIK TESHISI ........c.ccccccoeevevennnn, 24
4.3. MANTAR ORNEKLERININ MOLEKULER TESHISI..........c.cccoccoovvviininnnn, 26

44. MANTAR ORNEKLERININ DOKU KULTURU iLE COGALTILMASI .... 26

4.4.1. Besiyeri Hazirlama ................cccooiiiiiiiiii e 27
a.  Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ......cooveciiieiieie s 27

b.  Patates Dekstroz Agar (PDA).......cccoiiiiiiiieiesesee e 27
4.4.2. Doku Kiltiirii CaliSmasi:............cccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
4.4.2.1. Saf Kiiltiirlerin Doku Kiiltiirii ile Elde Edilmesi ................c.cccccooinnnnnnnnn. 28
4.4.2.2. Elde Edilen Saf Kiiltiirlerin Cogaltilmasi .................cccccovviiviiiiiicninnnnnnn, 29

4.423. Dogal Mantar Ornegi ve Kiiltiirlenmis Miselyumun Ekstraksiyon igin

HAZIFIANIMAST ... s 30
4.4.2.4. Dogal Mantar Ornegi ve Kiiltiirlenmis Miselyumun Ektraksiyonu ............ 32

45. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFIiSIi ANALIZI (HPLC)

33
45.1. Kimyasallar ve TepKIMEIEr ... 33
45.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC-DAD) Kosullari........... 34
4.6.  ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE TAYINI .....ccccoooniiniiicnn, 34
4.6.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayini icin Kullanilan Suslar .............................. 34
4.6.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini icin Kullanilan Yontemler:........................ 34

4.6.3. Inokiilum Siispansiyonu ve Ekstrakt Iceren Disklerin Hazirlanmasi......... 34



4.6.3.1.  INnOKGIUM RAZIFIARIMAST.c....ooveeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeee e e eeeeeeeeeeeeaeeeeeteeseeseesaeans 34

4.6.3.2.  Ekstrakt iceren disklerin hazirlanmasi ..............cc.cccccoveveeeiiiineeciiiieee e 35

4.6.4. Disk Diftizyon YONtem............cccooiiiiiiiiiiiiiic e 35
4.6.5. TIstatistiksel ANAlZ ..............cc.coeveviveviieieiiceieiece e 36

4.7. HUCRE KULTURU CALISMALARL...........cccccsiiiieeeeeee e, 36
4.7.1. L1929 (Fare Fibroblast) Hiicre Hattinda Sitotoksisite Testi......................... 36
4.7.2. SCOV-3 Over Kanser Hiicre Cogalmasi ve Sitotoksisite Testi.................... 38

9. BULGULAR ..ttt 40
5.1. MANTAR ORNEKLERININ MORFOLOJIK TESHISI ..........c.cccooovvvvnnnnn, 40
5.2. MANTAR ORNEKLERININ MOLEKULER TESHISI..........c.cccccoovvvvvninnn, 40

5.3.  YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC) ANALIZi

42
5.4. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE TAYINI .....ccoooooiiiniiiiiicens 44
5.5. HUCRE KULTURU CALISMALARL...........c..c.cccecevviiiiieirnsinsissensenesinienenes 44
5.5.1. L929 (Fare Fibroblast) Hiicre Cogalmasi ve Sitotoksisite Testi .................. 44
5.5.2. SCOV-3 Over Kanser Hiicre Hattinda Sitotoksisite Testi ......................... 45
6. TARTISMA ve SONUC ........cccooiiiiiiii it 47
7. KAYNAKLAR ... 52

OZGECMIS ..ottt ettt en e 61



GORSELLER

Gorsel 1. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Kuzugdbegi Mantari Pilot {iretim Tesisi

£SO OPPSRTR 19
Gorsel 2. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Kuzugdbegi Mantari Pilot tiretim Tesisi
£SO RTOPPRRTR 19
Gorsel 3. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Kuzugdbegi Mantari Pilot {iretim Tesisi
S0 OSSPSR 20
Gorsel 4. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Kuzugobegi Mantar1 Pilot {iremi [80].
.................................................................................................................................................. 20
Gorsel 5. Mugla Giirleyik Koyli Arazi CaliS/mast .....ceeeiieiiiiieiiiiiniiiesniee e 23
Gorsel 6. KuzugOobegi MaANTarT ........ccveiiiiiiiieiiiie ettt 23
Gorsel 7. Laboratuvara Getirilen Kuzugobegi Mantari OrnekIeri...........coooevrcurrirererienennne, 25
Gorsel 8. Laboratuvara Getirilen Kuzugobegi Mantart Ornekleri..............ocoeevecuerivererecennse, 25
Gorsel 9. Besiyeri Hazirlama. ..o 27
Gorsel 10. BeSIYEri STEIIASYONU ......c.oiiiiiiiiiiiiiisieiee e 28
GOrsel 11, Saf KUIUIIEL.......cciiiiiiiiicieie et 29
Gorsel 12, Saf KUIUIIET.......cuoiiiiiee e 29
GOTSEl 13, SE2LABFD.....c.oiiueeiiieieeie ettt ettt et ste s e sbeesbeeneesreenteeneeaseenseans 30
GOTSel 14, SE2LABM ..ottt sb et b et b et e e be b 31
Gorsel 15. OFHtHIMIs SE2I48FD ......c.cevevreceeeeeieeeecee et eseete et es ettt es et en et 31
Gorsel 16. OZHtiHImils SE2148M.......coceiireiiirireiieieieiee et 31
Gorsel 17. Rotary Evaporatorde Extrakt Coziiciilerinin Ugurulmast .........cc.ccceevvviiiiiinninnnne. 32
Gorsel 18. SE2148M EKStraktt (SEL).....coiiiiiiiiiiiiiieieee e 33
Gorsel 19. SE2148FD EKSLAKE (SE2) ...c.vveiiiiieeieeiesiie ettt 33
Gorsel 23. Antimikrobiyal AKLIVItE TSt ........occviviiiieieieie e 35
Gorsel 24. Disk Difizyon YONTEMI .......cveiviiiieiiiiieieeeee e 36
Gorsel 25. 1.929 Fare Fibroblast HUCTEST ......cc.eoiviiiiiiiiiiiieiieeiee e 37
Gorsel 26. 1.929 Fare Fibroblast HUCTESI ......cvvviiiiiiiiiiiiiiiieiiec e 37
Gorsel 27. Hiicre KUt CallSmMasT......cciveeiiiieiiiie it ssee e 38
Gorsel 28. Hiicre KUltlirii CaliSmast........ccueiiiiiiiiiiie i 38
Gorsel 29. SCOV-3 Over Kanser HUCIESI.......ueiuiiiiiiiiiiie e 39



SEKILLER

Sekil 3.1. Okaryot hiicre yapisina sahip Alemler, Fungi 4 béliimii, Askomisetler ve

Basidiyomisetler (Aime & TOOME, N.0.). ..ooiiiieiiiieiiere e 5
Sekil 3.2. Askokarp, Askus, Basidiyokarp, Bazidium, Fungal Hif [38]. .........c.ccccovviiviiiiiennn, 6
Sekil 3.3. Kuzugobegi Mantarinin Yasam DOnguisii [SO]. ....coovveeieriiiniiiiieneeeie e 12
Sekil 3.4. Tiirkiye’de Kuzugobegi Mantart Dagilimi [63].......coovvvvviiiiiiiiiiieeec e 16
Sekil 4.1. Flogenetik Kladlar.............ccooiiiiiiiiiiiic s 41



TABLOLAR

Tablo 4.1. Arazi Calismast IStASYONIAT ........ccoveviiiiiciceeeee e 21
Tablo 5.1. SE1 ve SE2 Ekstraktlarin HPLC-DAD ile organik asit ve fenolik bilesimi (ng/g) 43
Tablo 5.2. Antimikrobiyal AKEIVIte TaAYINT ....c.cocveieiieiicic e 44
Tablo 5.3. L929 Fare Fibroblast SItOtOKSISITE ...........cccevieiiiiiiiiiiecse e 45
Tablo 5.4. SCOV-3 Over Kanser Hiicre Cogalmasi ve SitotoKSISIte.........ceviverrerivereerieiinernnnn 46

Xl



SIMGELER VE KISALTMALAR

°C : Santigrad derece

% : Yiizde

ul : Mikrolitre

DSO: Diinya Saglk Orgiitii

HPLC. Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
ITS : Transkripsiyonu yapilamayan bolge

kg : Kilo gram

MHA : Miiller Hinton Agar

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PDA : Patates Dekstroz Agar

rDNA : Ribozomal DNA

SDA : Sabouraud Dextrose Agar

SF: Serum Fizyolojik

SPSS: Sosyal Bilimler igin Istatistik Programi

UV : Ultraviolet (Mor 6tesi)

Xl



OZET

Morchella importuna M. KUO, O'DONNELL & T.J. VOLK MANTARININ DOGAL
VE KULTURLENMIS MiSELLERINI SITOTOKSISITE, ANTIKARSINOJEN,
ANTIMIKROBIYAL ETKISININ iN VITRO INCELENMESI

Selime Semra EROL
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal ve Bitkisel Kozmetik Uriinler Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Semsettin KULAC
Temmuz 2023, 60 sayfa

Morchella cinsi igerisinde yer alan mantarlar tilkemizde ‘Kuzugdbegi Mantari’ olarak bilinir.
Kuzugdbegi Mantarlari, tibbi, gastronomik ve ekonomik olarak onemli makrofunguslardir.
Calismamizda Morchella importuna ve kiiltiirlenmis miselyumlarinin  ekstrelerinin
sitotoksisitesi, antikarsinojen ve antimikrobiyal etkisi in vitro olarak arastirilmistir,
Kiiltiirlenmis miselyumlar doku kiiltiirii teknigi ile dogal mantardan iiretilmistir. Numunelerin
sitotoksisite testi L-929 fare fibroblast hiicre hattinda WST-1 protokolii ile yapilmustir.
Antikarsinojen etki 64 yasinda kadin hasta overinden izole edilmis bir hiicre hattinda CCK-8
protokolii ile c¢aligilmistir. M. importuna ve kiltiirlenmis miselyumlarinin ekstrelerinin
antimikrobiyal etkisi, secilen test mikroorganizmalar ile disk difiizyon yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Caligmamizin sonucu olarak M. impotuna ve kiiltiirlenmis miselyumlarindan
elde edilen ekstraktlar1 1.929 saglikli fare fibroblast hiicre hattinda sitotoksik etki
gostermemistir, primer over kanser hiicrelerinde toksik etki gostermistir. Ayrica numunelerin;
SE1 ekstraktinin test edilen tiim bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugu

belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: Morchella importuna, sitotoksisite, antikarsinojen etki, antimikrobiyal
etki.
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ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF CYTOTOXICITY, ANTICARCINOGEN,
ANTIMICROBIAL EFFECT OF NATURAL AND CULTURED MYCELIUMS OF
MORCHELLA IMPORTUNA M. KUO, O'DONNELL & T.J. VOLK MUSHROOM

Selime Semra EROL
Diizce University
Graduate School, Department of Natural and Herbal Cosmetic Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Semsettin KULAC
July 2023, 60 pages

Mushrooms in the genus Morchella are known as 'Morels Mushroom' in our country. Morel
Mushrooms are medicinal, gastronomically and economically important macrofungi. In our
study, the cytotoxicity, anticarcinogen and antimicrobial effects of methanol extracts of
Morchella importuna and its cultured mycelium were investigated in vitro. Cultured mycelium
was produced from natural fungus by tissue culture technique. The cytotoxicity study of the
samples was performed on the L-929 mouse fibroblast cell line with the WST-1 protocol. The
anticarcinogen effect was studied in a cell line isolated from the ovary of a 64-year-old female
patient with the CCK-8 protocol. The antimicrobial effect of methanol extracts of M. importuna
and its cultured mycelium was investigated using the disc diffusion method with selected test
microorganisms. As a result of our study, methanol extracts obtained from M. impotuna and its
cultured mycelium did not show cytotoxic effect on L929 healthy mouse fibroblast cell line but
showed toxic effect on ovarian cancer cell lines. In addition, the samples; It was determined

that the SE1 extract had antimicrobial activity against all tested bacteria.

Keywords: Morchella importuna, cytotoxicity, anticarcinogen effect, antimicrobial effect

XV



EXTENDED ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF CYTOTOXICITY, ANTICARCINOGEN,
ANTIMICROBIAL EFFECT OF NATURAL AND CULTURED MYCELIUMS OF
MORCHELLA IMPORTUNA M. KUO, O'DONNELL & T.J. VOLK MUSHROOM

Selime Semra EROL
Diizce University
Graduate School, Department of Natural and Herbal Cosmetic Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Semsettin KULAC

July 2023, 60 pages

1. INTRODUCTION

Mushrooms in the genus Morchella are known as 'Morels Mushroom' in our country. Morel
Mushrooms are medicinal, gastronomically and economically important macrofungi. It is
among the popular edible mushrooms in European countries. M. imporuna is found in every
region of Turkey, especially in the Aegean and Mediterranean Regions, it is very well known
and collected. In this study, the cytotoxicity, anticarcinogenic and antimicrobial effects of
natural morel mushroom and its cultured mycelium, which have ecological, pharmacological

and commercial value, were investigated in vitro.
2. MATERIAL AND METHODS

Mushroom samples were collected from locations determined between April and June 2021.
Morphological and molecular descriptions of the collected samples were made. Mycelium was
produced by tissue culture technique from fresh mushroom samples defined as Morchella
importuna. Extracts of mushroom samples and cultured mycelium were prepared for analysis.
The cytotoxicity study of the samples was performed on the L-929 mouse fibroblast cell line
with the WST-1 protocol. The anticarcinogen effect was studied in a cell line isolated from the
ovary of a 64-year-old female patient with the CCK-8 protocol. The antimicrobial effect of
methanol extracts of M. importuna and its cultured mycelium was investigated using the disc

diffusion method with selected test microorganisms. The Two Way Anova statistical analysis
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program was used to evaluate the antimicrobial effects of M. impotuna and cultured mycelial

extracts against test microorganisms.
3. RESULTS AND DISCUSSIONS

Samples collected from the field, brought to the laboratory and classified, were studied under a
binocular microscope and stereo microscope, the microscopic data obtained were noted, and
the samples were defined morphologically as Morchella importuna according to the available
literature.Phylogenetic analyzes performed confirmed the close association of these specimens
with M. importuna with a high branch bootstrapping rate. As a result, the samples used in the

study were confirmed as M. importuna by making molecular and morphological taxonomy.

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae, and Klebsiella pneumonia
standard strains obtained from Diizce University Traditional and Complementary Medicine
Research and Application Center Microbiology Laboratory were used for antimicrobial activity
determination. Test microorganisms were inoculated into MHA and kept for 24 hours at a
temperature suitable for the growth of microorganisms. Microorganisms kept at +4 degrees
were activated and the number of microorganisms increased. 6 mm sterile blank paper antibiotic
discs, prepared by absorbing 30 pl of SE1 and SE2 extracts, were placed in perties with 3
replications for each micro-organism. Agar plates were placed in the oven one by one and
incubated at 35+1°C, normal atmosphere, for 24 hours. Zones of inhibition formed on agar
plates were measured. The obtained data were analyzed using the SPSS statistical analysis
program. The antimicrobial effects of M. impotuna and cultured mycelial extracts against test
microorganisms were evaluated with Two Way Anova. As a result, it was determined that
extract (p=0,039), microorganism (p=0,000) and extract*microorganism (p=0,000) had a
statistically significant difference on the inhibition zone diameter.

In our study, cytotoxicity of extracts obtained from native M. importuna and M. importuna
cultured micelles in L929 Mouse Fibroblast cell line was demonstrated. From the
concentrations tested for the L929 cell line in the study (1,25-200 ppm), it was understood that
it did not inhibit cell viability, that is, both samples were not toxic at these doses. However,
studies have not shown any mechanism related to cell proliferation. Our study is a pioneering
study and it is needed in studies for the effect of M. importuna and its cultured micelles on cell

proliferation.

According to the data obtained in our study with a cell line isolated from the ovary of a 64-
year-old female patient, extracts obtained from M. importuna collected from nature and

XVI



mycelium produced by tissue culture technique caused the death of ovarian cancer cells used in

the study.

In a study conducted with a peptide isolated from M. importuna, Xiong et al. showed that it
causes death by affecting apoptosis-related pathways in cervical cancer cells. In our study, the

mechanisms by which it causes death in the ovarian cancer cell line were not shown.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

In vitro studies showed that SE1 extract formed an inhibition zone of 10,00 mm against S.
aureus bacteria, while SE2 formed more inhibition zones with a diameter of 13,33 mm. The
growth of E. cloacae was caused by the SE1 and SE2 extracts, respectively, an inhibition zone
of 14,00 mm and 13,33 mm. It was determined that SE2 extract did not inhibit the growth of
E.coli and K.pneumonia bacteria, whereas SE1 extract formed an inhibition zone of 9,50 mm
and 9,33 mm, respectively. When the inhibition zones were evaluated, it was determined that

the SE1 extract had antimicrobial activity against all tested bacteria.

As a result of our study, extracts obtained from M. impotuna and its cultured mycelium did not
show cytotoxic effect on L929 healthy mouse fibroblast cell line, but showed toxic effect on
ovarian cancer cell lines. In addition, the samples; It was determined that the SE1 extract had
antimicrobial activity against all tested bacteria (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterobacter cloacae, and Klebsiella pneumonia). In our study, the mechanisms by which it
causes death in the ovarian cancer cell line were not shown. Studies are needed to evaluate the

effect of M. importuna extracts on apoptosis. Our study is a preliminary study.

Keywords: Morchella importuna, cytotoxicity, anticarcinogen effect, antimicrobial effect.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin tanimina gére geleneksel tip; “Fiziksel ve ruhsal hastaliklarin
Oonlenmesinde, teshis edilmesinde, tedavi edilmesinde, sagligin korunmasinda ve
tyilestirilmesinde farkl kiiltlirlere 6zgii teoriler, inanglar ve deneyimlere dayanan bilgi, beceri
ve uygulamalarin toplami” seklindedir[1] — [2]. Binlerce yildir saglikli yasamin siirdiiriilmesini
saglamak, hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek i¢in kullanilan geleneksel tip uygulamalari
modern saglik hizmetlerinin 6nemli bir pargasidir [3]. Son yillarda geleneksel ve tamamlayici
tip uygulamalarina yonelim hizla artmaktadir. Bunun temelinde dogal yasam, dogaya doniis,
dogal iiriinler ve uygulamalara olan ilginin artmasi yatmaktadir. Ulkemizde 27.10.2014
tarthinde T.C. Saglik Bakanligi tarafindan yayimnlanan “Geleneksel ve Tamamlayict Tip
Uygulamalar1” yonetmeligi ile tim geleneksel tip uygulamalari tanimlanmis ve yasal

diizenlemeleri yapilarak kanita dayali olarak uygulanmalari kontrol altina alinmistir.

Diinyanin her yerinde insanlik tarihi boyunca uygulanan halk hekimligi tibbi mantar, tibbi
bitkiler, probiyotikler, antibiyotikler vb. dogal iiriinler; meditasyon ve akupunktur gibi zihin ve
beden tibbi; osteopati, siiliik, hacamat, kupa vb fiziksel uygulamalar olarak {i¢ ana kategoride
toplanir [1]. Geleneksel tip uygulamalarindan dogal iriinler igerisinde yer alan mantarin
insanoglu tarafindan besin ve ilag olarak kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir. Romalilar
mantarlari ilahi yiyecekler olarak tanimlar ve Jipiter’in yeryiiziine firlattig1 simsekler nedeni
ile mantarlarin olustugunu diisiiniir iken, Misirlilar mantarlarin tanr1 Osiris’in insanliga hediyesi
olduguna inanirlardi [4]. Asya iilkelerinde en eski halk hekimligi geleneklerinden olan tibbi
mantar kullanim1, Kuzey yarim kiirede son yillarda popiiler hale gelmistir. Diinya ¢capinda 1991
yilinda tibbi mantarlarin pazar degeri 1,2 milyar dolar iken, 2011 bu rakam 5 kat artarak 6
milyar dolara yiikselmistir [5]. Bu rakamin hizla katlandig1 diistiniilmektedir. Gliniimiizde artan
sehir hayati, dengesiz beslenme, 2019 yilinda yasanan COVID-19 pandemisinin devam eden
etkilerini azaltmak icin alternatif dogal, besleyici, hastaliklar1 6nleyici ve tedavi edici
ozelliklere sahip olan mantar gibi zengin besin kaynaklarmi kullanmak i¢in aragtirmalar

yapmak onem arz etmektedir[6].

Yapilan calismanin amaci geleneksel ve tamamlayici tip uygulamalarinda kullanilacak yeni bir
dogal iiriin iiretimi i¢in; ekolojik, farmakolojik ve ticari degere sahip dogal Kuzugdbegi mantari
ile bu mantarin kiiltiirlenmis misellerinin sitotoksisite, antikanserojen, antimikrobiyal etkisinin

in vitro olarak incelenmesidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. TAKSONOMIK CALISMALAR

Mantarlar ilk ¢aglardan giinlimiize degerli besinsel icerikleri ve farmakolojik 6zellikler ile
kullanilan fonksiyonel gidalardir. Hem tibbi 6zellikleri hem gastronomi degerleri nedeni ile

son 30 yilda mantarlar lizerine bir¢cok akademik ¢alisma yapilmistir.

Ulkemizde mantarlar iizerine yapilmis ilk calisma Rigler (1852) tarafindan istanbul ve
yoresinden toplanan 17 tiir ile yapilan taksonomi ¢alismasidir [7]. Bu tarihten sonra on yillar
icerisinde yapilan ¢aligmalarin sayis1 artmis ve Tiirkiye mikotasina yeni tiirler eklenerek devam
etmistir. Tchihatcheff (1860), “Asie Mineure 3” isimli esrinde 33 tiir; Fritsch (1899), istanbul
cevresi ve Belgrad Ormanindan 4 tiir; Maire (1904), 56 tiir; Handel-Mazzetti (1909), 44 tiir;
Zwara (1932), “Contribution A’la des Russules de I’Asie Mineure” isimli makalesinde
Russulales ordosundan 14 tiir; Albert Pilat 1931-1937 yillar1 arasinda degisik lokasyonlarda
137 tiir; Lohwag 1957-1965 yillari arasinda 105 tiir tespit etmistir [8]. Son 50 yilda tilkemizde
makrofungus ¢esitliligi lizerine yapilan calismalar artmigs ve makrofungus c¢esitliliginin
belirlenmesi i¢in 6nemli asamalar kaydedilmistir. Solak ve ark. (2007, 2015, 2022) Tiirkiye
makrofunguslar1 kontrol listesini yayinlamis ve lilkemizde yapilan ¢alismalar sonucu yaklasik

olarak 3000 makrofungus tiiriiniin kayitlara gegtigini bildirmistir[9]-[11].

Taksonomik calismalar ile iilkemizde belirlenmis ve kayit altina alinmis makromantarlar
arasinda ticari ve farmakolojik olarak dnemli bir cins olan Morchella cinsine ait tiirler de yer
almaktadir. Tagskin ve ark (2010, 2012) tarafindan morfolojik, mikroskobik ve molekiiler
yontemlerle Morchella cinsine ait 20 tiir kayit altina almigtir [12] - [13]. Isiloglu ve ark. (2010)
tarafindan kayit altina alinan M. anatolica ile iilkemizde Morchella cinsi igerisinde bulunan 21

tiirlin varligi belgelenmistir [14].

2.2. MANTAR URETIiMi

Ulkemizde dogal mantarlarin toplanmast ticari olarak satilmasi ve yenilmesi ¢ok eski tarihlere
dayanir ancak; kiiltiir mantari iretimi ve tiretim ¢aligmalar1 oldukg¢a yenidir [15]. Uzak doguda
tibbi 6zelliklerinden dolay1 2000 y1l1 agkin bir siiredir yapilan mantar tiretimi, Avrupa’da ikinci

Diinya Savasi sonrasi yaygin hale gelmistir. Eren ve Peksen (2019) {ilkemizde kiiltiir mantar1



iretiminin 1960’11 yillarda basladigimi bildirmistir [15]Yal¢in ve ark. (2020) yaptiklari bir
calismada Diinya capinda 35 mantar tiiriiniin ticari ve endiistriyel olarak kiiltiiriiniin yapildigini,
kiiltlirli yapilan ve endiistriyel olarak en fazla kullanilan tiirlerin; Agaricus spp., Pleurotus spp.
ve Lentinus edodes oldugunu bildirilmistir [16]. Eren ve Peksen, tilkemizde 1980°li yillarda
kiiltlir mantar1 iiretiminin ¢ogunlukla kiiciik aile isletmelerinde yapildigim1 ve giiniimiizde
iiretimin yaklasik %35°lik boliimii yiiksek kapasiteli modern iiretim tesislerinde gerceklestigini

bildirmistir [15] .

Kuzugobegi mantarinin kiiltiirii ile yapilms ilk ¢alisma Ower ve ark. (1982) tarafindan yapilan
ve patent alinan ¢alismadir [17]. Zhao ve ark, kuzug6begi mantari igin ilk basarili tiretimin 2002
yilinda yapildigini ve ilk ticari tiretimin ise 2004 yilinda Yunnan Eyaletinde 33 hektarlik bir
alanda gergeklestirildigini bildirilmistir [18]. Ulkemizde kuzugébegi mantarinin ilk pilot
tiretimi 2022 yilinda yapilmistir [19]

2.3. ANTIMIKROBIYAL ETKIi VE ANTIKANSEROJEN CALISMALAR

2.3.1. Antimikrobiyal Etki
Eren ve Peksen (2016) beslenmede; toplum bilincinin gelismesi kaliteli ve yiiksek protein,
mineral ve vitamin kaynagi olan mantarlara beslenmede tercih edilmesine neden oldugunu
bildirmistir [15]. Wasser (2011), mantarlarin modern tip igin bagisiklik sistemini giliglendirici
ve antikanserojen etkili polisakkarit ve protein komplekslerini i¢erdigini raporlamigtir [20]
Coban (2000) yaptig1 ¢alismada Morchella conica mantarindan hazirlanan ekstrenin Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerde antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu ancak mayalara kars1
etkili olmadigini bildirilmistir[21]. Duman ve ark. (2003), M. conica mantarinin kloroform
ekstresinin S. lutea, etanol ekstresinin S. salivarius lizerine antimikrobiyal etkisi oldugunu
ancak diger ekstrelerin test mikroorganizmalarmin (Bacillus cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus, Candida albicans, Salmonella
thyphimurium, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus
faecalis, Streptococcus mutans) hi¢ birine karsi dikkate deger bir antimikrobiyal aktivite
gostermedigini bildirmistir [22]. Tiirkoglu ve ark. (2006), yaptiklari ¢alismada M. conica etanol
ekstraktinin gram-pozitif bakteri, gram-negatif bakteri tiirleri iizerinde antimikrobiyal etki
gosterdigini tespit etmislerdir [23] Isik (2008) yaptigi ¢alismada M. conica mantari ekstrelerinin
P. vulgaris, P. aeroginosa, S. aureus, S. enteritidis antimikrobiyal aktivitesi oldugunu, M.
esculenta mantarinin tiim ekstrelerinin P. vulgaris ve S. enteritidis iizerine antimikrobiyal

aktivitesinin oldugunu bildirmistir[24]. Kalyoncu ve ark. (2010) yaptiklar1 bir calismada



Akdeniz bolgesinden M. esculenta var. vulgaris mantarinin da aralarinda bulundugu 21 farkli
dogal mantar Ornegi toplamis ve bu mantarlara ait misellerin etanol ekstraksiyonunu
gerceklestirmiglerdir. Calismanin verilerine gore M. esculata var. vulgaris agar kuyucuk
metodu ile olusturdugu antimikrobiyal zon ¢apmin S. aureus i¢in 8 mm, C. albicans i¢in 10

mm oldugu raporlanmustir [25].

2.3.2. Antikanserojen Etki:
Dogal iiriinler ve tibbi mantarlar kanser tedavisinde dikkat ¢eken farmasotik 6zelliklere sahiptir
[26] 2003 yilinda Japonya’da mide kanseri tanili 149 hasta ile 287 kontrol grubu ve kolorektal
kanser tanilt 115 hasta ile 230 kontrol grubu ile yapilan ¢alismalarda mantar tiikketimindeki
artisin mide kanseri riskini azalttig1 ancak kolorektal kanser riskiyle iliskisinin bulunmadigi
bildirilmistir [27] Hong ve ark. (2008) yaptiklari epidemiyolojik bir ¢alismada, meme kanseri
tanili kadinlarda mantar yeme siklig1 ortalamasinin, meme kanseri goriilme riskiyle ters orantilt
oldugunu ve bu iliskinin menopoz sonrasi kadinlarda anlamli oldugunu bulmustur [28]. Wenner
ve ark. (2012) in vitro ¢alismalarda da ¢esitli mantarlar ve mantar ekstraktlarinin prostat kanser
hiicresi proliferasyonunu 6nledigini raporlamistir[29]. Xiong ve ark. (2016) M. importuna
govdesinden elde edilen polisakkaritin (MIP), oksidatif stresi iyilestirerek H202 tarafindan
indiiklenen PC12 hiicre apoptozunu inhibe ettigini rapor etmistir [30] Acgay (2018) PC-3 hiicre
hatt1 ile yaptig1 calismada M. esculanta etilasetat eksraktinin 550 pg/ml konsantrasyon (99,82
% inhibisyon ) ve IC50 264.33 (ng/ml ) degeri ile PC-3 hiicre hattina karsi dnemli inhibisyon
etkisi gosterdigini bildirmistir[31]. Xiong ve ark (2021) tarafindan yapilan baska bir caligmada
M. importuna mantariin fruktifikasyon yapisindan elde edilen 8 amino asitten olusan MIPP
polipeptidinin HeLa hiicrelerinin canliligin1 doza bagh olarak azalttigini ortaya koymustur [32].
Haq ve ark. (2022) yaptiklari in vitro ¢alismada M. delicosa mantarinin etanolik ve metanolik

ekstraktta kolon kanseri hiicrelerinin doza bagl inhibisyonunu gostermistir [33].



3. GENEL BIiLGILER

3.1. MAKROMANTARLAR

Yeryiiziinde yaklasik olarak 1,5 milyon mantar tiirii oldugu tahmin edilmekte [34] ancak son

30 yilda yapilan ¢alismalar bu tahminin daha da artabilecegini gostermektedir.

Mantarlar alemi, Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota (keseli mantarlar) ve
Basidiomycota olmak {iizere dort ana bolim igerir. Bunlar arasinda, Basidiomycota ve

Ascomycota boliimleri genellikle gozle goriilebilen makromantarlari igerir [1].

Makromantarlar; klorofil pigmenti igermeyen, parazit, simbiyotik ya da saprofit yasam
dongiisiine sahip olan [35], 6karyot hiicre yapisinda tek hiicreli ya da ¢ok hiicreli, yiliksek yapili
organizmalardir. ‘Hif” olarak adlandirilan fungus hiicreleri silindirik bir yapidadir. Hifler mitoz
boliinmeler gegirerek misel ve miselyumlar1 olusturur. Funguslarin ana gévdesi bu miselyum
yapilarindan olusur. Yaygin olarak kullanilan ‘‘“Mantar’’ terimi ise substrat olarak nitelendirilen
clirlimiis dal, yaprak, aga¢ ya da kompost iizerinde daginik halde gelisen misel ad1 verilen hif

yigmlarinin yogunlasmasi ile olusan fruktifikasyon yapisini ifade eder [8],[36]-[37].
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Makrofunguslar; saprofit yasam dongiileri ile besin aginin her trofik diizeyinde hayati rol oynar.
Makrofunguslar heteretrof organizmalardir, metabolizmalar1 ic¢in gerekli olan enerjiyi
karsilamak igin 0lii ya da canli gesitli organizmalar ile etkilesim kurarlar. Makrofunguslar,
heterotrof beslenen organizmalar olmalarina ragmen hayvanlardan farkli olarak holozoik
beslenmezler, gii¢lii hidroliktik enzimlerini viicutlarmin disina gonderir; ortamdaki makro
molekiilleri parcalar ve monomerler halinde absorbe ederek beslenirler. Bu tarz beslenme
saprofit beslenme olarak adlandirtlir [39]. Biiyiik ¢ogunlugu saprofit beslenme 6zellikleri
sayesinde Olii hayvansal ya da bitkisel maddeleri daha kii¢iik birimlerine ayirir ve ekosistemin

diger tiyeleri tarafindan kullanilmaya uygun hale getirir [8].

Mikorhiza; baz1 makrofunguslarile yiiksek yapili bitkiler arasindaki 6zel simbiyotik iligkidir ve
mikorhiza yiiksek yapili bitkiler i¢in hayati dnem arz eder. Bitki koklerinin ulasamadig1 genis
bir yiizeye ulasabilen miselyum; simbiyotik iliski kurdugu bitkinin su ve mineralleri
absorblanmasi i¢in genis bir yiizey alani olusturur. 3 metrelik bir hif bir kokiin her santimi
boyunca uzanabilir [39], bu sayede bitkinin kok yapisi tek basina ulasabileceginden ¢ok daha
fazla alana ulasabilir. Yasam sekilleri ve diger organizmalar ile olan iligkileri makrofunguslari

ekosistem i¢in oldukca degerli kilar.

Makromantarlarin insanlarin dikkatini gekmesi, lezzetli bir gida olmalar1 kadar zehirli tiirlerin
neden oldugu zehirlenme ve Sliimler sonucu olmustur [40]. Tarihi kaynaklarda mantarlarin
sadece geleneksel tedavilerde tibbi 6zellikleri igin ya da besin olarak kullanilmadigini ortaya
koymaktadir. Tarihi degistiren biiyiik suikastlarda zehirli mantarlar kullanilmstir; 11. Claudius
ve Papa VIIL. Clement’in, Koygogiiren adi ile taninan, 6liimciil Amanita phalloides (Vaill ex
Fr.) Link ile zehirlenerek 6ldiiriildiigi bilinmektedir [41]. Mantarlar, antik ¢aglardan giiniimiize
kadar tat, aroma ve lezzetleri ile tercih edilen bir gida; tibbi ve haliisinojenik etkileri ile de halk
hekimliginin geleneksel ilaclart olmay1 basarmistir. Mantarlarin gida, ilag, zehir ve keyif verici

madde olarak hatta dinsel ritiiellerde kullanim1 Paleotik ¢aglara kadar uzanir [1].

Canlilarin ortak ozelligi ve en temel ihtiyact olan beslenme; hizli artan niifus, iklimsel
degisiklikler ve kurakligin da etkisi ile her gecen giin 6nemi artarak devam eden ekolojik ve
ticari sorunlar arasinda ilk siralarda yer alir. 1939'dan 1945'e kadar siiren II. Diinya savasi
sirasinda goriilen besin kitligi1 makarofunguslart alternatif besin tercihi haline getirmistir. Bu
tarinten sonra gida olarak degeri daha iyi anlasilan makrofunguslar yemeklik olarak
kullanilmaya baglanmistir [8]. Diinyada 1945 ve sonrasinda makrofunguslarin besin degeri ve

tibbi 6zellikleri iizerine yapilan ¢alisma sayisi hizla ve artarak devam etmektedir.



Giliniimiizde Beyaz Sapkali Mantar (Agaricus spp.) basta olmak iizere bir¢ok mantar tiirii
iretilmektedir. Diinyada kiiltliri yapilan baslica mantarlar Agaricus spp. (Beyaz Sapkali
Mantar), Agrocybe aegerita (Kavak Mantari), Auricularia polytricha (Kulak Mantari),
Flammulina velutipes (Kis Mantar1 —Enoki), Ganoderma lucidium (Reishi), Grifola frondosa
(Maitake), Hericium erinaceus (Aslan Yelesi), Lentinula edodes (Shiitake), Pleurotus spp.
(Istiridye Mantar1), Volvariella volvacea (Saman Mantari1)’dir [42]. Dogadan mantar avcilari
tarafindan toplanan baslica mantarlar Sezar Mantari1 (Amanita caesarea), Por¢ini (Boletus spp.),
Kuzu Go6begi (Morchella spp.), Triif (Truffle spp.), Sarikiz (Chantherellus cibarus), Kanlica
(Lactarius spp.)’ dir Kiiltiiri yapilan veya dogadan toplanan mantarlar; yoresel pazarlarda ve
biiyiik marketlerin reyonlarinda yerini almis ve hatta degisik internet sitelerinde pazarlanmaya
baglamistir.Dogal olarak yetisen 2 000 ile 5 000 arasinda yenilebilir makromantar tiirii vardir.
Ancak sadece 30 tiirtin kiiltiirli yapilmaktadir [43, 44]. Diinyada en fazla kiiltiirii yapilan tiirler;
Agaricus spp., Pleurotus spp., Lentinus edodes, Volvariella volvacea, Auricularia spp.’dir.
Mantarlarin; icerdigi farmakolojik olarak degerli biyoaktif bilesenler, nutrisyonel igerikleri,
kisa yasam dongiileri, hizli metabolik aktiviteleri nedeniyle iiretimlerinin diigiik maliyetle
olabilmesi ve tarimsal-endiistriyel atiklar tizerinde iireyerek diisiik karbon salinimli iiretimleri
nedeniyle, diinyanin birgok iilkesinde kiiltiir mantar1 {iretimi tesvik edilmektedir [45].
Ulkemizde 1800°1ii yillarin ortasinda taksonomik arastirmalar olarak baslayan makrofungus
caligmalar1 2000’li yillarda ¢esitlenerek devam etmistir. Son 20 yilda iilkemiz mikotasinin
belirlenmesi tizerine yapilan ¢alismalar ile makrofunguslarin tibbi 6zellikleri (antimikrobiyal,
antitimor, antifungal) ve nutrisyonel etkileri tizerine yapilan ¢aligsmalarin da artarak devam
etmistir; ancak iilkemizde makrofunguslarin ekonomik degeri, liretim teknikleri ve tibbi
ozellikleri {izerine yapilan galigmalarin yeterli olmadig1 goriilmektedir. Ulkemizde Tuber sp.
(Triif), Hydnum rapandum (Sigir Dili), Morchella sp. (Kuzu Gobegi), Suillus collinitus (Bolet),
Cantharellus cibarius (Sarikiz Mantari), Craterellus cornucopioides (Borazan Mantari),
Amanita caesarea (Imparator Mantari, Yumurta Mantar1), Pleurotus cornucopiae (Kavak
Mantari), Lactarius sp (Cam Mantari, Melki, Kanlica) tiirleri mevsiminde taze olarak toplanir
i¢ pazarda tiiketilir ya da ihracatci firmalara satilir. Ancak ekonomik olarak degerli bu tiirleri
kiiltiirleri yapilamamakta ya da klasik yontemlerin eksik taraflari nedeni ile yaygin olarak
yapilmamaktadir. Makrofunguslar Avrupa’da ilk defa 16. ylizyilda Fransa’da kiiltiire alinmistir
Agaricus, Agrocybe, Flammulina, Hypholoma, Kuehneromyces, Lentinus, Macrolepiota,
Pholiota, Pleurotus ve Tuber cinslerine ait tiirlerin Amerika, Avrupa iilkeleri ile Cin ve Japonya
gibi uzak dogu iilkelerinde kiiltlirii yapilmakta olup, bu iilkelerde kiiltiir mantarcilii bir

endiistri kolu haline gelmistir [40].



3.2. TIBBi MANTARLAR

Mantarlarin; Cin, Misir, Roma ve Yunan uygarliklarinda binlerce yildir halk hekimliginde
cesitli sekillerde kullanildiklar1 bilinmektedir. Ancak bat1 tibbinda 1990 ve sonrasinda kullanmi
artmistir. Mantarlar terdaptik Ozellige sahip bir¢ok kompleks molekiil igerirler [42]. Bu
molekiillerin; homeostatik dengenin korunmasinda, biyoritmin diizenlenmesinde, kalp
hastaliklari, inme, kanser, AIDS vb. hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir [46].
Pakistan’da yapilan bir ¢alismada kuzugobegi mantarinin, kolon kanseri hiicre hatlarinda
antikanserojen aktivitesi gozlenmistir ve ekstraktlarda anti-tiimor etkilere sahip olan biyoaktif
bilesikler baslica amino asitler, yag asitleri, steroller, flavonoidler ve fenolik asitler olarak
bildirilmistir [47]. Yapilan akademik ¢alismalar mantarlarin igerdigi biyoaktif molekiillerin
130’dan fazla antikanser, antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, immiin sistem uyarici,
antioksidan, kolesterol diisiiriicii, detoksik vb. farmakolojik fonksiyona sahip oldugunu
gostermektedir [48]. Reishi Mantar1 olarak bilinen; Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.
Uzakdogu Geleneksel Tibbi’nda binlerce yil uzun ve saglikli yagam, hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde kullanilmistir. Kanser, karaciger hastaliklari, bronsit, prostat gibi rahatsizliklarin
tedavisinde geleneksel halk ilaci olarak kullanilmistir [49]. Ayrica Morchella tiirlerinin
Geleneksel Cin tibbinda balgam soktiiriicli, hazimsizlik giderici ve nefes darligi tedavisinde de
kullanildigi bilinmektedir [50]. Y 6resel olarak, kulak mantari ya da orman kulagi, olarak bilinen
Auricularia auricula-judae (Bull.) Quél.’in kan pihtilasmasini 6nleyici etkisi, puf mantarlari
olarak bilinen Lycoperdon Pers. cinsi igerisinde bulunan bazi mantarlarin ve bazi Polyporus P.
Micheli ex Adans. tiirlerinin, kadim topluluklarda ebeler tarafindan yeni dogmus bebeklerin
gobek bagi kanamalarinda ve burun kanamalarinda kullanildigr bilinmektedir. Ayrica
Laricifomes officinalis (Vill.) Kotl. & Pouzar’in bebegi siitten kesme zamaninda annenin siit
salgilanmasini kontrol etmek ve anneyi rahatlatmak i¢in; siitlii mantarlar ailesinden Lactarius
piperatus (L.) Pers.’in siitiiniin viral sigilleri tedavi etmek i¢in kullanildig1 ¢esitli kaynaklarda
bildirilmistir [28] Geastrum triplex; yakici, detoksik, bogaz ve akcigerleri giiglendirici , olarak
kullanildigi bilinmektedir [8]. Enoki Mantari olarak bilinen Flammulina velutipes (Curtis) P.
Karst.’in antikanser aktivitesi, tromboz inhibisyonu, hipolipidemik, antihipertansif etkisi,
antioksidan Ozelligi, immiin sistemi uyarici etkisi ve anti-bakteriyel aktivitesi akademik
calismalar ile gosterilmistir [51]. Zombi Mantar olarak tanman ve Arthropoda
(eklembacaklilarda) parazit olarak yasayan Cordyceps sinensis mantarinin karaciger

iltihaplanmasini engelledigi ve sirozun gelismesini geciktirebildigi bulunmustur [42], [52]

3.2.1. Kuzugdbegi Mantar: (Morchella spp.)
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3.2.1.1. Kuzugdbegi Mantar1 Isimlendirilmesi

Morchella cinsine ait tiirler lezzeti ve aromasi nedeni ile diinya mutfaklarinda en ¢ok tercih
edilen mantarlar arasinda yer alir. Gastronomik ve ekonomik olarak degerli olan bu mantar her
iilkede farkli isim ile bilinmektedir. Ulkemizde Kuzugdbegi/gdbelek, Japonya’da amigasa-take/
benikoji, Ispanya’da colmenilla, Almanya’da halbfrei morchel, Hollanda’da morielje,
Meksika’da morilla, Fransa’da morille, Isvicre’de toppmurkla, Polanya’da smardz, Cek

Cumbhuriyeti’nde smrz, Italya’da spugnola isimleri verilmektedir [53].
3.2.1.2. Kuzugobegi Mantar: Taksonomisi

Kuzugo6begi mantarlari; Fungi alemi, Ascomycota subesi, Pezizomycetes sinifi, Pezizales takimi
icerisinde yer alan Morchellaceae familyasi Morchella cinsi tiirleri olarak tanimlanir [54].

Index Fungorum’a gére Morchella cinsinin gegerli ismi ve sinonimleri agagida verilmistir.
Gegerli isim:
Morchella Dill. ex Pers., Neues Mag. Bot. 1: 116 (1794)
Sinonimler:
Boletus Tourn. ex Adans., Fam. Pl. 2: 9 (1763)
Boletus Tourn., Eléments de botanique ou methode pour connaitre les plantes: 440 (1694)
Eromitra Lév., in Orbigny, Dict. Univ. Hist. Nat. 8: 490 (1846)
Mitrophora Lév., Annls Sci. Nat., Bot., sér. 3 5: 249 (1846)
Morchella sect. Mitrophorae (Lév.) S. Imai, Bot. Mag., Tokyo 46: 174 (1932)
Morilla Quél., Enchir. fung. (Paris): 270 (1886)
Phalloboletus Adans., Fam. PI. 2: 9 (1763) [55]
3.2.1.3. Kuzugébegi Mantarimin Tanimi

Morchellecea familyasi icerisinde yer alan Morchella cinsi igerisinde yer alan mantar tiirleri;
tilkemizde Kuzugdbegi mantari olarak taninir ve Morchella cinsi igerisinde yer alan tiim tiirler
yenilebilir mantarlardir [50]. Cinse ait mantarlarda askokarp; tipik olarak biiyiik, etli,
siingerimsi yapida, bal petegi goriiniimiindedir[14]. Askokarp rengi tiire gore degismekle
beraber, ayn1 tiir igerisinde olgunlugun ilerlemesi ile renk degisimi gézlenebilir. Genel olarak;
geng Orneklerde sar1 ya da kahverengimsi sari olan sapka rengi yashi Orneklerde koyu

kahverengi ve tonlarina degismektedir. Tiim askokarp yiizeyini saran girintili ¢ikintili alveoller
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vardir. Askokarp sekli tiire 6zgii olarak yuvarlaktan koni sekline kadar degisir. Ureme hiicresi
olan askosporlar; askus olarak tanimlanan uzun silindir seklinde keseler igerisindedir.
Askosporlar; oval, renksiz ve biiyiiktiir. Olgun askosporlarin igerisinde 8 adet ¢ekirdek goriiniir

[17]. Beyaz ya da beyazimsi olan sap kalin ve i¢i bostur.
3.2.1.4. Kuzugobegi Mantarinin Yasam Dongtisti

Fruktifikasyon yapis1t Morchella cinsi mantarlarin yasam dongiistiniin en ¢ok bilinen ve dikkat
ceken evresidir. Apothecia, oval ya da konik siingerimsi yiizeyin tamaminda diizenlenmistir.
Bu askosporlarin etkili bir sekilde yayilmasini saglar. Primordium, beyaz renkte parmaksi
cikintilar seklinde kiigiik bir kiitledir, hymeniumun tstiinde farklilasir, primordium biiytidiik¢e

olgun fruktifikasyon yapisini olusturmak igin pigmentasyon ve biiyiime gergeklesir [56]
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3.2.1.5. Kuzugsbegi Mantarimn Ekolojik Istekleri

Kuzugdbegi, Kuzey Yarimkiire’ de yer alan iliman iklime sahip iilkelerde yetisir, genis bir
yayillima sahip olan mantar g¢evresel kosullara adapte olabilme &zelligine sahiptir [54].
Kuzugobegi mantarinin saprofit mi, mikorhizal mi1 oldugu konusunda degisik goriisler
mevcuttur. Mantarin yangin sahalarinda ve meyve bahgelerinde bulunmasi saprofit oldugu
goriisiinii destekler, ekolojik olarak canli agaglar ile olan iliskileri ise mikorkizal yasam tarzinda
oldugunu desteklemektedir. Bilim insanlar1 arasinda kabul edilen yaygin goriis ise cins
icerisindeki mantarlarin tiire goére degiskenlik gosterdigi ve hem saprofit hem mikorhizal
oldugudur [13], [17]. Pilz ve ark. (2007) yayinladiklar1 bir derleme makalede kuzugdbegi
mantarinin habitatini; yanmis ormanlik alanlar, dere vadileri, sel sonrasi olusan diizliik alanlar,
odun talaginin bulundugu alanlar, tarlalar, kumullar, elma bahgeleri, humusun bol oldugu
kompost, ¢opliik vb. ¢ok genis alanlar olarak tanmimlamustir [57]. Lui ve ark. (2018)
yayinladiklari bir derleme ¢alismasinda; M. tomentosa, M. sextelata, M. eximia, M. septimelata
olmak iizere dort kuzugobegi tiirlinii zorunlu olarak yangin sahalarina adapte olmus tiirler
olarak tanimlamistir. Ayrica yanmis alanlardan toplanmis olan M. exuberans ve M. fmportuna
tiirlerini ise zorunlu olmayan yangin sahast tiirler olarak belirtmistir. Weber (1988), odun talas1
kullanilmis peyzaj alanlarinda, kumluk arazilerde, organik ¢cop ve atiklarin depolandig yerlerde
kuzugdbegi mantarmin yetistiginden bahsetmistir [58]. Jacquetant (1984), kuzugébegi
mantarlarini siirekli gelisim ve gelisigiizel gelisim gosteren moreller olarak 2 kategoride

incelemistir [59].
a. Yetisme Alanlari Siirekli Olan Mantarlar

Her yil aym zaman diliminde ve ayni lokasyonda olusma egilimindedirler. Ulkemizde siirekli
gelisim gosteren kuzugdbegi mantariin ¢iktig1 alanlar toplayicilar tarafindan “ocak™ olarak

adlandirilir.
b. Yetisme Alanlar: Gelisigiizel Olan Mantarlar

Bir veya iki mevsim boyunca biiylik miktarlarda iiriin verimi olan sonra mantar olusumu hig

gozlenmeyen alanlarda gelisim gosteren mantarlar i¢in kullanilmigtir [54], [58]-[ 59].

Yapilan ¢calismada, gam ormanlarindan, elma-armut bahgesinden, yanmis alanlardan ve solucan

giibresi tiretilen alandan toplanan kuzugobegi 6rnekleri mevcuttur.

Ulkemizde; Abies, Pinus, Juniperus, Querqus, Castenea, Cedrus ormanlarinda ve yangin
sahalarinda kuzugébegi mantari bulunmustur [13]. Kuzugdbegi mantarinin fruktifikasyon

verebilmesi i¢in karasal iklimin hakim oldugu bélgelerde karin erimesi, havanin nemli olmasi
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ve toprak 1sismin artmasi gerekmektedir. Bu nedenle iilkemizde kuzugdbegi mantar1 ytikselti
ve iklimsel Ozelliklere gore Mart-Haziran aylarinda olusmaktadir. Ege ve Akdeniz
Bolge’lerinde genellikle Mart-Nisan aylarinda; Marmara Bolgesi, Karadeniz Bolgesi,
Gilineydogu Anadolu Bolgesi ve Dogu Anadolu Bolgeleri’nde ise Mayis-Haziran aylarinda
olusmaktadir [17].

3.2.1.6. Kuzugobegi Mantarinin Ekonomik Degeri

Koppen-Geiger iklim siniflandirmasina gore Tiirkiye’de ti¢ ana iklim tipi i¢erisinde 10 alt iklim
tipi tespit edilmistir [60]. Bu nedenle tilkemiz dogal kaynaklar ag¢isindan oldukga zengindir.
Dogada kendiliginden ¢ikan mantarlar da dogal kaynaklarimiz arasinda yer alir. Her yil
mevsiminde ormanlarda, ¢ayirlarda ya da toprak i¢inde bulunan (Trif vb.) mantar tiirleri
koyliiler / toplayicilar tarafindan toplanir pazarlarda ya da ihrag iiriinii olarak ihracatg¢1 firmalara
satilir [61]. Ulkemizde yemeklik olarak toplanan yaklasik olarak 40 mantar tiirii bulunmaktadur.
Bu tiirlerden yirmi bes civari tiir ekonomik olarak degerlidir [62]. Onemli bir ihrag iiriinii olan
kuzugdbegi mantar1 bu tiirler arasinda ilk siralarda yer alir. Tiirkiye Kuzugdbegi gelisimi igin
uygun ekolojik ve iklimsel ozelliklere sahiptir. Kuzugdbegi mantariin iilkemizin hemen
hemen her bdlgesinde bulunmasi nedeniyle Tiirkiye dnemli bir ihracati iilkedir [17] Ulkemizde
her yi1l toplayicilar tarafindan, dogadan toplanan kuzugdbegi mantar1 ve diger dogal mantarlar
Fransa, Isvigre, Almanya, Ingiltere, Belcika, Hollanda, Liikksemburg, Avusturya, Ispanya, Isvec
ve Norveg gibi ilkelere ihra¢ edilmektedir [62]. Cin’de ortalama 160 Amerikan Dolari
/kilogram fiyatla satilan kuzug6begi mantari yillik ihracati son 5 yilda kurutulmus kuzugdbegi
mantari ihracat1 181 000 kilogramdan 900 000 kilograma ¢gikmistir. Bu rakamlar kiiresel olarak
kuzugdbegi mantarinin ticari degerini ortaya koymaktadir [19]. Bu mantar iilkemizde, Akdeniz,
Ege Bolgeleri’nin hemen hemen tiim illerinde ve Dogu Anadolu’nun bazi illerinde ¢ok iyi
taninarak mevsiminde toplanir ve ticari olarak degerlendirilir. Yaygin olarak kuzugodbegi
mantar1 toplanan yerlerden birisi Bergama- Kozak Yaylasi’dir. Burada nisan ay1 sonundan
mayis ay1 basina kadar kuzugobegi mantarlar1 yore halki tarafindan toplanir. Toplanan
mantarlar ihracatg1 firmalar aracilifiyla taze ve kurutulmus olarak ihrag¢ edilip yore halkina ve

tilkemize bir gelir saglamaktadir [61].
3.2.1.7. Tiirkiye 'de Kuzugébegi Mantarit Dagilimi

Tagkin ve ark (2010, 2012) tarafindan Tiirkiye’de kuzugdbegi mantarinin ¢esitligini belirlemek
icin Adana, Mersin, Osmaniye, Antalya, Kahramanmaras, Diyarbakir, Erzincan, Erzurum, Van,
Kars, Sivas, Konya, Kayseri, Samsun, Kastamonu, Aydin, Denizli, Usak, Yozgat, Canakkale
ve Mugla illerinden kuzugdbegi mantari toplamistir. Ancak bu bolgeler disinda, tilkemizin daha
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birgok yerinde kuzugébegi mantarinin bulundugu bilinmektedir [12]-[13],[63]. Taskin ve ark
(2010, 2012) morfolojik, mikroskobik ve molekiiler yontemlerle Morchella cinsine ait 20 tiirii
kayit altina almistir [13]. Isiloglu ve ark (2010) tarafindan kayit altina alinan M. anatolica ile
Morchella cinsi igerisinde bulunan 21 kuzugdbegi tiirliniin varligi molekiiler tanimlama
yontemleri ile belgelenmistir. Bu veriler molekiiler ¢alismalar ile diinyada belirlenen sayinin

ticte birinden daha fazla tiiriin ilkemiz i¢in kayit altina alindigin1 gostermektedir [64].
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3.2.1.8. Kuzugobegi Mantarimn Tibbi Ozellikleri

Kuzugdbegi mantarinin tibbi 6zellikleri {izerine ¢ok sayida akademik calisma yapilmustir.
Yapilan akademik c¢aligmalarda kuzugdbegi mantarinin  fruktifikasyon yapisinin
polisakkarirler, ergestrol tiirevleri ve mikrotesin gibi aktif farmakolojik bilesenler i¢erdigi [65]—
[67]; antitiimér, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikte oldugu gosterilmistir [65]- [66]-[68].
Bu 6zellikleri ile kuzug6begi mantar1 ideal bir fonksiyonel besindir. Kuzugdbegi mantarlar1 hos
aromasl, gastronomik degeri ve az bulunmasi nedeniyle diinyanin en pahali yenilebilir
mantarlar1 arasinda ilk siralarda yer alir. Ozellikle Uzakdogu’da hem besin hem de geleneksel
bir ilag olarak kullanilan kuzugdbegi mantari; mide sorunlar1 ve dispepsi, difteri ve nefes darligi
icin geleneksel olarak kullanilmistir [69]. M. esculenta, Cin geleneksel tibbinda karaciger
kanserlerini tedavi etmek i¢in kullanilmistir [70]. Morchella tiirleri, Geleneksel Cin tibbinda
yaygin olarak kullanilmasinin yani sira Japonya ve Malezya'da ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in
kullanilmustir, ayrica Morchella esculenta tozu antiseptik gorevi goriir, yaralar iyilestirir ve
mide agrisinin tedavisinde kullanilir [67] Morchella esculenta miselyumu antimikrobiyal
ozelliktedir [68]. Kalyoncu ve ark. yaptiklart bir ¢alismada M. esculenta miselyumunun
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes Escherichia coli ve
Enteobacter cloacae 'a karsi antibakteriyel aktivitesini gostermistir [71]. Morchella esculenta
mantarindan elde edilen polisakkaritlerin, kolon kanseri HT-29 hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
bliylimesini 48 saat icinde zamana ve doza bagl bir sekilde engelleyebilecegi kanitlanmigtir
[72] Nitha ve Janardhanan (2008) M. esculenta miselyumun sulu-etanol 6ziitii ile yaptiklari
caligmada, mantar miselyum Oziitiiniin sisplatin ve gentamisinin renal antioksidan sistemi
giiclendirerek nefrotoksisiteyi korudugunu gostermistir. Calisma sonuglarina ait bulgular M.
esculenta miselyumunun nefroprotektif aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica
deneysel sonuglar ekstraktin nefroprotektif aktivitesinin E vitamininin aktivitesi ile
kargilagtirilabilir oldugunu ortaya koymaktadir [73]. M. esculenta mantarindan yeni bir
polisakkarit izole edilmistir. Izole edilen bu polisakkarit MEP-II olarak adlandirilmis ve insan
hepatoma hiicre hattinin (HepG2) proliferasyonunu apoptotik bir yolla inhibe ettigi
bulunmustur [74]. Pakistan'da M. conica, M. esculenta ve M. delicosa mantarlarinin metanol
ve etanol ekstraklarmin SW-480 kolon kanseri hiicresine karsi farkli anti-proliferatif aktiviteler

gosterdigi bildirilmistir [67].
3.2.1.9. Kuzugébegi Mantarimin Kiiltiirii:

Dogadan toplanan kuzugdbegi mantar1 yillik sicaklik degisimleri, mevsimsel yagis miktar1 vb.

nedenlerle simirhidir. Ayrica kuzugébegi mantarin dogadan toplanmasi zordur. Tim bu
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nedenlerden dolayr kuzugébegi mantarinin kiiltiirii her donemde c¢ok popiiler bir arastirma
konusu olmustur. Kuzugobegi kiiltiiri ile ilgili ilk c¢aligmalar 130 yil Oncesine kadar
uzanmaktadir [74]. 1982 yilinda Ronald Ower tarafindan yayinlanan 6zet calismada San
Francisco State Universitesi'nde kuzugdbegi mantarinin iiretildigi bildirilmis [75] ve
kuzugobegi iiretimi ile ilgili ilk patent alinmistir. Ower, patent basvurusundan sonra
oldiriilmiistiir. Ower’in Sliimiinden sonra Gary Mills ve Jim Malachowski konu ile ilgili yeni
teknikler gelistirmis ve ilk patente ek olarak 1986 yilinda 4594809 nolu iki patent daha almistir.
Miller 2005 yilinda aga¢ fidesine kuzugObegi miseli asilayarak mantarin fruktifikasyon
yapisinin gelisimini saglamis ve 6907691 numaral1 bir patenti almistir [54]. Sklerotia, ekstrem
kosullara dayanikli, uzun siire canliligini kaybetmeden uykuda kalabilen ve uygun kosullarda
tekrar gelisimine devan eden bir yapidir ve kiiltiire alinan diger mantarlarda bulunmaz. Volk ve
Leonard (1990), sklerotianin kuzugébegi mantarinin yasam dongiisiinde miselyum yapisini
cimlendirmek i¢in bir besin kaynagi olarak ¢alistigini bildirmistir. Bu nedenle Morel kiiltiirii
primordia meydana gelse bile gelismeyebilir [76]. Ower ve ark. (1982) kuzugdbegi mantari
yetistiriciligi i¢in optimum nem, sicaklik ve havalandirma kosullarin1 ortaya koymustur. Bu
tarihten sonra Cin basta olmak iizere bir¢ok iilkede kuzugdbegi kiiltiirii arastirmacilar igin
popliler calisma alan1 haline gelmistir. 2002'de basarili olan ve 2004 yilinda ticarilesen ilk
iretim Yunnan Eyaletinde hektar basina yillik 450-3 000 kg ile 33 hektarlik bir alanda
gerceklestirildi [77]. Tim bu akademik ¢alismalar sonucunda 2011 yilinda Cin’de 200 hektar
alanda kuzugdbegi iiretimine baglanmis ve 2016 yilinda iiretim alan1 1 600 hektara ¢ikmuistir
[19]. Ulkemizde Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii'ne bagli Alata Bahge
Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii tarafindan 2022 yilinda ilk defa yetistirilen Kuzugobegi Mantar1
pilot iiretimi gergeklestirildi. Ilk askokarp yapilart 11 Mart 2022 tarihinde alindi [78].
Kuzugobegi yetistiriciligi, diinya ¢apinda bir arastirma odagi olmustur ve kuzugdbeginin agik
havada yetistirilmesi son yillarda basarili olmus ve Cin'de biiyiik bir 6l¢ege yayilmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda kuzugobegi mantar1 sentetik veya yar1 sentetik ortamlarda yetistirilmis;
ancak bu mantarlarin karmasik beslenme ve metabolizma istekleri tam olarak belirlenememistir

[79].
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Gorsel 1. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Kuzug6begi Mantar1 Pilot tiretim Tesisi [80].
(Anonim — 2022)

Gorsel 2. Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Kuzug6begi Mantari Pilot tiretim Tesisi [80].
(Anonim — 2022)
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Gorsel 3. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisit Kuzugdbegi Mantari Pilot tiretim Tesisi [80].
(Anonim — 2022)

Gorsel 4. Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Kuzugobegi Mantar1 Pilot tiremi [80].
(Anonim — 2022)
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. MANTAR ORNEKLERININ TOPLANMASI

Morchella cinsinin gelisimine uygun ilkbahar (Nisan-Haziran) doneminde yapilan arazi
calismalarinda 15 adet mantar 6rnegi toplanmistir. Morchella 6rnekleri istasyon-1’den (Mugla
| Fethiye - Yesiliiziimlii Koyii / 08.04.2021) 4 numune, Istasyon-2’den (Mugla / Dalaman -
Giirleyik K&yii / 09.04.2021) 8 numune ve Istasyon-3’ten (Diizce - Diiverdiizii Koyii /

05.06.2021) 3 numune olarak toplanmustir.

Calismada, cam ormanlarindan (Istasyon 1-2), elma-armut bahgesinden (istasyon-3), yanmis

alanlardan (Istasyon1-2) ve solucan giibresi iiretilen alandan (Istasyon-3) toplanan kuzugdbegi

ornekleri mevcuttur.

Tablo 4.1. Arazi Calismas: Istasyonlar

Lokasyon

istasyon

Koordinat

Yesilizimli Koyl - Fethiye / Mugla

1

36.739723520647466, 29.214523011686158

Gurleyik Koyl - Dalaman / Mugla

2

36.91834384156905, 29.03319509010173

Diverdiizi Koyl / Dlzce

3

40.9449045256433, 31.10878445562802
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Harita 4.1. Tiirkiye Haritas1 Istasyonlar

Harita 4.2. Istasyon 1 — Yesiliiziimlii Harita 4.3. Istasyon 2 — Giirleyik Harita 4.4. Istasyon 3 - Diiverdiizii
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Gorsel 5. Mugla Giirleyik Koyii Arazi Calismasi
(Selime Semra EROL, 2021)

Gorsel 6. Kuzugdbegi Mantari
(llgaz AKATA, 2021)

Arazi ¢alismalar1 sirasinda toplanan orneklerin askokarp yapilari, bulunduklari habitat ve
ekolojik 6zellikler ve ¢alisma alaninin fotografi ¢cekilmistir. Mantar 6rnekleri, toplanma yeri ve
toplanma tarihi eklenerek numaralandirilmistir. Numara verilen her bir 6rnege ait morfolojik
ve ekolojik oOzellikler, c¢aligma alanmin yiikseltisi, cografi koordinatlar1 arazi defterine
kaydedilmistir. Her bir 6rnek morfolojik olarak teshis edilmesi i¢cin mumlu kagitlara sarilmig

ve laboratuvara getirilmistir. Morfolojik teshisin ve doku kiiltiirii ¢aligmalarinin yapilabilmesi
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icin toplanan her bir mantar 6rnegi karton kutularda muhafaza edilerek laboratuvara

getirilmistir.

4.2. MANTAR ORNEKLERININ MORFOLOJIK TESHISI

Laboratuvara getirilmis 6rnekler, tasnif edilmis, uygun 6rnekler steril petriler iizerine konularak
24 saat bekletilmis ve spor baskilari elde edilmistir. Morchella cinsine ait 6rneklerin morfolojik
teshisi i¢in makroskobik ozellikleri stereo mikroskop (Carl Zeiss Stemi 508); mikroskobik
Ozellikleri ise binokiiler mikroskop (Carl Zeiss Primostar) ile incelenmistir. Binokiiler
mikroskop ile calisilirken kimyasal ve preparatlar kullanilmistir. Orneklerinin himenyum
olarak adlandirilan yapisindan ince kesitler alinmis, distile edilmis saf su, %5 oraninda KOH,
melzer ayiraci ve kongo kirmizisi ¢ozeltisinden olusan preparatlar mevcut literatiire gore
hazirlanmistir [81]. Mikroskobik yapilar ve 6zellikleri klasik morfolojik taksonomide veri
olarak kullanilmak i¢in not alinmistir. Binokiiler mikroskop altinda yapilan ¢alismalarda askus
ve askospor sekli, askuslardaki spor dizilim sekli ve spor sayilari, spor rengi, hiicre geper
kalmligi vb. parametrereler not alinarak mikrometrik okiiler ile olgiilmiistiir. Olgiim
caligmalarinda 6lgtimiin en az 15-35 tekrarla yapilmasina 6zen gosterilmis, 6l¢iilmiis olan en
kiigiik ve en yiiksek deger farki esas alinarak ve boyutlar1 belirlenmistir. Orneklerin teshisinde

mevcut literatiir kullanilmistir [81]—[83]
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Gorsel 7. Laboratuvara Getirilen Kuzugobegi Mantar1 Ornekleri
(Selime Semra EROL, 2021)

Gorsel 8. Laboratuvara Getirilen Kuzugébegi Mantar1 Ornekleri
(Selime Semra EROL, 2021)
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4.3. MANTAR ORNEKLERININ MOLEKULER TESHISI

Yapilan arazi calismalari ile toplanan Ornekler, laboratuvara getirilmis, mikroskobik ve
morfolojik tanilamalari yapilmistir. Daha sonra Ornekler DNA dizi analizlerinin
gergeklestirilmesi i¢in 40 °C’de 12 saat kurutulmustur. DNA izolasyonu, kurutulmus
mantarlardan hazir kit (Gene All Palnt Sv marka Bitki ve Mantar DNA Saflastirma Kiti)
kullanilarak yapilmistir. 50 mg mantar dokusu 6rnegi sivi nitrojen igerisinde ezilerek 1,5 ml
mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Doku tizerine 400 pl Buffer PL ve 4 ul RNaseA eklenerek
karistirilmistir. Karisim 65 °C’de 10 dk. bekletilmistir. Lizat {izerine 140 ul Buffer PD eklenmis
ve karigim buz iizerinde 5 dk. bekletilmistir. Lizat Ezsep™ filtre iizerine alinarak santrifiij
edilmistir (14 000 rpm, 2 dk.) Dipte kalan hiicre peletini bozmadan filtreden gegen 400 pl lizat
yeni bir tiipe alinmistir. Lizat {izerine 600 pl Buffer BD eklenerek karistirilmistir. Karigimdan
700 pl aliarak spin kolana aktarilmig ve santrifiij edilmistir (8§ 000 rpm, 30 sn). Santrifiij
sonrasinda kolondan gegen kisim atilmistir. Geriye kalan karigim ayn1 6rnek i¢in kullanilan spin
kolana aktarilmis ve santrifiij edilmistir (8 000 rpm, 30 sn). Santrifiij sonrasinda kolondan gecen
kisim atilmistir. Kolon iizerine 700 pl Buffer CW eklenerek santrifiij edilmistir (8 000 rpm, 30
sn.). Kolon tizerine 300 pl Buffer CW eklenerek santrifiij edilmistir (8 000 rpm, 2 dk.). Kolon
yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine alinarak iizerine 100 ul Buffer AE eklenerek 5 dk. oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve sonra santrifiij edilmistir (140 rpm, 1 dk.). Elde edilen DNA
ornegi -20 °C’de saklanmistir. DNA izolasyonu sonrasinda ITS1-ITS4 primerleri kullanilarak
PCR asamasina gecilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri %2 lik agaroz jel kullanilarak elektroforez
uygulanmigtir ve bant varligi gézlemlenmistir. DNA dizileme asamasi BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak Thermal cyclers cihazinda gergeklestirilmistir. ABI
3500 Genetic Analyzer cihazi kullanilarak okuma alinmigtir. ITS1-4 primerleri kullanilarak
sekans sonuclari elde edilmistir. Elde edilen sekans dizileri “BioEdit” programinda “ClustalW”
analizi ile hizalanmistir. Hizalanan dizilerin yaklasik 50 bazlik ilk ve son dizileri sekans
yonteminin dogasindan kaynaklanan kirlilikleri temizlemek amaciyla silinmistir. Nihai bir

filogenetik agac olusturulmustur.

4.4, MANTAR ORNEKLERININ DOKU KULTURU iLE COGALTILMASI

Arazi ¢alismalarinda toplanmis Ornekler laboratuvara getirilmistir. Araziden gelen mantar

orneklerinden saf misel kiiltiirlerinin elde edilmesinde doku kiiltiirii yontemi kullanilmistir [84].
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4.4.1. Besiyeri Hazirlama
Optimum fungal gelisme yiiksek karbohidrat varliginda saglanir. Calismamizda fungal hif

gelisimini modiile etmek igin iki farkli besiyeri kullanilmastir.
a. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Calismada (Merck 1.03873) kodlu Merck marka dehidre besiyeri kullanilmistir. Dehidre
besiyeri 65,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1siticilt manyetik karigtiricida 1 400 rpm/ 150

°C’de 1s1tilarak ¢oziildii.

Hazirlanan ¢ozelti otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilip, steril petri kutularina 12,5'er
ml olacak sekilde dokiildii. Hazirlanmis besiyeri berrak, sarimsi kahve renginde ve pH's1 25 °C

'da 5,6+0,2 olacak sekilde hazirlanmigti
b. Patates Dekstroz Agar (PDA)

Calismada (Merck 1.10130) kodlu Merck marka dehidre besiyeri kullanilmistir. Dehidre
besiyeri, 39,0 g/L olacak sekilde damitik su iginde 1siticil manyetik karistiricida 140 rpm/ 150
°C’de 1sitilarak ¢oziildii. 121 °C'de otoklavda 15 dakika sterilize edildi ve steril petri kutularina
12,5'er ml olacak sekilde dokiildii. Hazirlanmis besiyeri berrak, sarimsi1 kahve renginde ve pH's1

25 °C 'da 5,6+0,2 olacak sekilde hazirlanmistir.

1500 140

EEER

Gorsel 9. Besiyeri Hazirlama
(Selime Semra EROL, 2021)
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Gorsel 10. Besiyeri Sterilasyonu
(Selime Semra EROL, 2021)

4.4.2. Doku Kiiltiirii Calismasi:
4.4.2.1. Saf Kiiltiirlerin Doku Kiiltiirii ile Elde Edilmesi

Asilama igleminden 1 saat once ekim igslemlerinin yapildigit HEPA Filtreli Biyogiivenlik kabini
(Metisafe Class 11 A) i¢ bolgesi alkol (%70) ile silinerek ortam dezenfekte edilmistir ve ¢caligma
baslamadan 15 dk 6nce UV lamba agilarak UV sterilizasyon yapilmistir. Biyogiivenlik kabini
icerisinde taze mantar orneklerinden steril bistiiri ile alinan 0,5 cm ¢apinda pargalar Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) besin ortamina steril 6ze ile asilanmustir.
Sambyal ve Singh, (2021) yaymladiklar1 bir ¢alismada M. importuna primordiyum
farklilasmasinin 06-10 °C arasinda uyarildigini rapor etmistir[85]. Bu ¢alisma referans alinarak
PDA ve SDA besiyerlerine asilanan 6rnekler 08 °C’de ve karanlikta 08 °C’de 10-15 giin
sogutmali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sicakligi miselyum gelisimleri 24 saatlik
periyotlarda kontrol edilmis. Optimum misel gelisimi tiim 6rneklerde PDA besiyerinde
goriilmistiir. Misel tiim petriyi sardiktan sonra elde edilen saf kiiltiirler, kullanilincaya kadar

buzdolabinda (+4 °C) saklanmustir.
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Gorsel 11. Saf Kiiltiirler
(Selime Semra EROL, 2021)

Gorsel 12. Saf Kiiltiirler
(Selime Semra EROL, 2021)

4.4.2.2.Elde Edilen Saf Kiiltiirlerin Cogaltilmasi

Elde edilen M. importuna saf kiiltiirleri PDA besiyerinde, SDA besiyerine gore optimal geligim
gostermistir. Cogaltma isleminden 1 saat Once ekim islemlerinin yapildigi hepa filtreli
biyogiivenlik kabini i¢ bdlgesi alkol (%70) ile silinerek ortam dezenfekte edilmistir ve ¢alisma
baglamadan 15 dk 6nce UV lamba agilarak UV sterilizasyon yapilmigtir. Cogaltilacak olan saf
kiiltiirler saf kiiltiirlerden mantar delici kullanilarak, 0,5 cm ¢apinda misel ihtiva eden parcalar
kesilmistir. Bu pargalar steril bir 6ze yardimiyla, PDA ortamima petri kabinin ortasina
birakilmig, daha sonra, petrilerin kapagi kapatilmis ve kenarlar1 parafilm ile kapatilarak, tarih
aktarim generasyonu ve sus adi yazilarak etiketlenmistir. Ekimi yapilan petriler etiivde 06-08

°C arasinda inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik periyotlarda kontrolleri yapilmistir. Miselyum
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ekstraksiyonu i¢in gerekli misel miktarina ulasmak i¢in 1 000+ adet petride misel gelisimi

saglanmistir.
4.4.2.3. Dogal Mantar Ornegi ve Kiiltiirlenmis Miselyumun Ekstraksiyon i¢in Hazirlanmasi

Nisan 2021°de araziden toplanmis olan ve SE2148Fb kodu verilerek molekiiler tanimlamasi
Morchella importuna olarak yapilmis olan 6rnekler Sinbo SFD-7401 Sebze-Meyve Kurutucu
cihazi ile 40 °C’de 24 saat kurutulmustur. SE2148Fb kodlu Morchella importuna’dan doku
kiiltlirii teknigi ile tiretilmis SE2148M Kkiiltlirlenmis miselyumlar besiyeri ortamindan ince film
tabakas1 halinde bistiiri yardimi ile ayrilmistir [6]. Elde edilmis olan saf miseller Sinbo SFD-
7401 Sebze- Meyve Kurutucu cihazi ile 40 °C’de 8 saat kurutulmustur [86]. SE2148M ve
SE2148Fb kodlu kurutulmus numuneler Sinbo SCM 2934 kahve 6giitiiciisii ile 6giitiilmiis; elde
edilen 120 gr misel ve 56 gr meyve govdesi ekstraksiyon islemi i¢in hazirlanmis, +4 °C’de

islem yapilana kadar saklanmustir.

Gorsel 13. SE2148Fb
(Selime Semra EROL, 2021)
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Gorsel 14. SE2148M
(Selime Semra EROL, 2021)

Gorsel 15. Ogiitiilmiis SE2148Fb
(Selime Semra EROL, 2021)

Gorsel 16. Ogiitiilmiis SE2148M
(Selime Semra EROL, 2021)
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4.4.2.4. Dogal Mantar Ornegi ve Kiiltiirlenmis Miselyumun Ektraksiyonu

SE2148M ve SE2148Fb kodlu kurutulmus ve ogiitiillmiis numunelerin ekstraksiyonu
yapilmistir [31], [86]. Uygun kosullarda kurutulduktan sonra toz haline getirilmis mantar ve
kiiltiirlenmis miselyum numunelerinden 10’ar gr alinarak erlen igerisine 3 tekrar olacak sekilde
[87] %50 metanol %50 etil asetat igeren 30 mL’lik ¢ozelti igerisinde oda Sicakliginda 24 saat
140 rpm hizla ¢alkalama sonrasinda ¢ozeltiler santtifiij isilemi uyguland: [88]-[89]. Santrifiij
islemi sonras1 %100 saf su ile 24 saat calkalamali su banyosunda (ilk 3 saati 45-50 °C)
calkalama islemi yapilan numunelere daha sonra tekrar santrifiij islemi uygulandi. Elde edilen
numunelerin ¢oziiciileri Rotary Evaporator cihazinda 50 °C’de uguruldu. SE2148M kodlu
numuneden elde edilen eksrakta SE1, SE2148Fb kodlu numuneden elde edilen ekstrakta SE2

kodu verilmistir.

Gorsel 17. Rotary Evaporatorde Extrakt Coziiciilerinin Ugurulmasi
(Selime Semra EROL, 2021)

32



Gorsel 18. SE2148M Ekstrakti (SE1)
(Selime Semra EROL, 2021)

Gorsel 19. SE2148Fb Ekstakt (SE2)
(Selime Semra EROL, 2021)

4.5. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI ANALIZi (HPLC)

4.5.1. Kimyasallar ve Tepkimeler
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) smifi solventler E. Merck'ten (Darmstadt,
Almanya) elde edildi. Gallik asit (> %99), fumarik asit (> %99), protokatesuik asit (%97),
katesin hidrat (> %98), p -hidroksi benzoik asit (%99), 6,7-dihidroksi kumarin (%98)), kafeik
asit (> %98), vanilin (%99), 2,4-dihidroksi benzoik asit (%98), p -kumarik asit (> %98), ferulik
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asit (%99), kumarin (> %99)), trans -2-hidroksi sinnamik asit (%99), ellagik asit (> %98),
rosmarinik asit (> %98) ve trans -sinnamik asit (%99), Sigma Chemical Co.'dan (Sigma-Aldrich

GmbH) elde edilmistir. Sternheim, Almanya).

4.5.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC-DAD) Kosullari

Ayirma, 40 °C'de termostatli bir Intertsil ODS-3 ters faz C 18 kolonu (5 um, 250 mm x 4,6 mm
id) iizerinde gerceklestirildi. Coziicli akis hiz1 1,5 mL/dak idi. Numune hacmi enjeksiyonu 20
pL idi. Kullanilan mobil fazlar sunlardi: (A) su iginde %0,5 asetik asit, (B) metanol i¢inde %0,5
asetik asit. Eliisyon gradyani su sekildeydi: %0-20 B (00,01 dakika); %20-60 B (0,01-2 dk);
%60-80 B (2—15 dakika); %100 B (15-30 dakika); %100-10 B (30-35 dakika); %10-0 B (35—
40 dakika). Tespit, tercih edilen dalga boyu olarak 280 nm kullanilarak fotodiyot dizisi
dedektorii (PDA) ile gerceklestirildi.

4.6. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE TAYINi

4.6.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayini icin Kullanilan Suslar
Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in Diizce Universitesi Geleneksel ve Tamamlayici Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilen Escherichia
coli ATCC25922, Staphylococcus aureus ATCC25923, Enterobacter cloacae ATCC 13047,
ve Klebsiella pneumonia ATCC 13883 isimli standart suslar kullanilmistir. Besiyeri olarak
bakteriler i¢in Mueller Hinton Agar (MHA — Merck1.05437) kullanilmistir. Test
mikroorganizmalart MHA icine asilanarak mikroorganizmalarin gelisimine uygun sicaklik
derecesinde 24 saat bekletilmislerdir. +4 derecede muhafaza edilen mikroorganizmalar aktif

hale getirilmis ve mikroorganizma sayisinda artig saglanmustir.

4.6.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini icin Kullamlan Yontemler:
Antimikrobiyal aktivite testleri, in-vitro olarak uygulanan ve antimikrobiyal 6zellikte oldugu
varsayilan bir ajanin secilmis bir mikroorganizma tiirii iizerindeki etkisini belirlemek igin
kullanilan yontemlerdir. Caligmada ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite tayininde “Disk

Difilizyon” metodu uygulanmistir.

4.6.3. Inokiilum Siispansiyonu ve Ekstrakt iceren Disklerin Hazirlanmas

4.6.3.1.Inokiilum hazirlanmasi

100 ml distile suya 0,9 mg NaCl eklenerek hazirlanmis olan Serum Fizyolojik (SF)
kullanilmistir. Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerinde ¢ogaltilan test mikroorganizmalar,
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dogrudan koloni siispansiyonu yontemi kullanilarak SF igerisinde 0,5 McFarland bulaniklik
standardi yogunlugunda hazirlanmigtir. 0,5 McFarland standardindan daha yogun inokiilum
stispansiyonu inhibisyon zonunun kii¢iilmesine, daha az inokiilum siispansiyonu ise inhibisyon
zonunun biiyiimesine neden olabilir. Bu nedenle inokiilum siispansiyonunu 0,5 McFarland

standart yogunlugunda standardize edilmis ve 15 dakika icerisinde kullanilmistir.
4.6.3.2. Ekstrakt iceren disklerin hazirlanmasi

6 mm steril bos kagit antibiyotik disklere SE1 ve SE2 ekstraktlarindan 30’ar pl emdirilerek disk

difiizyon yonteminde kullanilacak diskler hazirlanmigtir

4.6.4. Disk Difiizyon Yontemi
FS igerisinde 0,5 McFarland bulaniklik standardi hazirlanan inokulum otomatik pipet ile 100
ml ¢ekilmis ve MHA besiyerine yayma ekim yapilarak ekilmistir. islem her bir test mikro
organizmasi i¢in tekrar edilmistir. 6 mm steril bos kagit antibiyotik disklere SE1 ve SE2
ekstraktlarindan 30’ar pl emdirilerek hazirlanan diskler her mikro organizma igin 3 tekrarl
olacak sekilde mikro organizma ekimi yapilmis pertilere yerlestirilmistir. Disklerin sik1 ve esit
sekilde yerlestirilmesine 6zen gosterilmistir. Antimikrobik maddenin difilizyonu ¢ok hizlidir.
Bu nedenle disklerin agar plaga yerlestirildikten sonra oynatilmamasina 6zen gosterilmistir.

Zonlarin i¢ i¢e girmesini dnlemek i¢in 90 mm petride 3 disk kullanilmaistir.

Bu agar plaklar inkiibatorde tek tek yerlestirilerek 35+1°C, normal atmosfer, 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Agar plaklarda olusan inhibisyon zonlar1 dl¢iilmiistiir.

Gorsel 20. Antimikrobiyal Aktivite Testi
(Selime Semra EROL, 2021)
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Gorsel 21. Disk Difiizyon Yo6ntemi
(Selime Semra EROL, 2021)

4.6.5. Istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler Sosyal Bilimler I¢in Istatistik Programu (Statistical Package for the Social
Sciences/SPSS) istatistiksel analiz programi kullanilarak analiz edilmistir. Dogal M. impotuna
ve kiiltiirlenmis misel ekstrelerinin test mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkileri Iki

Yonlu Anova ile degerlendirilmistir.

4.7. HUCRE KULTURU CALISMALARI

4.7.1. L929 (Fare Fibroblast) Hiicre Hattinda Sitotoksisite Testi
SE2148M ve SE2148Fb kodlu oOrneklerin toksisitesini belirlemek i¢in WST-1 hiicre
proliferasyon test protokolii uygulandi. Hiicre canlilifint %50 ve asagisina disiiren
konsantrasyonlar toksik olarak kabul edildi. SE2148M ve SE2148Fb kodlu 6rneklerin test
numunelerinin farkli doz araliklarinda sitotoksisitesini belirlemek iizerine L929 fibroblast hiicre
hattinda analiz gergeklestirildi. En yiiksek 200 ppm ve en diisiik 1,56 ppm olmak iizere 8 farkli
konsantrasyonun toksisitesi analiz edildi. Numune M i¢in analiz sonuglarina gore; tiriiniin genis
doz araliginda bakildiginda toksik deger kaydedilmemistir. Numune F i¢in analiz sonuglarina

gore; lirlinlin genis doz araliginda bakildiginda toksik deger kaydedilmemistir.
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ATCC Number: CCL-1
Designation: NCTC clone 929

-

Low Density Scale Bar=100pm  High Density Scale Bar = 100pm

Gorsel 22. 1.929 Fare Fibroblast Hiicresi

Gorsel 23. L929 Fare Fibroblast Hiicresi
(Selime Semra EROL, 2021)
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Gorsel 24. Hiicre Kiiltiirii Calismasi
(Selime Semra EROL, 2021)

Gorsel 25. Hiicre Kiiltiirii Calismasi
(Selime Semra EROL, 2021)

Hiicre canlilig1 en diisiikk %70 olarak 200 ppm konsantrasyonunda goriilmiis iken, en yiiksek
%127 ile 12,5 ppm konsantrasyonunda goriilmiistiir Sonu¢ olarak numune-M’ ve Numune
Fb’nin test edilen konsantrasyonlarindan (1,25- 200 ppm aralig1) hiicre kiiltiirii ortaminda,
hiicre canliligini inhibe etmedigi yani bu dozlarda her iki numunenin de toksik olmadigi

anlagilmistir.

4.7.2. SCOV-3 Over Kanser Hiicre Cogalmasi ve Sitotoksisite Testi
Calismada 64 yasinda kadin hasta overinden izole edilmis bir hiicre hatt1 kullanilmistir. SCOV-
3 Over Kanser hiicrelerinin kiiltiirtinde kullanilan besiyerinin temel icerigi RPMI 1640 olmakla

birlikte %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin icermektedir.
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Calismada kullanilan hiicreler, RPMI, %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin/streptomisin ile
25’lik flasklara ekilmistir.

e Sitotoksisite Test Protokolii:

96 kuyucuklu plakada 50 mikrolitre hiicre stispansiyonu (20.000 hiicre / kuyucuk) dagitildi.
Plaka inkiibatorde 24 saat 37 °C *de, %5 CO2 inkiibe edildi.

24 saat sonra 5 ppm - 0,625ppm ardisik mantar ekstre( SE2148M ve SE2148FDb ) diliisyonlari
plaka kiiltiir ortamina 100 pl olacak sekilde eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.

Calismada proliferasyon ve sitotoksisite deneylerinde canli hiicrelerin sayisinin belirlenmesi
icin hassas kolorimetrik testlerin yapilmasini saglayan CCK-8 Proliferasyon Testi Hiicre Sayim

Kiti-8 kullanildi.
24 saat inkiibe edilen hiicreler CCK-8 testiyle degerlendirildi.

Plakanin her bir kuyucuguna 10 mikrolitre CCK-8 soliisyonu eklendi. Plaka inkiibatorde 2 saat
inkiibe edildi. Mikroplak okuyucu kullanilarak 450 nm’de absorbans 06l¢iildii.

ATCC Number: HIB-77 ™
Designation:  SK-OV-3 [SKOV-3]

Gorsel 26. SCOV-3 Over Kanser Hiicresi

39



5. BULGULAR

5.1. MANTAR ORNEKLERININ MORFOLOJIK TESHiSi

Araziden toplanarak laboratuvara getirilmis ve tasnif edilmis 6rnekler binokiiler mikroskop ve
stereo mikroskop altinda g¢alisilmis elde edilen mikroskobik veriler not edilmis ve Ornekler

mevcut literatiire gore [81]-[83] , Morchella importuna olarak tanimlanmustir.

5.2. MANTAR ORNEKLERININ MOLEKULER TESHISI

Mor193, 110M ve 111M'lin evrimsel gecmis analizleri ile ilgili olarak, BLASTn aramalarinin
sonuglart dikkate alinarak, Morchella cinsinin iiyelerinden bazi nrITS rDNA dizileri, i¢ grup
iiyelerini temsil etmek iizere se¢ilmistir ve Gyromitra esculenta O80558'in nrITS rDNA dizisi,

dis grup tlyesini temsil etmesi i¢in sec¢ilmistir.

Molekiiler filogenetik analiz sonucunda, bir dis gruptan ayri olarak bes ayri klad ortaya

cikmustr.

1. Klad: Morchella importuna'nin bazi farkli izolatlarin1 ve Mor193, 110M ve 111M 6rneklerini
igerir

2. Klad: Morchella cinsinden M. semilibera,

3. Klad: M. tridentina,

4. Klad: M. vulgaris

5. Klad: M. anatolica tiirlerinin iiyelerini igermistir.

Diger yandan, Gyromitra esculenta i¢ grup kladlardan ayri olarak dallanarak tahmin edildigi
gibi bir dis grup olusturmustur.

Mor193, 110M ve 111M'nin niikleer ITS rDNA dizileri ile yapilan BLAST analizleri, farkli M.
importuna izolatlar1 ile %99'un iizerinde benzerlik oranlari gostermistir. Gergeklestirilen
filogenetik analizler, bu 6rneklerin yiiksek dal onyiikleme oraniyla M. importuna ile yakin
iligkisini dogrulada.

Sonug olarak arazi ¢alismalarinda toplanmis ve morfolojik olarak M. importuna olarak

tanimlanan Ornekler molekiiler taksonomi kullanilarak tanimlanmis ve morfolojik tanimlama

dogrulanmistir.
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Morchella Importuna HT669 (MT435012.1)
Morchella Importuna PRC4111 (MH882763 1)
Morchella Importuna HT680 (MT435015.1)
Morchella Importuna IP301 (MH982774.1)
Morchella Importuna IP80 (MH982741.1)
A11+mor193-1TS1
Merchella Importuna HKAS62868 (JQ321874.1)
Morchella Importuna HT628 (MT430882.1)
g7} Morchella Importuna P88 (MH982746.1)
Morchella Importuna Cly-158 (MG121861.1)
Morchella Importuna VK2 (MHS982772.1)
84 C1+110M-ITS1
51 1+111M-ITS1
89 | Morchella semilbera 9100 (KM588020.2)
| Morchella semilbera VK13 (MH982767.1)
991 Morchella semilbera JMMO015 (MN436845.1)
| Morchella tredentina LIP:PhC177(KM587967.1)
00 Morchella tredentina LIP:PhC145 (KM587952 1)
57 Morchella tredentina LIP:PhC116 (KM5879836.1)
100 | Morchella vulgarnis KASH-2007-8 (OM049833.1)
| Morchella vulgaris LIP:PhC8 (KMS87999.1)
Morchella vulgaris FLAS-F-681945 MES-3065 (MT373937 1)
Morchella anatolica ML914MAK3 (MTO36044.1)
1 Morchella anatolica ATHUMS661 (MT036040.1)
90" Morchella anatolica ML914MAK1 (MT036043.1)
Gyromitra esculenta 080558 (KX008336.1)

0.20

Sekil 5.1. Flogenetik Kladlar

Cekirdek ITS rDNA bolgelerine gore, TN93+G+I evrim modeli kullanilarak tahmin edilen, Morchella cinsine ait mantar 6rneklerinin filogenetik
iligkilerini ortaya koyan en olas1 agag. Her dal igin, ylizde Onyiikleme degerleri belirtilmistir. Mor193, 110M ve 111M kodlu érnekler harig

filogenetik analize dahil edilen tiim diziler GenBank’tan alinmistir. Gyromitra esculenta dis grup 6rnegi olarak filogenetik analize dahil edilmistir.
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5.3. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISIi (HPLC) ANALIZi

SE1 ve SE2 ekstraktlarinin fenolik bilesikleri HPLC-DAD kullanilarak tespit edildi. incelenen
ekstraklarin toplam fenolik bilesik miktarinin diger gidalarla karsilastirilabilir diizeyde oldugu
belirlendi. Fenolik bilesiklerin niteliksel ve niceliksel bilesimindeki farkliliklarin mantarlarin
olgunlasmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilebilir. Bulgular, dogal M. importuna meyve
veren govdesi ve kiiltiirlenmis miselyumunun tiirlerinin gida, kozmetik ve ilag endiistrileri igin

alternatif bir dogal fenolik bilesik kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

42



Tablo 5.1. SE1 ve SE2 Ekstraktlarin HPLC-DAD ile organik asit ve fenolik bilesimi (ug/g)

No Fenolik bilesikler RT (min) SE1l SE2
1 Fumarik asit 3.36 16.20 5.33
2 Gallik asit 5.40 1.15 -
3 Protokatekuik asit 8.75 4.51 1.65
4 Katesin 10.68 - -
5 Pirokatekol 11.04 - -
6 Klorojenik asit 12.35 - -
7 p-hidroksi benzoik asit 12.77 - -
8 6.7-Dihidroksi kumarin 14.10 - -
9 Kafeik asit 15.09 - -
10 3-hidroksi benzoik asit 15.98 - -
11 Siringa asidi 16.56 - -
12 Vanilin 17.78 - -
13 p-Kumarik asit 20.56 - -
14 Taksifolin 21.26 - -
15 Ferulik asit 22.14 0.62 -
16 Kumarin 24.49 - -
17 Rutin 25.30 - -
18 Ellagik asit 26.11 - -
19 Rosmarinik asit 26.77 0.79 0.28
20 mirisetin 27.35 - -
21 Kuersetin 30.83 - -
22 Trans-sinnamik asit 31.33 - -
23 Luteolin 31.70 - -
24 Hesperatin 32.14 - -
25 Kaempferol 33.21 - -
26 Apigenin 33.77 - -
27 Krizin 38.40 - -
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5.4. ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITE TAYINi

Cizelge 4.1.’de gorildigi gibi M. impotuna ve kiiltiirlenmis misellerinde elde edilen
ekstraklarindan SE1 ekstraktinin S. aureus ATCC25923 bakterisine kars1 10,00 mm inhibisyon
zonu olustururken, SE2’nin13,33 mm ¢ap ile daha fazla inhibisyon zonu olusturdugu belirlendi.
E. cloacae ATCC13047 tiremesini ise SE1 ve SE2 ekstraktlari sirasiyla 14,00 mm ve 13,33 mm
inhibisyon zonu olusturmustur. SE2 ekstrakti ise E. coli ATCC25922 ve K. Pneumonia
ATCC13883 bakterilerinin iiremesini inhibe etmedigi, buna karsin SE1 ekstraktinin ise sirast
ile 9,50 mm ve 9,33 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edildi. Inhibisyon zonlarini
degerlendirildiginde, SE1 ekstraktinin test edilen tiim bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitesi
oldugu belirlendi. Sonug olarak ekstrakt (P=0,039), mikroorganizma (P=0,000) ve ekstrakt
mikro organizmanin (P=0,000) inhibisyon zon c¢ap1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik olusturdugu belirlendi.

Tablo 5.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Mikroorganizma / Ekstrakt SE1 SE2
Escherichia coli 9,5040,50 6,0010,01
Staphylococcus aureus 10,00+0,01 13,33+2,08
Enterobacter cloacae 14,00+1,73 13,33+1,53
Klebsiella pneumonia 9,3340,58 6,00+0,01

Her bir deger ii¢ tekrarin ortalamasi + standart sapma olarak gésterilmistir (n=3, P<0.05)

5.5. HUCRE KULTURU CALISMALARI

5.5.1. L929 (Fare Fibroblast) Hiicre Cogalmasi ve Sitotoksisite Testi
Calismada 1929 Fare Fibroblast hiicre hattinda dogal M. importuna ve M. importuna
kiiltiirlenmis misellerinden elde edilen ekstraklarin sitotoksitesi gdsterilmistir. Hiicre canliligt
en diisiik %70 olarak 200 ppm konsantrasyonunda goriilmiistiir. Hiicre canlilif1 en yiiksek
%127 ile 12,5 ppm konsantrasyonunda goriilmiistiir Sonu¢ olarak numune-M’ ve Numune
Fb’nin test edilen konsantrasyonlarindan (1,25- 200 ppm araligi) hiicre kiiltiirii ortaminda,
hiicre canliligini inhibe etmedigi yani bu dozlarda her iki numunenin de toksik olmadigi
anlagilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda hiicre poliferasyonu ile ilgili herhangi bir mekanizma
gosterilmemistir. Calismamiz Oncii ¢alisma niteliginde olup M. importuna ve kiiltiirlenmis

misellerinin hiicre poliferasyonuna etkisi igin ilave ¢alismalarda gerek duyulmaktadir.
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Tablo 5.3. L929 Fare Fibroblast Sitotoksisite

L929 Fare Fibroblast Sitotoksisite
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5.5.2. SCOV-3 Over Kanser Hiicre Hattinda Sitotoksisite Testi
64 yasinda kadin hasta overinden izole edilmis bir hiicre hatti ile yapilan ¢alismada elde edilen
verilere gore dogadan toplanmis M. importuna ve doku kiiltiirii teknigi ile tretilmis olan
miselyumlarindan elde edilmis ekstraklar calismada kullanilan over kanser hiicrelerinin
oliimiine neden olmustur. M. importuna mantarindan izole edilen bir peptid ile yapilmis bir
caligmada Yitong ve ark., (2023) serviks kanseri hiicrelerinde apopitoz ile iliskili yolaklara etki
ederek 6liime neden oldugunu gostermistir [99]. Yapilan ¢alismada over kanseri hiicre hattinda
Olime hangi mekanizmalar ile yola a¢tigi gosterilmemistir. M. importuna ekstraktlarinin
apopitoz tizerine etkisini degerlendirmek {izere ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Yapilan ¢alisma 6n

caligma niteligindedir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Morchella cinsi aromasi ve tibbi 6zellikleri ile en pahali makromantarlar arasinda yer alir[90].
Ticari liretim, yabani hasattan daha standart ve diisiik maliyetle yapilabilir. Cin'de ticari olarak
kiiltiri yapilan Morchella tiirleri M. importuna, M. sextelata ve M. eximia tiirleridir. M.
importuna, ekili alanlarda yetistirilen ve ticari olarak basarili tek tiirdiir [85]. Calismada
kullanilan dogal mantar M. importuna literatiirde yer alan misel {iretim teknikleri [19]dikkate
alinarak secilmistir. Calisma materyali belirlenen istasyonlardan toplanan dogal Morchella
importuna mantarlaridir ve mantarlarin tiir teshisi morfolojik ve molekiiler olarak yapilmis;
molekiiler tanimlama morfolojik tanimlama ile uyumlu sonug¢ vermistir. Literatiire uygun [13,
81, 83] tanimlanan mantarlardan doku kiiltiirii teknigi ile miselyum tiretilmistir. M. importuna
kiiltiirlenmis miselyumunun ve dogadan toplanan 6rneklerinin metanol / etil asetat kullanilarak
hazirlanan ekstralarinin sitotoksisitesi, antikanserojen ve antimikrobiyal etkisi in-vitro olarak
incelenmis ve dogal mantardan elde edilen ekstre sonuclar1 kiiltiirlenmis miselyumdan elde

edilen sonuclar ile karsilagtirilmistir.

Sitotoksitite testi WST-1 protokolii ile L929 Fare Fibroblast Hiicre Hattinda ¢alisilmis ve test
edilen konsantrasyonlarda (1,25- 200 ppm araligi) in-vitro olarak, hiicre canliligini inhibe
etmedigi, bu dozlarda her iki numunenin de toksik olmadigi bulunmustur. En yiiksek hiicre
canlilifi %127°lik oran ile 12,5 ppm konsantrasyonda dogal mantardan elde edilen ekstrede
goriilmiis; aym1 konsantrasyonda kiiltiirlenmis miselyumdan elde edilen ekstrede %121°lik
hiicre canlili§i bulunmustur. Calisma sonucuna goére dogal mantarin metanol / etil asetat
ekstresi, kiiltiirlenmis miselyumdan elde edilen metanol / etil asetat ekstresine oranla hiicre
canliligini daha fazla arttirmistir. Ayrica yapilan literatiir taramasinda M. importuna ve
kiiltiirlenmis miselyumlar1 ile L929 Fare Fibroblast Hiicre Hattinda yapilmis bir sitotoksisite
caligmasina rastlanmamistir. Ancak, Baran ve ark. (2017) WST-1 Sitotoksisite Testi ile L929
Fare Fibroblast Hiicre Hattinda Russula delica mantarinin, konsantrasyonlara bagl olarak
sitotoksisitesinin degistigini raporladigr 5000 ppm oraninda uygulanan etil alkol ekstrelerinde
toksisite orani yiiksek (%Canhlik 27,55); ancak 2500 ppm altinda uygulanan ekstrelerde
toksisite oranlar1 arasinda bir fark bildirilmemistir (%Canlilik % 97.04-101.18) [91] . Ayrica
2012 yilinda yapilan bir ¢alismada; Morchella cinsine ait 7 farkli tiirtin metanolik ekstreleri 72
saatlik inkiibasyona birakilmis calisma sonunda MTT sonuglar1 degerlendirilmistir. MTT
sonuglarina gore saglikli akciger BEAS-2B hiicre hattinda, tiim Morchella gruplarmin
proliferatif etkiye sahip oldugu raporlanmistir [92] Baran ve ark. yaptiklari ¢alismada 2500 ppm
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altindaki dozlarda saglikl1 viicut hiicrelerinde etanol ekstrelerinin sitotoksisitesinin olmadigini
isaret etmektedir. Calisma sonucu M.imporuna ve kiiltiirlenmis miselyumunun metanol/etil
asetat ektresi ile yapilan ¢alismada uygulana doz araligi ile uyumludur[91]. Ancak; Tiil, (2012)
saglikli akciger BEAS-2B hiicrelerinde yedi farkli Morchella cinsi ile 8000 pmm dozda yaptigi
calismada tiim gruplar igin proliferatif etki bildirmistir[92]. Sonug¢ olarak yapilan ¢alisma ve
literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde saglikli hiicrelerde poliferatif etkinin doza, cinse
ve tire bagimli olabilecegi goriilmektedir. M. importuna ve kiiltiirlenmis miselyumunun
poliferatif etkisi i¢in ileri doz ve degisik ¢oOziciiler ile yapilacak c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Hiicrelerin kontrolsiiz olarak g¢ogalmasi ve yayilmasi ile olusan kanser, Diinyada O6lim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer alir [93]. Over kanseri, kanserden meydana gelen 6liimlerde
cinsiyete bagli olarak kadinlarda dordiincii siradadir [94]. Yapilan ¢alismada 64 yasinda kadin
hasta overinden izole edilmis bir hiicre hattinda dogal M. importuna ve kiiltiirlenmis
miselyumundan elde edilen metanol/etil asetat ekstresi 5 ppm- 0,625 ppm doz araliginda
calisilmistir. Calisma sonucunda kiiltiirlenmis miselyumdan elde edilen metanol / etil asetat
ektresi 0,625 ppm dozda, dogal mantardan elde edilen ekstreye gore %2,5 daha etkili olarak

over kanser hiicrelerinin 6liimiine neden olmustur.

Kuzugdbegi mantarinda biyoaktif bilesenler tiirlere ve kdkenlere gore degismekle birlikte esas
olarak biyoaktif olarak polisakkaritler, fenolikler, tokoferoller, ergosteroller yer almaktadir. M.
importuna mantarindan ekstrakte edilen iki yeni D-glukan; MIPB50-W ve MIPB50-S-1
tanimlanmistir [95]. Farede meme kanseri modelinde yapilmis bir arastirma M. importuna
mantarindan izole edilen bir polisakkarit olan MIPB-70'in Doksorubusin’in antitumor etkisini
arttirdigin1 gostermistir [96] Scales ve ark., (2020) yaptiklar bir calismada M. esculenta su ve
etanol ekstraktlarinin, yumurtalik adenokarsinoma (SKOV-3) hiicreleri {izerine antiproliferatif
etkisini incelemistir. Calisma sonucu gore M. esculanta, su ve etanol ekstrakti yumurtalik
kanseri hiicrelerine karsi antiproliferatif potansiyel sergileyebilecegini gostermistir [87]
Literatiir verileri incelendiginde M. importuna ile ayni cins igerisinde yer alan M.esculanta
mantarinin (SKOV-3) hiicreleri {izerine antiproliferatif etkisi ve M. importuna mantarinin
calisgmada Doksorubusin antitimér etkisini arttirict 6zelligi yapilan calisma verileri ile
uyumludur. Ayrica Agay (2018) PC-3 prostat hiicre hatt1 ile yaptigi bir calismada M.esculanta
etilasetat ekstraktinin PC-3 hiicreleri i¢in 550 pg/ml konsantrasyonda (99,82 % inhibisyon)
IC50 264,33 (ug/ml) degeri ile inhibisyon etkisi gosterdigini; sitotoksik aktivitenin

konsantrasyon ve ekstraktlarin ¢oziicii tipine bagimli oldugu rapor edilmistir [31] Baska bir
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calismada Liao ve ark, (2017) ti¢ farkl1 istasyondan elde edilen, Yunnan (MCP-Y), Tibet (MCP-
T) ve Sincan (MCP-X), M. conica mantarinin fenolik ekstraktlarin HepG2 hiicre hattinda
poliferasyununu incelemistir[95]. Calisma sonucunda, HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunun
doza bagimli olarak M. conica tarafindan inhibe edildigi ve sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarda, serbest fenolik ekstraktlarin EC50 degerlerinin 186.43 ile 271.38 ug/mL
arasinda degistigi rapor edilmistir [95]. Literatiir verileri yapilan g¢alisma sonucu ile
kiyaslandiginda Morchella cinsine ait mantarlarin doza bagimli olarak antikanserojen etkisi
oldugu goriilmektedir. Calisma sonucunda kiiltiirlenmis M. importuna miselyumunun, dogal
mantara oranla saglikli hiicrelerde hiicre poliferasyonunu arttirdigi bulunmustur. Ayrica
kiiltiirlenmis miselyum %2,5 oranla over kanser hiicre hattina ayn1 konsantrasyondaki dogal
mantar ekstresinden daha etkin oldugu bulunmustur. Yapilan ¢alismada over kanseri hiicre
hattinda 6liime hangi mekanizmalar ile yola agtigi gosterilmemistir. M. importuna

ekstraktlarinin hiicre 6liimii mekanizmalarina etkisini degerlendirmek tizere ileri doza bagimh

in-vitro caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Enfeksiyon hastaliklariin  tedavisinde kullanilan  antibiyotiklerin  yan etkileri ve
mikroorganizmalarda direng gelisimine sebep olmalari, son yillarda dogal iirlinlere olan ilginin
artmasindaki 6nemli nedenlerden biridir. Eren ve Akyiiz (2019) yaptiklar bir ¢alismada farkl
mantar tlirlerine ait kiiltiirlenmis miselyumlarin ekstraktlariin Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeroginosa, Bacillus megaterium, Escherichia coli, Staphylococcusaureus,
Salmonella typhi, Candida albicans, C. glabrata, Trichophyton sp. ve Epidermophyton sp. test
mikroorganizmalari lizerindeki antimikrobiyal aktivitesini aragtirmistir. Bu ¢alisma sonuglarina
gore farkli dogal mantarlar ve bu mantarlara ait kiiltiirlenmis miselyum ekstrelerinin
antimikrobiyal etkisi gosterilmistir [86]. Farkli ¢caligmalarda makrofungus tiirleri ile yapilmig
caligmalar sonucunda test mikroorganizmalara karsi1 farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarin
farkli antimikrobiyal etki gosterilmistir. Bek¢i ve ark. (2011) farkli mantar ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisi lizerine yaptiklar1 arastirmada, M. elata aseton ekstrakti en diisiik
inhibisyon etkisini § mm zon ¢api ile C. Glabrata {lizerinde; 15 mm inhibisyon zon ¢api ile en
yiiksek antimikrobiyal etkiyi E. coli tizerinde gosterdigini bildirmistir [97] Saleh (2019) yaptig1
bir arastirmada Terfezia mantarinin metanolik ekstraktinin S. aureus iizerinde 19 mm’lik zon
capi ile antimikrobiyal etki gosterdigi rapor etmistir [98] Yapilan ¢caligmada dogal M. importuna
mantar1 ve kiiltliirlenmis miselyumundan elde edilen metanol / etil asetat ekstraktlarda;
inihibisyon zonlar1 degerlendirildiginde, SE1 ekstraktinin (kiiltiirlenmis M.impotuna ektrati)

test edilen tiim bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugu belirlendi. Heleno ve ark.
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(2013) Sirbistan (SS) ve Portekiz’den (SP) toplanmig olan M.esculanta o6rneklerinin
antimikrobiyal aktivitesini 2 mg ve 1 mg ekstrakt iceren disklerde disk difiizyon yontemi ile
arastirmis; 2 mg diskler i¢in en diisiik inhibisyon bolgesi E. coli bakterisinde 6.31 mm (SP) ve
6.44 mm (SS), en duyarli organizma ise 7.80 mm (SP) ve 8.40 mm (SS) inhibisyon zon ¢api ile
L. monocytogenes olarak bildirilmistir. Ayrica, 1 mg ekstrakt i¢ceren disklerde S. typhimurium
ve E. coli i¢in inhibisyon zonu olmadig rapor edilmistir [68]. M.importuna ekstrakti ile yapilan
calismada SE2 ekstraktinin Heleno ve ark. ¢alismasi ile uyumlu olarak E. coli bakterisinin
iiremesini inhibe etmedigi ancak; SE1 ekstraktinin 9,50 mm zon ¢api ile antimikrobiyal aktivite
sergiledigi bulunmustur. Isik ve ark (2020) M. esculenta mantarinin Tokat ve Yozgat illerinden
toplanan numunelerinin etenol ve aseton ekstraktlarinin zon ¢aplarini1 degerlendirmis, ¢alisma
sonucuna gore M. esculanta etanol ve aseton ekstraktlarmmin g¢alismada kullanilan tim
mikroorganizmalara kars1 (Proteus vulgaris, Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Streptococcus
pyogenes) antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir [99]. 2015 yilinda yapilan baska bir
calismada Poyraz ve ark. Morchella cinsine ait yedi farkli tiirlin metanol ekstraktlarinin
antibakteriyel ve antitimor aktivitesini arastirmig, M. excissa ekstraktinin 22 mm inhibisyon
zon gapt ile E. coli bakterisine kars1 antibakteriyel aktivite sergiledigini bildirmistir [100] . Bu
veriler ve tez ¢alisma sonuglar1 beraber degerlendirildiginde ekstratlarda kullanilan ¢oziicii ve

mantar tiirli antimikrobiyal aktiveyi etkileyebilecegi goriilmektedir.

Calisimiz sonucunda, dogal olarak toplanan Morchella cinsi igerisindeki mantarlar morfolojik
ve molekiiler olarak tanimlayarak, Morchella importuna olarak tanimlanan mantar
orneklerinden doku Kkiiltiirii ile miselyum gelistirilmistir. Gelistirilen miselyum ve dogal
mantarlardan metanol/ etil asetat ekstratlar1 elde edilmistir. Yapilan analizler sonucunda dogal
ve kiiltiirlenmis miselyumdan elde edilen ekstraklarin ytliksek oranda fenolik bilesik igerdigi ve
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica makromantarlarda antimikrobiyal
etkiyi olusturan etken maddelerin kiiltiirlenmis miselyumunda bulunabilecegi ve kiiltiirlenmis
miselyumun metanol/ etil asetat ekstratinin dogal mantara oranla daha iyi antimikrobiyal
aktivite sergiledigi bulunmustur. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda ise saglikli fare
fibroblast hiicrelerinde sitotoksik olmadig1 ancak over kanserli hiicrelerde sitotoksik oldugu
bulunmustur. Bu sonuglar bize Morchella importuna mantariin saglikli hiicrelerde herhangi
bir sitotoksik etkiye sahip olmazken kanserli hiicreler iizerinde antikarsinojen etki

gosterebilecegi diislincesine neden olmustur.
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Literatiir verileri incelendiginde 6zellikle Morchella cinsi igerisinde yer alan mantarlarin
antimikrobiyal Ozelliklerinin ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiclilere bagimli olarak degistigi
goriilmektedir. Bioaktif bilesik ve molekiillerin en etkili ¢oziicii ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in kontrollii ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir. Ayrica over kanserli
hiicrelerde sitotoksisiteye neden olan bioaktif bilesik ve molekiillerin mantar meyve yapilarinda
ve kiiltiirlenmis miselyumlarda hangi oranlarda oldugunun belirlenmesi ileri ¢aligma ve
deneyler gerektirmektedir. Caligmalarimiz in vitro yapildigindan in vivo ¢aligmalar i¢in bir 6n
calisma olarak kabul edilebilir ve Morchella importuna’nin daha kapsamli olarak etkilerini

arastirmak i¢in in vivo ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu diislincesindeyiz
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Bitkilerinin Arastirilmasi, Yiksekogretim Kurumlarr tarafindan destekli bilimsel

arastirma projesi; Arastirmact 02/07/2018 — 02.07.2020 (ULUSAL)

Diizce yoresindeki bazi lignoseliilozik atiklardan Lentinus edoles (shiitake) mantarinin
iretilme olanaklarinin arastirilmasi, Yiksekogretim Kurumlar1 tarafindan destekli

bilimsel aragtirma projesi; Arastirmact 01/03/2018- 01/03/2019 (ULUSAL)

Kiitahya ili Makrofunguslarinin Fenotipik Ve Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi,
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu Baskanligi Projesi: Bursiyer

15.04.2011 -15.11.2011

ULUSAL BIiLIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BIiLDIiRi
KiTAPLARINDA (PROCEEDINGS) BASILAN BILDIRILER

Candar,S.S, Alli, H., ““Yalova Ili Makrofunguslar’” , 21. Ulusal Biyoloji Kongresi 03-
07 Eyliil 2012- izmir, S: 1192 (Poster Bildiri)

ULUSLARARASI BIiLIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BIiLDIiRi
KIiTAPLARINDA (PROCEEDINGS) BASILAN BILDIRILER

M. Isiloglu, H. Alli, H. Giingér & S.S. Candar, ‘“‘Macrofungi of Liquidambar orientalis
Mill. Forests in Mugla (Turkey)’’ XVI. Congress of European Mycologists, 19-
23 September 2011 (Thessaloniki) Greece, P:160 (So6zlii Bildiri)

S.S. Candar, H. Alli, & S.D. Kog, “‘Tiirkiye Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.
Kontrol Listesi’’, Fitoterapi, Aromaterapi ve Kozmetikte Yenilikler Kongresi 15-
17 Eyliil 2017- Istanbul (S6zlii Bildiri)

S.S. Erol, & E. Kaya, (2018). Diizce Ilindeki Aktarlik Uygulamalar1 Uzerine Bir Calisma.
Uluslararas1 Geleneksel Ve Tamamlayici Tip Kongresi (Ozet Bildiri/Poster)
(Yayimn No:4260651)

S.S. Erol, & H. Ally, “Liquidambar orientalis Mill. Ormanlarinda Mugla (Tiirkiye) Tespit
Edilen Baz1 Tibbi Mantarlar.” Uluslararast Geleneksel ve Tamamlayici Tip

Kongresi (Ozet Bildiri/Poster) (Yayin No:4260649)



S.S. Erol, & H. Alli, (2019). 2.Uluslararas1 Avrasya Mikolojisi Kongresi'nde
"Economically Valueable Mushrooms of Armutlu Yalova" (Ozet Bildiri/Poster),
04-06 Eyliil 2019

M.K. Soylu S.S. Erol, (2019). "XI. Tirkiye Yemeklik Mantar Kongresi"ne "Yalova'da
bulunan Picoa junpeir Vittad.'n Makroskobik ve Mikroskobik Ozellikleri ve
Yalova Orman Ekosisteminde Bazi Yaban Mantarlar: ve Yore Halkinin Yaban

Mantarlar: Hakkindaki Bilgi Birikimi" (Ozet Bildiri/Poster), 09-11 Ekim 2019
ULUSAL HAKEMLI DERGILERDE YAYIMLANAN MAKALELER

H. All;, S. Candar, & |. Akata, "Macrofungal Diversity of Yalova Province". Mantar
Dergisi 8, 76-84, (2017) http://dergipark.gov.tr/mantar/issue/31507/289613

ULUSLARARASI HAKEMLI DERGILERDE YAYIMLANAN MAKALELER

S.S. Erol, I. Akata, & E. Kaya, “Use of Macrofungi in Traditional and Complementary
Medicine Practices: Mycotherapy” International Journal of Traditional and

Complementary Medicine Research Cilt:1, Say1:2, Sayfa:70-78 (2020)


http://dergipark.gov.tr/mantar/issue/31507/289613

