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OZET

Bu calismada, Edirne ili orman topraklarindaki Aspergillus tiirlerinin geleneksel
fenotipik karakterlere dayanan morfolojik ¢alismalarin yaninda molekiiler ¢alismalar ile
tespit edilebilmesi amaglanmistir. Arastirma kapsaminda, Karaaga¢ Kent Ormani
istasyon olarak belirlenmistir. 2016 yili Mart aymnda Brown (1958)’un metodu
kullanilarak toprak Ornekleri alinmistir. Topraktan mikrofungus izolasyonu igin
Waksmann (1922)’mn “Topragi Sulandirma Metodu” kullamlmistir. izole edilen
kolonilerden Aspergillus tiirlerinin tespit edilebilmesi amaci ile morfolojik, koloniyal ve
molekiiler tanimlama islemleri gerceklestirilmistir. Morfolojik calismalar i¢in CZ,
CYA, CY20S, MEA besiyerlerine yapilan ekimlerin ardindan, mikroskobik ve
makroskobik karakterler incelenmistir. Molekiiler ¢alismalar igin ise sirasiyla DNA
izolasyonu, Calmodulin gen boélgesini hedefleyen PCR islemleri, PCR f{irlinliniin
saflastirilmasi, dizi analizi ve flogenetik analiz asamalar1 uygulanmistir. Caligsmalar
sonucunda 7 adet Aspergillus tiirii tespit edilmistir. Bu tiirler, Aspergillus affinis,
Aspergillus awamori, Aspergillus carbonarius, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus

europaeus, Aspergillus spelaeus ve Aspergillus fischeri’dir.
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ABSTRACT

In this study, it is aimed to detect Aspergillus species that take place in forest lands of
Edirne City by morphological studies based on traditional phenotypic characteristics in
addition to molecular studies. In the scope of the research, Karaaga¢ City Forest has
been determined as station. Soil samples were taken by using Brown (1958)'s Method in
March, 2016. Waksmann (1922)'s “Soil Dilution Method” was used for microfungus
isolation from soil. Morphological, colonial and molecular identification processes were
performed for detection of Aspergillus species from isolated colonies. For
morphological studies, microscopic and macroscopic characters were examined after the
operation of planting in CZ, CYA, CY20S, MEA medias. For molecular studies, DNA
isolation, PCR operations that targeting Calmodulin gene region, purification of the
PCR product, sequence analysis and phologenical analysis processes were performed
respectively. Seven Aspergillus species were detected as a result of studies. This species
are Aspergillus affinis, Aspergillus awamori, Aspergillus carbonarius, Aspergillus

dimorphicus, Aspergillus europaeus, Aspergillus spelaeus and Aspergillus fischeri.
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BOLUM 1

GIRIS

Toprak, igeriginde ¢esitli mikroorganizmalar barindiran kompleks bir yasam
ortamidir [1,2,3,4,5,6]. Topraklar ve toprak tizerindeki dokiintiiler, funguslar igin
barinak ve Oonemli besin kaynaklaridir [4]. Mikrofunguslar, dogadaki her ortamda
bulunabilmelerine karsin sundugu optimum sartlarla fungal gelisimin en iyi oldugu yer
topraktir [1,2,6,7,8,9].

Diinya capinda toprak mikrofunguslar ile ilgili ilk ¢aligmalari, 1886 yilinda
Adametz isimli aragtirmaci gergeklestirmistir. Bu ¢alismalar sonucunda 11 fungus tiirii
izole ederek topragin karigik bir mikrofungus florasimna sahip oldugunu belirlemistir
[5,6,10,11,12,13,14,15]. Ulkemizde bu alandaki ilk calismalar ise 1970 yilinda Oner
tarafindan baslatilmistir  [3,7,11,16,17,18]. 1902 yilinda Oedemans ve Koning
tarafindan toprak funguslarinin ilk detayli siniflandirilmasi yapilmistir [14,19].

Topraktaki sayr ve gesitlilikleri fazla olan 6nemli ve biiyiik mikroorganizma
gruplar1; bakteri, aktinomiset, fungus, alg ve protozoonlar olarak sayilabilir [5]. Bu
mikroorganizmalardan sayisal olarak en yiiksek degere bakteriler sahipken, biyokiitle
olarak en fazla funguslardir [1,13,14,20]. Cesitli arastirmacilar tarafindan 1 gram
toprakta normal sartlar altinda 30000 protozoon, 50000 alg, 400000 fungus, 700000
aktinomiset ve 15000000 bakteri oldugu belirlenmistir [3,5,21]. Mikroorganizmalarin
toprakta en yogun bulunduklari alan, kok etrafindaki rizosfer tabakasidir [22].
Mikrofunguslar toprakta organik maddenin zengin oldugu yiizey kisminda, 6zellikle ilk
10 cm’de daha sik bulunurlar. Derine gidildik¢e organik madde miktarinin diigmesi
sebebiyle sayilar1 azalir [17,22,23,24]. Fungal biyokiitle, rizosfer topraklari disindaki
bir¢ok toprakta bakterilerinkinden fazladir. [25,26].



Funguslar, asit, notr ve alkali karakterli farkli 6zellikteki topraklarda yasama
kabiliyetine sahiptirler. Ozellikle asidik topraklarda diger mikroorganizmalardan daha
baskin bulunurlar [8,17,19,25,27,46]. Diisiik pH kosullarinda, topraktaki faaliyetlerin
devamliligini saglarlar [13].

Funguslarin topraktaki tiir cesitlilii ve miktar1 bir¢ok ortam faktdriinden
etkilenir [46]. Baz tiirler yaygin sekilde bulunurken bazilari ise habitatlarla smirlidir
[26]. Bu faktorlerin olumlu veya olumsuz etkileri vardir [5]. Organik madde miktari,
pH, nem miktar1, su tutma kapasitesi, sicaklik, 1s1k, toprak yapisi, bitki Ortiisii ve
mevsimler toprak mikrofunguslarini etkileyen baslica etmenlerdir [1,3,5,22,26].
Ortamdaki agag tiirleri de edafik ve mikroklimatik kosullart degistirerek fungal topluluk
yapisint etkilemektedir [28]. Fungal gelisim i¢in toprakta karbon, hidrojen, oksijen,
azot, potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum, kiikiirt gibi makroelementler ve ¢inko,
demir, mangan, bakir, molibden, klor, bor gibi mikroelementler bulunmalidir [19,24].
Killi topraklar, havalanmay1 6nlediginden dolay1 biyokiitleye olumsuz etki eder [46].
Ayrica, topragin minimum %12, optimum %55-60 oraninda su tutma kapasitesinde
olmasi gereklidir [24]. Genel anlamda funguslar, organik maddelerce zengin, iyi
havalandirmali, 25-30°C arasi sicakliga sahip, nemli ve asit karakterli topraklarda daha
yaygindirlar [10].

Mikrofunguslar, toprakta cesitli faaliyetlerde bulunurlar. Bu faaliyetlerin bazilar
yararli bazilar1 zararli sonuglara yol agar [2,6]. Mikrofunguslar, toprak olusumunda ve
toprak verimliliginde 6nemli rol oynarlar [1,2,5]. Baska mikroorganizma gruplariyla
birlikte organik maddeleri pargalayarak humus olusumunu saglarlar [1,2,3,5.29,].
Humus, toprak verimliligi ve kalitesini arttirir [5,21]. Biinyesinde yeterli ¢esitlilikte ve
miktarda mikroorganizma barindirmayan topraklarda verimin diistiigii arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir [1,5,21,29].

Toprak mikrofunguslarinin en 6nemli gorevlerinin basinda, bitki ve hayvan
artiklarinin  ve organik artiklarin ayristirilmasini - gerceklestirerek biyolojik besin
dongiisiiniin - devamliliginin  saglanmast  gelmektedir [5,9,30,31,32]. Boylece bu
artiklarin dogada yiginlar olusturmasini onler ve bitkilerin gelisimi i¢in besin maddesi
aciga c¢ikarmis olurlar [3,8]. Toprak ekosistemindeki baslica ayristiricilardir [20,76].
Ayrica, topraktaki bu faaliyetleri sonucunda atmosfere yogun miktarda CO; salinarak

fotosentezin devamliligi saglanir [1,2,5]. Toprak kaynakli bitki hastaliklarini 6nleyerek



saglikli bitki gelisimini desteklemede rol oynarlarlar. Son zamanlarda, bitkisel liretimde
kayiplara neden olan fitopatojen funguslar, bakteriler, yabanci ot ve parazit bitkiler,
nematodlar ve bocekler ile miicadelede kullanilirlar [4].

Funguslar toprakta saprofitik, parazitik ve simbiyotik yasam tarzi gosterirler
[21,33]. Toprakta en fazla yer kaplayanlar saprofitik funguslardir. Salgiladiklari
enzimler sayesinde pektin, Kitin, selilloz, hemiselilloz ve lignin gibi polimerlerin
ayrismasini saglarlar [17,20,23,25,26,34]. Sadece bazi fungus tiirleri odunsu bitkilerin
hiicre duvarinda bulunan lignini tamamen pargalayabilme yetenegine sahiptir. Ayrica,
biiyiik molekiil agirlikli protein, yag ve yag benzeri bilesikleri de kullanabildiklerinden
dolay1 bu mikroorganizmalar biiyiik 6neme sahiptir [35]. Diger canlilar ile simbiyotik
iligkiler kurarlar. Alglerle likenleri, yosunlar ve egreltiotlariyla bazi dernekleri ve
ozellikle bitkilerle mikorizalar1 meydana getirirler [36]. Mikorizal funguslar, yiizey
alanimi artirarak, bitki koklerinin topraktan besin 6ziitleme verimliligini 6nemli dl¢lide
arttirrrlar [13,14,20,35]. Bunlarin disinda, bazi tiirlerden genetik arastirmalarda galisma
materyali olarak yararlanilir [1,5,29].

Mikrofunguslarin mikrobiyal faaliyetleri sonucunda elde edilen {iriinler,
endiistriyel mikrobiyoloji alaninda bir¢ok yarar saglar [2,5,29,37]. Bu friinlere
ekonomik yonden degeri fazla olan enzimler, organik asitler, vitaminler, alkoller,
antibiyotikler, proteinler ve pigmentler 6rnek gosterilebilir [1,2,3,5,8,29,30,38]. Bu
alanda, dogal kaynak olarak en fazla yararlanilan organizmalar mikrofunguslardir [3,5].
Son donemlerde endiistriyel mikrobiyolojinin yayginlagmasi ve gelismesinin nedenleri
basinda tiir diizeyinde teshis, bu tiirlerin islevlerinin belirlenmesi ve {iiretilmesi
gelmektedir [1,3]. Bu yiizden farkli topraklardan yeni tiirlerin izole edilmesi, yeni
kimyasal maddelerin elde edilerek ekonomi ve saglik alaninda uygulanmasina katki
saglamasi agisindan son derece 6nemlidir [2]. Mikrofunguslar, bu alanda en fazla
yararlanilan mikroorganizmalardir. En O6nemli yasam ortamlarimin toprak olmasi
nedeniyle bir bolgedeki toprak mikrofunguslarimi belirlemek ¢ok 6nemlidir [1]. EK
olarak, eczacilik, tarim, ormancilik, ekoloji, fitopatoloji gibi alanlarin da yararlanilma
kaynaklaridir [32]. Ayrica, gesitli besinlerin direkt ya da dolayli iiretimi i¢in gida
fermantasyonu islemlerinde kullanilirlar [30].

Zararl faaliyetleri arasinda lizerinde parazit yasadiklar1 canlilarda hastalik ve

oliimlere neden olmalar1 yer alirr [1,2,4,31]. Insanlarda, bitkilerde ve hayvanlarda



hastaliklara sebep olan bu patojenik mikrofunguslar en ¢ok toprakta bulunur [17,32,39].
Bitki paraziti olan tiirler kiiltiir bitkilerinde arizlara sebep olarak ekonomik kayiplara yol
acarlar [1,4,5]. Ornegin, Aspergillus Mich. Ex Fr. tohum ciiriikliigiine neden olur
[1,5,31]. insanlarda alerjik reaksiyonlara neden olduklar1 bilinmektedir [8]. Bagisiklik
sistemi baskilanmis veya zayiflamis kisilerde gozlenen oliimlerin %5’inden ¢oguna
patojen funguslarin neden oldugu bilinmektedir [40]. Baz1 tiirler besin maddelerinin
bozulmasimna sebep olurken, bazilar1 ise bilinen en toksik metabolitler olan
mikotoksinleri olusturarak zehirlenmelere sebep olurlar [1,4,5].

Bu calismanin konusu olan Aspergillus cinsi ilk olarak Micheli tarafindan 1729
yilinda tanimlanmistir. 200°den fazla tiire sahiptir [41,42]. Aspergillus tiirleri 6zellikle
tliman iklimlerde dogada oldukg¢a yaygin olan, toprak ve ¢iirlimiis organik maddelerde
bol bulunan funguslardir [34,43]. Diisiik nem kosullarinda bile gelisebilen, tireme
yetenekleri fazla olan mikroorganizmalardir [34]. Spor iiretimi, yayilmasi ve asiri gevre
sartlarina direncinin yiiksek olmasi sebebiyle, ¢alismalarda en sik rastlanan gruplarin
basinda gelir [23]. Ekosistemdeki esas gorevleri karbon ve nitrojen ¢evrimi ve
biyodegredasyonda rol oynamalaridir. Urettikleri enzimlerle neredeyse biitiin organik
materyalleri pargalayabilirler [34]. Ekonomik, ekolojik ve tibbi yonden onemli rol
oynayan tirler igerir [7,44,45]. Ayrica patolojik, tarimsal, farmasétik, bilimsel ve
kiiltiirel agidan 6nemleri de yiiksektir [47].

Aspergillus tiirleri, bircok alanda yararlanilan birincil ve ikincil metabolitler
tiretmeleri sebebiyle ticari 6nemi en fazla olan funguslardandir [48]. En biiyiik olumlu
ekonomik etkileri birincil metabolitleri olan baz1 enzim ve organik asitleri sentezleme
yetenekleridir [42]. Bunlardan en 6nemlisi Aspergillus niger tarafindan iiretilen sitrik
asittir [41,42]. Faydalanilan diger organik asitler; A. niger’den oksalik asit, glukonik
asit, A. terreus’tan itakonik asit, A. oryzae’den kojik asit’tir [42]. Ayrica, askorbik asit
yani C vitamini elde edilmesinde de A. niger kullanilmaktadir [49]. Ticari enzimler;
A. oryzae ve A. niger’den elde edilen alfa-amilaz, amiloglukosidaz ve pektinaz,
A. niger’den elde edilen lipaz, invertaz, fitaz, proteaz ve selliilaz’dir [47,49]. Bunlara ek
olarak, bazi tiirler gida fermantasyon siireglerinde kullanilirlar [16,44,45]. Koji kiifleri
olarak adlandirilan A. oryzae, A. sojae ve A. awamori uzun yillardir bazi Asya
yemekleri ve mesrubatlarinin imalinde kullanilir [42]. Soya sosu, miso ve sake bunlara

ornektir [42,43,47]. Bu faydali enzim ve organik asitler diginda, biyoteknoloji alaninda



Oonem tasiyan birgok sekonder metabolit {iiretirler [43,50]. Bu bilesikler arasinda
antibiyotikler, bagisiklik baskilayicilar, kolestrol diisiiriicii maddeler ve mikotoksinler
sayilabilir [47]. Baz tiirler, gidalarda 6zellikle kurutma, depolama esnasinda bulunan ve
son derece toksik, kanserojenik olan mikotoksin iireten 6nemli kontaminantlardir
[7,42,44,45]. Diinya ¢apinda ekonomik yonden en 6nemli ve tehlikeli mikotoksinlerin
basinda 6zellikle A. flavus ve A. parasiticus tarafindan meydana getirilen aflatoksinler
gelir [42,47]. Bunun disinda farkli tiirler tarafindan iretilen mikotoksinlere
sterigmatosistin, patulin, okratoksin, sitrinin, aspergillik asit, tenuasonik asit, penisilik
asit, sitokalazin E, verrukulojen, fumitramorgin, ferrukulogen, 3-nitropropionik asit,
siklopiazonik asit, gliotoksin, sitreoviridin, xanthomonas, viomellin, vioxantin, emodin,
ostamid, ostidiyol, ostin ve ostosistinler 6rnek gosterilebilir [42]. Aspergillus terreus
tarafindan iretilen kolestrol diisiiriicti statin maddesinden gelistirilen lovastatin ilaci da
sekonder metabolitlerdendir [43,47]. Aspergillus tiirlerinin bazilart ise o6zellikle
bagisikligi baskilanmis kisilerde hastaliklara (aspergillosis) ve alerjiye neden olur [42].
Bu enfeksiyonlarin basinda Aspergillus fumigatus gelir [42,50]. Bunu, A. flavus,
A. terreus, A. niger, A. nidulans ve A. ochraceus takip eder [42]. Bitki patojeni tiirlerden
A. niger ise siyah ¢iiriikliik hastalig1 sebebidir [49]. Tiim bunlar géz 6niine alindiginda
Aspergillus’lar tiir diizeyinde tanimlamanin gerekliligi agiktir [44,45].

Funguslar, uzun yillar boyunca fenotipik karakterlere dayali morfolojik
ozellikleri kullanilarak tanimlanmistir [51,52]. Fakat bazi tiirleri teshis etmek igin bu
ozellikler yeterli degildir [53]. Fenotipik karakterlerin belirsizligi, tiir diizeyindeki
morfolojik tanimlamay1 zorlastirmaktadir [54]. Bu belirsizlik ayni tiirlere farkli, farkli
tiirlere ayni1 ismin verilmesine yol agabilmektedir. Bunun disinda, yapilan calismalar
¢ok zaman almakta ve agir ig yiikiine neden olmaktadir [48,55]. Ayrica son zamanlarda
morfolojik olarak ayirt edilemeyen ¢ok sayida yeni tiir kesfedilmektedir [26]. Bu
nedenlere dayanarak DNA tabanli molekiiler yaklasimlar mikrofunguslarin teshisinde
Oonemli bir alternatif haline gelmistir [54,56]. Bircok ormandaki toprak funguslarinin
arastirilmasinda kullanilmis ve yiiksek bir fungal gesitlilik ortaya konulmustur [57].

Aspergillus tiirlerinin  identifikasyonu da fenotipik karakterlere gore
gergeklestirilmesine ragmen son yillarda molekiiler ve kemotaksonomi yontemleri etkili
olmaktadir [58,59]. Molekiiler yontemler, ¢ok sayida Aspergillus tiiriiniin

tanimlanmasinda da yaygin olarak uygulanmistir [60].



Sonu¢ olarak, geleneksel morfolojik ve koloniyal yoOntemlere ihtiyag
duyulmasina ragmen molekiiler analizlerle daha hizli ve giivenilir sonuglar elde edilerek
daha fazla tiiriin varlig1 ortaya ¢ikarilmaktadir [61].

Bu agiklamalar dogrultusunda bu calismada, orman topragindan izole edilen
Aspergillus tiirlerinin hem mikroskobik ve makroskobik 6zelliklerine dayali morfolojik
ve koloniyal yontemlerle hemde Calmodulin gen bolgesine dayali molekiiler

yontemlerle tespit edilmesi amaglanmistir.



BOLUM 2

ARASTIRMA BOLGESININ TANIMI

2.1. Cografi Ozellikler

Edirne ili, iilkemizin kuzey batisinda Marmara Bolgesi’nin Trakya kisminda yer
almaktadir. Gilineyinde Ege denizi ve Canakkale ili, kuzeyinde Bulgaristan, batisinda
Meri¢ Nehri ve Yunanistan, dogusunda Tekirdag ve Kirklareli illeri ile ¢evrili, 41° 40'
Kuzey enlemleri ile 26° 34' Dogu boylamlar1 arasinda bulunmaktadir. Yiizolgtimii 6.276
km? olan ilin, rakim1 41 metredir. Bir tanesi merkez 8 il¢e ve 248 kdyden olugmaktadir.
Tiirkiye bati sinirinin 6nemli bir kismini olusturan il, Bulgaristan ile 88 km Yunanistan
ile 204 km uzunlugunda sinira sahiptir.

Edirne’de en biiyligli Meri¢ Nehri olmak iizere Tunca, Arda ve Ergene nehirleri
yer almaktadir. Meri¢ Nehri Yunanistan ile 187 km’lik, Tunca Nehri ise Bulgaristan ile
12 km’lik sinir olusturmaktadir. Mart-Nisan aylarindaki yogun yagislar sebebiyle
nehirlerin debileri en iist seviyeye ¢ikmaktadir. Yaz aylarinda normal seviyelerini
korurlar. En 6nemli tarim kaynagi olan celtik ekim ve sulama donemlerinde ise debileri
en alt seviyeye diiser. Edirne’de akarsular haricindeki yiizey sulari; goller, barajlar,
rezervuarlar ve goletlerdir. Bu goller; Tasalti, Gala, Tuzla, Biiclirmene, Sigircik, Dalyan
ve Pamuklu goélleri olarak sayilabilir.

Arastirma, Edirne ili Merkez il¢esi Karaaga¢ mahallesine bagli olan Edirne Kent
Orman’indan alman toprak ornekleri ile yapilmistir. Kent ormani, Edirne-Karaagac
karayolu tlizerinde, Meri¢ nehri kiyisinda ve 41° 39' 39" koordinatlarinda yer almaktadir.
Orman alan1 29,6 hektardir. Rakimi 47 metredir. Edirne’nin merkezine yaklagik 2 km

mesafede ¢esitli agag tiirlerini barindiran yesillik bir bolgedir [62].



Edirne Kent
Ormani

vz

Sekil 2.1. Edirne ili Karaaga¢ Kent Ormani haritasi

2.2. Iklim

Edirne ili, cesitli iklim ozellikleri sergiler. Marmara, Karadeniz ve Ege
denizlerinin de etkisiyle bu &zellikler zaman zaman ve yer yer farklilik gosterir. iklim,
ilin giineyinden kuzeyine dogru ciktik¢a sertlesir. Denize kiyisi olmasina ragmen
bolgede Karasal iklim hiikiim stirer. Kis aylar1 oldukca soguk ve sert gegmektedir. Yaz
mevsimi sicak ve kurak, baharlar1 ise yagishidir. Ege Denizi’nin kiyisindaki giiney
kesiminde 1lik ve yagisli Akdeniz iklimi yasanir [62]. Baz1 donemlerde ise bolgede
Karadeniz iklimi 6zellikleri goriiliir.

Sicaklik, genellikle Temmuz ve Agustos aylarinda en fazladir. Ocak ve Subat ise
en soguk gecen aylardir. Toprak 6rneklerinin alindigr 2016 yili Mart ayinda, en yliksek
ortalama sicaklik 15,3°C, en diisiik ortalama sicaklik 4,5°C ve aylik ortalama sicaklik
degeri 10,4°C’dur.

Genel nemlilik indislerine gore degerlendirildiginde Edirne ili, yar1 nemli iklim
tipine sahiptir. Nisbi nem, Meri¢ havzasinda olduk¢a fazladir. Bu kosullar, havza bitki
ortiistinii olumlu yonde etkilemektedir. Toprak orneklerinin alindig1 aydaki en yiiksek
nisbi nem degeri %89,8, en diisiik %59,7 ve aylik ortalama deger %76,92dur.

Ilde, en fazla yagmur ilkbahar mevsiminde yagmaktadir. Meri¢ havzasina yagis
diisme miktari, kiglar1 fazla yazlan ise diistiktiir. 2016 yili Mart ayina ait yagish giin
sayist 15, toplam yagis miktari ise 41,7 kg/m?’dir.



Kuzey riizgar1 (Yildiz), egemen riizgardir. Bunu kuzeybati (Karayel) ve giineydogu

(Kesisleme) riizgarlari takip etmektedir. 2016 yili Mart ayindaki ortalama riizgar hizi
8,0 m/sn’dir [63,64].

Tiirkiye iklim Haritasi
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Sekil 2.2. Tiirkiye iklim tipleri haritasi

T.C. Edirne Meteoroloji Miidirliigii’nden temin edilen veriler Tablo 2.1.’de
verilmistir.



Tablo 2.1. Arastirmanin gergeklestirildigi 2016 yil1 Mart ayina ait meteorolojik veriler

Ortalama

.. Minimum Maksimum Yagi Ortalama
GUN Sl? é{;lk Sicaklik (°C) | Sicaklik (°C) (kg/%nsz) Nem (%o)
01 14,4 8,5 20,9 - 81,6
02 13,5 11,5 19,5 - 86,1
03 12,3 8,2 17,4 0,2 77,6
04 10,9 9,5 17,5 10,7 79,9
05 9,9 4,3 16,9 1,0 71,3
06 11,6 3,4 17,8 - 80,7
07 14,0 10,1 19,2 - 75,1
08 13,5 10,1 17,7 - 85,3
09 11,8 10,2 14,6 1,4 89,8
10 9,8 7,9 13,3 1,0 88,3
11 11,7 8,4 18,4 0,5 80,0
12 10,6 3,9 17,5 0,0 80,5
13 9,5 1,7 12,4 4,2 85,3
14 4,5 3,8 5,3 34 75,0
15 53 -14 11,7 0,1 62,0
16 55 2,6 10,8 - 68,8
17 6,7 1,6 13,3 - 59,7
18 7,3 -1,2 15,7 - 71,8
19 9,7 1,5 17,9 - 66,0
20 9,3 5,6 15,3 - 68,9
21 11,7 2,0 22,3 0,0 69,7
22 14,1 9,6 19,0 0,0 77,0
23 14,4 10,5 20,3 - 75,0
24 11,9 13,4 19,8 2,0 88,1
25 6,6 6,5 8,2 13,8 89,0
26 6,5 2,7 12,2 3.4 77,8
27 6,6 2,0 11,5 - 78,0
28 8,8 1,5 15,9 0,0 70,9
29 10,7 2,7 20,3 - 76,2
30 14,1 6,3 23,0 - 72,4
31 15,3 9,1 24,0 - 77,0
Toplam 41,7
Ortalama 10,4 5,9 16,4 76,9
Maksimum 15,3 24,0 13,8 89,8
Minimum 4,5 -1,4 59,7
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2.3. Bitki Ortiisii
2.3.1. Edirne Bitki Ortiisii

Edirne ili bitki ortiisti, iklim, toprak yapisi ve ¢esitli ¢evre faktorlerine gore
degisiklikler gostermektedir.

Meri¢ havzasini degerlendirdigimizde ise buradaki bitki ortiisii, iklim, toprak ve
rolyef gibi ¢evresel kosullara uyum saglamaktadir. Havzanin yagis alma miktart yazlar
diisiik oldugundan dolay1 bitkilerin biiylime evrelerindeki su noksanligi, kisin toprakta
biriken nemden temin edilmektedir. Ayrica, nisbi nemin fazla olmasi havza bitki
ortiisiinii olumlu yonde etkilemektedir.

Edirne topraklarinin %57’si tarim topragi, %14’i cayir ve meralik, %251 orman
ve fundaliklardir. Ekime uygun olmayan arazi ise %4’tir. Trakya kesimindeki en
verimli topraklardir.

Edirne bitki oOrtlisi, ormanlar, makiler ve stepler olmak ilizere ii¢ cesittir.
Ormanlik alanlar fazla degildir. Toplam 104.228 hektar ormanlik alanin, tim arazi
varhigina oram %16,6'dir. Genel olarak akagag, karaagag, mese, giirgen, disbudak,
kizilcik, karagali ve ¢inar gibi agag tiirleri bulunmaktadir. Ergene havzasi steplerle,
Koru daglar1 ve Saros korfezi ise makiliklerle kaplidir.

Edirne bol nemli ve riizgarli bir bolgedir. Riizgarlar buharlagsmay1 engeller. Bu
olay, bitki ortiistiniin ¢esitliligini saglar.

Trakya bolgesinin bitki Ortiisii bes grupta ele alinir; Nemli ormanlar, Kuru
ormanlar, Antropojen Step, Maki-Psodomaki ve Kiy1 bitkileri. Meri¢ havzasinda kuru
ormanlar, antropojen step ve maki-psodomaki yer almaktadir. Havzada, sik bulunmasi
beklenen yem bitkilerinden ¢ok bugdaygil bitki tiirleri daha yaygindir. Meri¢ nehri
boylarinda kavak ve sogiit agaci tiirlerine siklikla rastlanir. YOrenin Karaagag

bolgesinde genis yaprakli agaglar daha siktir, igne yapraklilar seyrektir.

2.3.2. Edirne Karaaga¢c Kent Ormam Bitki Ortiisii

Bu alanda gerceklestirilen dogal bitki Ortiistine iliskin ¢aligmalarda daha cok;
Aksogiit (Salix alba), Sapli Meyveli Karaagag (Ulmus leavis Pall.), Ova Karaagaci
(Ulmus minor Miller), Disbudak Yaprakli Akcaaga¢ (Acer negundo L.), Erguvan
(Cercis siliquastrum), Titrek Kavak (Populus tremula) gibi tiirler yer almaktadir.
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Bunlara ek olarak; Yabani Erik (Prunus spinosa L.), Armut (Pyrus eleagnifolia

Pall.), Musmula (Mespilus germanica L.) gibi meyve agaglari da bulunmaktadir.

2.4. Toprak Ozellikleri

Topraklar iklim, bitki Ortiisii, ana materyal ve topografya gibi ozelliklere bagl
olarak degisiklik gostermektedir. Edirne ili arazisi alt1 biiyiik toprak grubuna sahiptir.

Bu gruplar igerisinde en yaygin olanlar, Kalkersiz Kahverengi Topraklar ile
Kalkersiz Kahverengi Orman Topraklari’dir. Bunlardan sonra Vertisoller, Aliivyaller,
Kahverengi Orman Topraklar1 ve Hidromorfik Aliivyal Topraklar gelmektedir.

Meri¢ Nehri boyunca uzanan ve 87.863 hektar alan1 kaplayan Aliivyal topraklar,
tarimsal faaliyetlere elverisli, besin maddelerince zengin verimli topraklardir. Kum ve
mil igeriklerinden dolay1r kolay islenirler. Akarsularla tasinan ince malzemeler,

genislemis vadi tabanlarinda bu topraklari meydana getirmektedir.

2.5. Jeolojik Yapi

Trakya Yoresi jeolojik yapisi, tersiyer kuvarterner yasli birimlerden meydana
gelmektedir. Yaghdan gence dogru; Tersiyere ait Oligosen devrini Yenimuhacir
Formasyonu, Ust Oligosen devrine ait Danisment Formasyonu, Pliyosene ait Ergene

Formasyonu ve Kuvarternere ait Geng Cokeller yani Aliivyonlar olarak siralanmaktadir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Arastirma materyali, 2016 yilinin Mart ayinda Edirne ili Karaaga¢ Kent

Ormani’ndan alinan toprak 6rnekleridir.

3.2. Toprak Orneklerinin Alinmasi

Topraktan Orneklerin almmasi isleminde Brown (1958)’un yontemi
kullanilmistir [65]. Ornek almacak alanin yiizeyi steril bir ¢apa ile temizlendikten sonra
yaklagik 500 gram agirhigindaki ornekler, steril bir spatiil ile 10 cm derinligindeki
topraktan aseptik sartlarda alinmistir. Alinan toprak 6rnekleri steril kilitli torba igerisine
konularak uygun sartlarda laboratuvara getirilmistir. En fazla 2 giin igerisinde

calisilmak iizere +4°C'da buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.3. Toprak Orneklerinden izolasyon islemleri

Toprak mikrofunguslarinin izolasyon islemi “Topragi Sulandirma Metodu”
kullanilarak —gergeklestirilmistir. Bu metot, diger yoOntemler igerisinde toprak
mikrobiyolojisinde en fazla tercih edilen metottur [66].

Toprak orneklerinin nem miktarin1 hesaplamak amaciyla hassas terazi ile
orneklerden 10 gram tartilmistir ve her 10’ar gramlik toprak, darasi alinan cam petri
kaplar1 igerisine konulmustur. Petriler, 105°C'daki etiivde 24 saat tutulduktan sonra
tekrar tartilmistir. Bu islemle 25 gram kuru topragi verecek olan yas toprak miktari
bulunmustur [67].

Olgiilen agirhiklarin  yiizde nem miktar1 asagidaki esitlik yardimi ile

belirlenmistir.
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Yas agirlik-Firin kurusu agirlik
Nem miktar1 (%) = x 100

Firin kurusu agirlik

Seyreltme ve ekim iglemlerine baglanmadan 6nce diliisyonlarin hazirlanmasinda
kullanilan ¢esitli derecelerdeki erlenmayerler agiz kisimlari kapatilarak otoklavda
121°C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Diliisyon sivist Maximum Recovery Diluent
(MRD) hazirlanip otoklavlandiktan sonra sogumaya birakilmistir. Ekim isleminde
kullanilacak olan Dichloran Glycerol Chloramphenicol (DG18) Agar hazirlanip
otoklavlandiktan sonra 45°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Toprak, su aktivitesi
diisiik bir ortam oldugundan dolayi bu besiyeri tercih edilmistir [68].

Yiizde nemi belirlenmis olan 25 gram kuru topragi verecek yas toprak, steril bir
spatiil yardimi ile aliiminyum folyo distiinde tartilarak, 500 mL dereceli steril
erlenmayer igerisine konulmustur. Uzerine, toplam hacim 250 mL’ye tamamlanacak
sekilde MRD eklenmistir. Boylece, toprak orneginin icerigindeki su miktari da hesaba
katilmastir.

Bu sekilde elde edilen 1/10’luk toprak siispansiyonu, homojenizasyon islemi
amaciyla mekanik ¢alkalama cihazinda 150 rpm hizda 30 dakika boyunca
calkalanmistir. Bu esnada seyreltme ve ekim islemlerinin yapilacagi biyogiivenlik
kabini, %70’lik alkol ile silinmis ve UV lambasi agilarak ortam sterilizasyonu
saglanmstir.

Diliisyon serilerinin hazirlanmasi i¢in 250 mL dereceli steril erlenmayerlere
90’ar mL MRD konulmustur. Calkalama islemi tamamlandiginda 1/10’luk
siispansiyondan, toprak zerrecikleri dibe ¢dkmeden, steril bir pipet ile 10 mL 6rnek
almarak, 90 mL diliisyon sivisi i¢eren kaba aktarilmistir. Bu sayede 1/100’lik
siispansiyon elde edilmistir. Bu siispansiyondan da 10 mL 6rnek almarak 90 mL
diliisyon s1vis1 igeren diger bir kaba aktarilmisg, bu sekilde 1/1.000°1ik siispansiyon elde
edilmistir. 1/1.000’lik siispansiyondan da alinan 10 mL 6rnegin 90 mL diliisyon sivisi
iceren kaba aktarilmasi sonucunda 1/10.000°lik siispansiyon elde edilmistir. Her aktarim
sirasinda pipet ile ornek ¢ekilmeden once kaptaki silispansiyon iyice c¢alkalanmistir ve

her seferinde yeni bir pipet kullanilmistir. Mikrofunguslarin topraktan izole edilmesine
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en uygun siispansiyon serileri dilisyon oranlar1 1/1.000 ile 1/100.000 arasinda
olanlaridir. Bu sebeple, ekim islemlerinde kullanilmak iizere 1/10.000’lik siispansiyon
tercih edilmistir.

Uygun sicakliktaki kullanima hazir DG18 besiyeri 90 mm’lik steril bos petri
kaplarina dagitilmistir. 1/10.000’lik toprak silispansiyonundan, toprak zerreleri dibe
¢okmeden, steril uglu bir mikropipet ile 1 mL 6rnek ¢ekilmis ve igerisinde katilagsma
derecesine yakin bir sicaklifa (45-50°C) kadar sogutulmus (heniiz katilasmamis)
yaklasik 15-20 mL DG18 Agar bulunan petri kaplarina aktarilmistir. Bu islem, 10 petri
kab1 i¢in tekrar edilmistir. Bu sekilde dokme yontemi kullanilarak hazirlanan petri
kaplari, diiz bir zemin {iizerinde el ile rotasyon hareketi yaptirilarak, siispansiyonun
besiyeri icinde homojen olarak dagilmasi saglanmistir. Karistirma isleminin ardindan
agar katilagincaya kadar bekletilen petri kaplari, inkiibatore kaldirilarak 25°C’da
yaklasik 7-10 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi boyunca kurumay1 engellemek amaci ile inkiibatdr icerisine
su dolu kiigiik bir kap konulmustur [69,70].

Inkiibasyon siiresi sonunda karisik mikrofungus iiremesi gozlenen petri
kaplarindan Aspergillus 6zelligi gosteren koloniler secilerek DG18 Agar igeren petrilere
i nokta ekim teknigi ile inokiile edilmistir. [71]. Petri kaplari, inkiibatore kaldirilarak
25°C’da yaklagik 7-10 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Buradaki amag,

Aspergillus kolonilerini saf halde izole edebilmektir.

3.4. Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Izole edilen Aspergillus kolonileri, igerisinde yatik Potato Dextrose Agar (PDA)
bulunan tiiplere igne &ze ile inokiile edilmistir. Inokiile edilen tiipler, 25°Cda yaklagik
7-10 giin siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler, teshisi
yapilmak tizere buzdolabinda +4°C’da muhafaza edilmistir.

Elde edilen izolatlarin uzun siire saklanabilmesi i¢in stok kiiltiir ¢ozeltileri
hazirlanmistir. %30’luk gliserol ve SS-buffer ¢ozeltisi hazirlanarak otoklavda sterilize
edilmistir. Gliserol, steril eppendorf tiiplerine 750’ser pL dagitilmistir. Ucu Kesik steril
uclu bir mikropipet ile ¢ekilen 750 pL SS-buffer, koloninin iizerine birakilip ezdirilerek

geri c¢ekilmistir. Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Tiim koloniler i¢in ayni islem tekrar
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edilmistir. Son olarak eppendorf tiipleri, vortekslenerek parafilm ile kapatildiktan sonra

etiketlenerek dondurucuda -80°C’da muhafaza edilmistir [58].

3.5. Morfolojik Teshis

Makroskobik inceleme i¢in, her bir kiif izolatindan Czapek Dox Agar (CZ),
Czapek Yeast Agar (CYAZ25), Czapek Yeast Agar with %20 Sucrose (CY20S) ve Malt
Extract Agar (MEA) igeren petrilere ii¢ nokta ekimi yapilmistir. Petriler 25°C’da 7 giin
stireyle inkiibe edilmistir. Czapek Yeast Agar (CYA37) iceren farkli bir petri ise
37°C’da 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda petrilerdeki kolonilerin
yapisi, sekli, alt ve iist rengi, biyiikliigli, eksudasyon ve pigmentasyon varlig
incelenmistir.

Mikroskobik inceleme i¢in, 6ncelikle bir stereo mikroskop ile koloni tekstiirii ve
konidial basliklarin tipi incelenmistir. Daha sonra, klasik lam lamel ve seliiloz bant
yontemleri kullanilarak preparatlar hazirlanmistir. Seliiloz banttan uygun boyutta
pargalar kesilerek koloninin kenar kismina hafifce degdirilmis ve bandin yapiskan
kismina yapigsmast saglanmistir. Daha sonra hazirlanan lam iizerine yapiskan taraf altta
olacak sekilde gerdirilerek iki ugtan yapistirilmigtir [77]. Preparat ortami olarak %85°lik
laktik asit ve laktofenol kullanilmistir. Hazirlanan preparatlar, bir 151k mikroskobu ile
10x, 40x, 100x’lik objektiflerde Aspergillus cinsi kiiflerin genel mikroskobik
morfolojileri agisindan incelenmistir. Vezikiil yapisi, konidia rengi, sekli, biiytikligi ve
yapist, konidiafor sekli, uzunlugu, genisligi, ¢eper 6zelligi ve duvar yapisi, konidial
kafa yapisi, fiyalid sekli, metula, sklerotia gibi yapilar ve hiille hiicrelerinin varligi,
boyut ve sekilleri incelenmistir.

Tim bu 6zellikler dikkate alinarak Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasinda “The
Genus Aspergillus”, “Identification of Common Aspergillus Species” ve “Toprak
Mikrofunguslari Cilt I” eserlerinden faydalanilmistir [72,42,43].

3.6. Morfolojik Teshis ve Izolasyonda Kullamlan Besiyerleri ve Cozeltiler
3.6.1. Dichloran Glycerol Chloramphenicol (DG18) Agar: (Merck/100465)
Enzymatic digest of casein...........ccccoovvveririininninnnns 5090
D (+)-0IUCOSE..c.uiereineinrinrinreecnrsnsensescnsannes 10,0 g
Potassium dihydrogen phosphate (KH,PQOy).........1,0 g
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Magnesium sulfate (MgSO4).eeeeeeeerenrenreeenennn 0549

D] Tol 0] (o] - o 1R 0,002 g
Chloramphenicol...c.eeeeeiiiieiieiiiiniieiiecnennnnnns 0,19
AQAr-a0ar..ceeeeeeeieeereserosnscsssosnscsnsssnssanmoe 1509
(€] ) V(oL o] F T 220,09
D ] (=S R 1000 mL
pH: 5.6 £0.2

31,6 g hazir besiyeri igerigi tartilarak 1000 mL distile su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Isiticili
manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Icerisine 175 mL/220 g gliserol ilave
edilerek tekrar karistirilmistir. Otoklavda 121°C’da 15 dk sterilize edilmistir. 45-50°C’a

sogutulduktan sonra steril petrilere dagitilmistir.

3.6.2. Maximum Recovery Diluent (MRD) (Labm/LAB103):

T 01 (0] 1= TN 10g
NACH. e eriiiiiiiiiiiiiiieeiiinieaececsencencesnnnn. 850
DiStile SUeteriernreerernrnerarnriecasseesasnsnnnn. 1000 mL
pH: 7.0+ 0.2

9,5 g hazir besiyeri icerigi tartilarak 1000 mL distile su i¢inde ¢ozdiriilmiistiir. Isiticili
manyetik karistirictda homojenize edilmistir. Otoklavda 121°C’da 15 dk sterilize

edilmistir.

3.6.3. Malt Extract Agar (MEA) [73]:

Malt extract (Oxoid CM0059)....ccceuvenrenennes 50,09
CUSO4.5H20. e uiiiiiiiniiiiiiiniennecnnnsennnn 0,005¢g
ZNSO4.TH2O i iieiiiniiiinieiniiieionasesnnnonnn 0,01g
D ] (= R 1000 mL
pH: 5.4+0.2

Icerigindeki maddeler tartildiktan sonra 1000 mL distile su icinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Isiticili manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Otoklavda 115°C’da 10 dk sterilize

edilmistir. 45-50°C’a sogutulduktan sonra steril petrilere dagitilmistir.
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3.6.4. Czapek Concentrate with trace metals [42]:

NANOZ. teeteieiiniiieiiniiiieetinreneennssnsnn. 30,09
KCltiiiiiiiiiiiiieiiieieiernrnsncnsnsnsnsnssensens 5009
MOSO4.7TH2O e eeeeieininrnrnrnrnrnsnsnsasnns 500
FESO4.TH20 e eiiiiiiiiiiiiiieiiinreinsennnnn 0,19
ZNSO4.TH20 i iiiiiiniiiieiiiereneeenascnnans 0,19
CUSO45H0. e ieieiiiiiiiiiiiiineneeennnn 0,05¢g
D ] [ R 100 mL

Icerigindeki maddeler tartildiktan sonra 100 mL distile su ile homojenize edilmistir.

Besiyerlerinin igerisine belirtilen miktarlarda katilmistir.

3.6.5. Czapek Dox Agar/Czapek’s Solution Agar (CZ) [42]:

(0] o @ VT 109
Czapek CONCeNtrate..ueeeeeeerenseecncnsonne 10,0 mL
SUCIOSE. cueieerennreseerosastosnscsnsssnnsonsonen 30,09
N0 - 1759
D] (= R 1000 mL

pH: 7.3£0.2
Icerigindeki maddeler tartildiktan sonra 1000 mL distile su icinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Isiticili manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Otoklavda 121°C’da 15 dk sterilize

edilmigstir. 45-50°C’a sogutulduktan sonra steril petrilere dagitilmistir.

3.6.6. Czapek Yeast Agar (CYA25, CYA37) [42]:

KoHPO e ueeeeinieniiiiieiiieenineneenennn 109
Czapek CoNCeNtrate...ceeeeeeeeereneeeeecneans 10,0 mL
Powdered Yeast EXtraCt...cceeeereeceecnrannanns 509
SUCKIOSE. teeiinieneenntnnieetsnsesnssnsonesnsonse 30,09
YN0 - | 150¢
DIStile SUseuineiuiniieiniiiiiiniiiiiieiiininecnne 1000 mL

pH: 6.2 £0.2

18



Icerigindeki maddeler tartildiktan sonra 1000 mL distile su icinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Isiticili manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Otoklavda 121°C’da 15 dk sterilize

edilmistir. 45-50°C’a sogutulduktan sonra steril petrilere dagitilmistir.

3.6.7. Czapek Yeast Agar with %20 Sucrose (CY20S) [42]:

(0 o L 109
Czapek CoNCeNtrate...ceeeeeeeeneeeceecnsancanns 10,0 mL
Powdered Yeast EXIracCt....ccceeeeenreeeecnnnnn 500
SUCIOSE. teeteerenaseennsesassonascsnssonascnnsanne 200,0 ¢
YN0 L | 1509
D ] [ U PP 1000 mL
pH:54+0.2

Icerigindeki maddeler tartildiktan sonra 1000 mL distile su icinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Isiticili manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Otoklavda 121°C’da 15 dk sterilize

edilmistir. 45-50°C’a sogutulduktan sonra steril petrilere dagitilmistir.

3.6.8. Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck / 110130):

POtato INfUSION.cuvveiieeiererierrenranreesnsenronn 400
D(+) GlUCOSE..uteuiiuierieenienraecnecnsansansnne 20,0 ¢
AQaAr-agar..ceeeeeeereseressssesscssasosnscsssonnse 1509
DiStile SUueurnernrnrierarnrierarnrsernsnreecnsnsnnes 1000 mL
pH: 5.6+ 0.2

39,0 gram hazir besiyeri igerigi 1000 mL distile su i¢inde ¢ozdiiriilmistiir. Isiticili
manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Otoklavda 121°C’da 15 dk sterilize

edilmistir. 45-50°C’a sogutulduktan sonra steril tliplere dagitilmistir.

3.6.9. SS Buffer Cozeltisi [58]:

N0 L | 059
TWEEN 80.uuueiinniennrennrenneconascsascsnasonnsons 0549
DiStile SUeeurieiieieeierinrenrieciecrensenceacnnes 1000 mL
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Icerigindeki maddeler tartildiktan sonra 1000 mL distile su icinde ¢ozdiiriilmiistiir. .
Isiticili manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Otoklavda 121°C’da 15 dk sterilize

edilmistir.

3.6.10. Laktofenol [78]:

Kristal fenol..c.eeeeeeeeieiiiieieiiiiieeinrenenne 20,09

LaktiK @Siteeeeeieeeeeeeeeneernnreeceecnransencnnnns 20,0 g (veya 16 mL)
(€] [ (o] D PP 40,0 g (veya 31 mL)
DiStHE SUuuereereneenereneenerenrenecencensenscancans 20,0 g (veya 20 mL)

Cozelti igerisine boya maddesi olarak 100 mL i¢in 0,5 g anilin mavisi (pamuk mavisi)

eklenmistir.

3.7. Molekiiler Teshis

Toprak orneklerinden elde edilen Aspergillus cinsi mikrofunguslarin molekiiler
tanimlamasi i¢in Oncelikle DNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) yontemi ile Calmodulin gen bdlgesine 6zgii primerler kullanilarak
iriin ¢cogaltilmistir. Son basamak olarak, elde edilen saf DNA 6rneklerinden dizi analizi

ve filogenetik analiz yapilmistir.

3.7.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu islemleri icin Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri TIC.LTD.STi.’den
hizmet alim1 gergeklestirilmistir.

islem, Bio-Speedy™  Fungal DNA Izolasyonu Kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Islem basamaklari su sekildedir:
1. iginde 500 pL %0,1 Tris Buffer veya MGW (Molecular Grade Water) bulunan 2
mL’lik parcalama tiiplerine, besiyerinin yiizey kismindan kazinan koloniler
konulmustur.
2. Tiipler, yaklasik 10 saniye boyunca son hizda vortekslenmistir.
3. 1 dakika boyunca 14000 g’de santrifiij edilmistir.
4. Ust faz atildiktan sonra tiiplerin icerisine 1,3 mm ¢apmda metal boncuklar ve 500 uL
Pargalama Tamponu (%2 CTAB-hexadecyltrimethylammonium bromide, 100 mM
TrisHCI pH 8, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl) ilave edilmistir.
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5. Homojenizatorde 7000 rpm’de 1’er dakika 2 tur (toplam 2 dakika) homojenize
edilmistir.

6. Homojenize edilen tiiplerin igerisine 5 puL Proteinaz-K (20 mg/mL) eklenerek hafifce
vortekslenmistir.

7. 55°C’da 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.

8. Ardindan tekrar 14000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

9. Ust kisimdaki s1v1 faz, baska bir tiipe alinarak numunenin boncuklardan ayrilmasi
saglanmistir.

10. Bu tiipe, 500 pL Baglama Tamponu-1 (4 M Guanidine thiocyanate, 20 mM Tris-
HCI, pH 8) eklendikten sonra vortekslenmistir.

11. 95°C’da 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

12. Inkiibasyondan sonra 1 dakika 14000 g’de santrifiij edilmistir.

13. Ust kistmdaki s1v1 faz, yeni bir tiipe aktarilmustir.

14. Tip igerisine 500 pL Baglama Tamponu-2 (2-propanol) eklendikten sonra
vortekslenmistir.

15. Toplama tiipline DNA kolonu yerlestirilmistir.

16. 750 puL karisim, DNA kolonuna transfer edilmistir.

17. 1 dakika 14000 g’de santrifiij edildikten sonra fitrat kismi (alttaki sivi) atilmistir.

18. Numune bitinceye kadar 16. ve 17. islemler tekrarlanmistir.

19. DNA kolonuna 500 pL Yikama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 8;
%80 v/v Etanol) konulmustur.

20. 30 saniye 14000 g’de santrifiij edildikten sonra fitrat kismi (alttaki s1v1) atilmistir.
21. Daha sonra 19. ve 20. islemler tekrarlanmistir.

22. Bos kolon, 1 dakika 14000 g’de santrifiij edildikten sonra yeni steril bir
mikrosantrifiij tiipiine konulmustur.

23. DNA kolonu i¢ine 100 pL Coziicii Tampon (molekiiler saflikta su veya eliisyon
tamponu) konularak oda sicakliginda 1 dakika boyunca bekletilmistir.

24. 1 dakika 14000 g’de santrifij edildikten sonra kolon atilmistir. Tiipte kalan sivinin
igerisinde izole edilen DNA bulunmaktadir.

25. Elde edilen DNA’nin saflik ve miktari, Spektrofotometrik yontem ile tayin
edilmistir. DNA konsantrasyonu >50 ng/uL ve safligt OD2g0/ODogg 1,6-2,0 araliginda

olmasi gereklidir. PCR islemlerinden 6nce, DNA konsantrasyonu >100 ng/puL bulunan
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numuneler, Coziici Tampon ile 50 ng/uL konsantrasyona ayarlanacak sekilde
seyreltilmistir.

26. Bu islemler sonucunda elde edilen DNA, -20°C’da muhafaza edilmistir.
3.7.2. PCR Kurulumu
PCR kurulumu i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.1.°de

verilmistir.

Tablo 3.1. PCR kurulumu i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Kullanilan Miktar
2x-Mix S5uL
OligoMix-10 uM (Forward Primer + Reverse Primer) Lul
MGW (Molekiiler Olgekli Su) 2uL
Template (Kalip DNA) 2ul
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pL

3.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR uygulamalari i¢in Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri TIC.LTD.STi.’den hizmet
alimi gergeklestirilmistir.

PCR islemleri, Bio-Speedy™ Maya ve Kiif Real-Time PCR Hizli Tespit Kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit, Calmodulin gen bolgesini hedefleyen ileri 5'-
GCKWAAYAGGACAAGGATGG-3' ve geri 5-CTGGTCVGCCTCACRAAT-3'
primerlerini i¢cermektedir. Aspergillus Calmodulin primeri dejenere bir primer
oldugundan dolay1 standart PCR ile iiriin elde edilememistir ve bu yiizden Touchdown

PCR uygulanmistir. Uygulanan protokol Tablo 3.2.’de verilmistir.
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Tablo 3.2. Aspergillus Calmodulin Touchdown PCR programi

Floresan okuma

Dénsii Khik .. H
Program Sznil: Adim Slff C)l S(::)e e Cl/Zs) (470/510 nm)
¥ (Ekzitasyon/Tespit)
On
. 1 Denatii 4<
nkiibasyon enatiirasyon 95 600
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 60 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 59 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 58 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 57 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 56 45 Adim sonunda, tek
5 uzama okuma
Cogalma 4<
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 55 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 54 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 53 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 -
Baglanma ve 52 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
Denatiirasyon 95 15
5 Baglanma ve 51 45 Adim sonunda, tek
uzama okuma
65 1 oC - 98°
Erime Egrisi 1 Erime 0,5 65°C - 98°C aras
%8 1 stirekli okuma
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3.7.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

1. PCR {irlinlintin yaklagik 10 pL’si, 200 pl’lik yeni bir tiipe aktarilmigtir.

2. PCR iiriinii igeren tiipe, 10 uLL MGW eklenerek pipetaj yapilmastir.

3. 60 puL Baglama Tamponu-1 ve 20 pL Baglama Tamponu-2 eklenerek hafifce
vortekslenmistir.

4. DNA kolonu, toplama tiipii igerisine yerlestirilmistir.

5. Karisimin tiimii, DNA kolonuna transfer edilmistir.

6. 1 dakika boyunca 14000 g’de santrifiij edildikten sonra fitrat kismi1 atilmistir.

7. Kolona 500 pL Yikama Tamponu ilave edilmistir.

8. 30 saniye boyunca 14000 g’de santrifiij edildikten sonra fitrat kismi atilmistir.

9. 7. ve 8. islemler tekrar edilmistir.

10. Bos kolon, 1 dakika boyunca 14000 g’de santrifiij edilmistir.

11. Kolon, yeni bir mikrosantrifiij tiipiiniin icerisine konulduktan sonra toplama tiipii
atilmstir.

12. DNA kolonu i¢ine 20 pL Coziici Tampon (molekiiler saflikta su veya eliisyon
tamponu) konularak oda sicakliginda 1 dakika bekletilmistir.

13. 1 dakika 14000 g’de santrifiij edildikten sonra kolon atilmistir. Tiipte kalan sivinin
icerisinde saflastirilan PCR iirtinleri bulunmaktadir.

14. Bu islemler sonucunda elde edilen saf PCR iiriinleri, -20°C’da muhafaza edilmistir.

3.7.5. Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz
Dizi analizi i¢in T.C. Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi (TUTAGEM)’nden hizmet alim1 gergeklestirilmistir.
Elde edilen fungal amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemi ile tespit
edilmistir. Elde edilen dizilere karsilik gelen diziler, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

adresindeki NCBI gen bankasindan Blast yontemi ile belirlenmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

Toprak 6rneklerinden izole edilen Aspergillus cinsine ait 52 adet koloni {izerinde

yapilan morfolojik ve molekiiler teshis islemleri sonucunda 7 adet Aspergillus tiirii

tespit edilmistir. Bunlar sirasiyla; Aspergillus affinis Davolos, Persler, Pietrangeli &

Maggi 2011, Aspergillus awamori Nakaz., Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom,

Aspergillus dimorphicus B.S. Mehrotra & R. Prasad, Aspergillus europaeus Hubka, A.

Novakova, Samson, Houbraken, Frisvad & M. Kolafik, Aspergillus spelaeus A.
Novakova, Hubka, M. Kolarik & S.W. Peterson ve Aspergillus fischeri Wehmer’dir.

Caligilan 6rneklere ait morfolojik ve molekiiler sonuglar Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Morfolojik ve molekiiler teshis sonuglart

F,slesen
Kod Morfolojik Teshis Molekiiler Teshis Ornegin | o ntities
Accession
Numarasi
. . . . . . 509/517
1A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%98)
. . . . . . 509/510
2A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 (%99)
3A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 4(902/9590)3
4A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis JF805764.1 5(102/9591)3
5A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((3)/20/9590)3
6A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5(?;/20@55)5
. . . . 508/510
7A Aspergillus Section Flavipedes *Aspergillus spelaeus HG916745.1 (%99)
8A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{%))3
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531/535

9A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 (%98)
10A | Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5?)2/95;7
11A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?’2/959?)4
12A Teshis Edilemedi DNA Izolasyonu - -
Yapilamadi
13A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 58%59%7
. . . . . . 505/506
14A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 (%99)
15A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)25'595)8
16A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)/70@55)4
17A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5((3)%55)4
18A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3,/70/9588
19A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 58%55))6
. . . . 506/507
20A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 (%99)
21A Aspergillus awamori Aspergillus awamori FN394670.1 53)2/955)9
22A Aspergillus Section Nigri Dizileme yapilamadi - -
Aspergillus welwitschiae LT558746.1 508/509
. . - Aspergillus aw. i KJ777809.1 %
23A Aspergillus Section Nigri perg amort (%99)
. . 507/509
Aspergillus niger JF838354.1 (%99)
Aspergillus tubingensis KP739458.1 507/508
24A Aspergillus Section Nigri Aspergillus phoenicis KJ123904.1 (%99)
Aspergillus niger KJ123900.1 0
Aspergillus welwitschiae LT558746.1 507/508
. . _ Aspergillus awamori KJ777809.1 %99
25A Aspergillus Section Nigri perg (%99)
. . 506/508
Aspergillus niger JF838354.1 (%99)
26A Aspergillus Section Nigri Dizileme yapilamadi - -
27A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3)/%)/;?)2
. . . . 503/505
28A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 (%99)
29A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3)/20/955)3
. . . . . . 505/506
30A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 (%99)
31A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{%))6
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499/506

32A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)

33A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)/7(5%4
34A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)/70@59%9
35A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 58,2/9557
36A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 58,2/9557
37A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5((3)%5;))7
38A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5(?)2/;9%6

. . . . . . 505/506
39A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 (%99)
40A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5((2,2/9586
41A Teshis Edilemedi Dizileme yapilamadi - -

. . . . . ! 499/506
42A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
43A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((3,2/955)7
44A Aspergillus fischeri Dizileme yapilamadi - -
45A Teshis Edilemedi Dizileme yapilamadi - -

4 . . . . . 501/508
46A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
47A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((3,2/955)4

. . . DNA izolasyonu
48A Aspergillus fischeri Yapilamads - -

. . . . . . 499/506
49A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
50A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43,2/959(;6

. . . . . . 505/506
51A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 (%99)
52A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 4(90/90/955)6

*Tiirkiye i¢in yeni kayitlardir.

diizeyinde morfolojik teshisi yapilarak molekiiler teshis ile karsilastirilmis ve
dogrulanmistir.  Aspergillus fischeri,

dimorphicus, Aspergillus europaeus, Aspergillus spelaeus ise molekiiler teshis ile

tanimlanmastir.

morfolojik, Aspergillus affinis,
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Elde edilen tiirlerden Aspergillus carbonarius ve Aspergillus awamori’nin tiir

Aspergillus




4.1. Tiir Diizeyinde Teshis Edilen Aspergillus Tiirleri
4.1.1. Aspergillus affinis Davolos, Persler, Pietrangeli & Maggi 2011

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Circumdati, Section: Circumdati

7 giinliik inkiibasyon sonunda koloni ¢apt CY A25 besiyerinde 35-37 mm, MEA
besiyerinde 34-35 mm, CZ besiyerinde 26-30 mm, DG18 besiyerinde 47-48 mm’dir.
CYA37 besiyerinde ise mikrokoloniler goriiliir.

CYAZ25 besiyerinde koloni yiizeyi ylinsii; sklerotia beyaz-sar1 renkte; uzun;
eksuda geffaf-sarimsi renkte; koloni alti merkezde grimsi turuncu, kenarlarda sar1 beyaz
renkte; ¢oziiniir pigment yok ve uzun inkiibasyon siiresi sonunda sporulasyon goriiliir.
CYA37 besiyerinde mikrokoloniler beyaz renktedir. MEA besiyerinde koloni yiizeyi
yiinsii; sklerotia beyaz-soluk/agik sar1 renkte; eksuda seffaf-sarimsi renkte; koloni alti
merkezde kahverengi, kenarlarda grimsi turuncu renkte; ¢ozlinilir pigment yoktur. DG18
besiyerinde koloni yiizeyi yiinsii; koloni alt1 sarims1 beyaz renkte; eksuda ve ¢oziiniir
pigment yoktur.

Konidial baslar radiate; konidiaforlar biseriate; saplar seffaf- kahverengi renkte,
puriizli duvarli, 730-2300 x 11-17 pm; vezikiiller kiiresel, 35-70 um genisliginde;
metula vezikiiliin tiim ylizeyinde, 12,5-21,5 x 4,5-7 um; fiyalidler ampulliform, 9-11 x
3-4,5 um; konidia subglobose-ellipsoidal, ince piiriizli, 2,5-4 x 2,5-3,5 um,; sklerotia

beyaz-soluk/agik sar1, 133-675 um’dir.
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Sekil 4.1. Aspergillus affinis A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7
giinliik koloni goriiniimleri E. Spor yapist x40 F. Konidiafor x40

4.1.2. Aspergillus awamori Nakaz. 1907

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, = Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Circumdati, Section: Nigri

7 giinliik inkiibasyon sonunda koloni ¢ap1 CYA2S5 besiyerinde 60-70 mm, MEA
besiyerinde 60-70 mm, CY20S besiyerinde 60-70 mm, CYA37 besiyerinde 65-70 mm
ve CZ besiyerinde 30-60 mm’dir.

CYAZ25 besiyerinde konidia koyu kahverengi-siyah; miselyum genellikle fark

edilmeyen goriiniimde ve beyaz-sar1 renkte; eger varsa eksuda koyu kirmizi kahverengi
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renkte; koloni alti donuk kahverengi, yogun sar1 ya da gri kahverengi; eger mevcutsa
¢cozlinlir pigmentler donuk sari; koloni zayif, taneli-graniillidiir. MEA besiyerinde
konidia koyu kahverengi-siyah renkte; miselyum fark edilmeyen goriiniimde; bireysel
konidial baglar seyrektir. CY20S, CYA37 ve CZ besiyerlerinde koloniler CYA25 ile
benzer morfoloji gosterir. Yalnizca CYA37 besiyerinde koloni alt1 koyu kahverengi-
siyahtir.

Konidial baslar radiate, olgunlastiginda siitunlara boliinmiis; saplar 300-1500 x
7-17 um, piirtizsiiz duvarly; vezikiiller globose, 20-40 um; agirlikli olarak biseriate;
metula vezikiiliin iist yarisinda ve 10-20 X 4-8 um; fiyalidler 6-9 x 2,5-4 pm; konidia 4-

5 um capinda, kiiresel, piiriizsiiz-ince piiriizliidiir.
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Sekil 4.2. Aspergillus awamori A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7
glinliik koloni goriiniimleri E. Spor yapist x40 F. Konidiafor x40

4.1.3. Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom 1916

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Circumdati, Section: Nigri

7 glinliik inkiibasyon sonunda koloni ¢ap1 CYA2S5 besiyerinde 65-70 mm, MEA
besiyerinde 55-70 mm, CY20S besiyerinde 68-70 mm, CYA37 besiyerinde 10-30 mm
ve CZ besiyerinde 35-45 mm’dir.

CYA2S5 besiyerinde konidia zeytin siyahi-siyah renkte; miselyum genellikle fark
edilmeyen beyaz renkte; eger varsa sklerotia sarimsi devetilyll rengi ya da pembemsi
renkte; koloni alt1 renksiz ya da donuk sari-koyu gri tonlarinda; koloni uzun saph
konidiaforlardan olusan yogun kege goriiniimiindedir. MEA besiyerinde konidia siyah
renkte ve seyrek; miselyum beyaz renkte ya da fark edilmeyen goriiniimde; eger varsa
sklerotia sari-devetiiyli renginde; koloni alt1 renksiz ya da hafif sar1 renkte; zayif
miselyum ve uzun sapli bireysel konidiaforlar goze carpar. CY20S besiyerinde
konidiaforlar yogun degildir ve saplart 3-4 mm uzunlugundadir. Bunun disinda koloni
karakteri CYA2S5 ile benzer 6zelliklere sahiptir. CYA37 besiyerinde koloniler CYA25
ile benzer renktedir. Koloni alt1 siyah-gri renkte ve bazen de goriinlir kahverengi
pigmentlidir. Konidiaforlar CYA25’ten kisadir. CZ besiyerinde koloniler CYA25 ile

benzerdir, fakat konidiaforlar yogun degildir.
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Konidial baslar radiate, olgunlastiginda siitunlara boliinmiis; saplar 1000-3500 x
15-20 pm, kalin duvarli, piiriizsiiz-ince piiriizlli, renksiz ya da uglarin yakinina dogru
kahverengimsi; vezikiiller 65-90 pum, kiiresele yakin; biseriate; metula vezikiiliin tim
yiizeyinde, 25-40 x 6-11 um o6l¢iilerinde; fiyalidler 8-12 X 5-7 um; konidia ¢ok biiyiik,
7-10 um capinda, globose, duvarlar olgunlastiginda sivri uglar veya tiiberkiillerle son

derece piiriizlidiir.
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Sekil 4.3. Aspergillus carbonarius A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde
7 giinliik koloni goriiniimleri E. Spor yapist x40 F. Konidiafor x40

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

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Circumdati, Section: Cremei

7 gilinliik inkiibasyon sonunda koloni ¢apt CYA2S5 besiyerinde yaklasik 30-35
mm, MEA besiyerinde 25-30 mm, CY20S besiyerinde 40-50 mm ve CZ besiyerinde 25-
30 mm’dir.

CZ besiyerinde koloniler yavas geligsir ve 7-10 giinde 2-5 cm olmaktadir.
Koloniler 6nce soluk kahverengi, daha sonra devetiiyii kahverengisi-koyu sar1, en son
ise koyu zeytinimsi devetiiyli renginde; koloni alti renksiz-a¢ik devetiiyii, daha sonra
devetiiyii renginde; konidial baslar globoz-gevsek radiyat, 60-225 pm capinda,
genellikle olgunlukta gevsek siitunlara boliinmiis; konidiaforlar 225-450 um c¢apinda,
plriizsiiz duvarli, bazen ince bazen kalin duvarli, kavisli, agik sar1 renkte, dallanmamis
veya bazen bir veya iki dalli; vezikiil globose-subglobose, tiim yiizey boyunca verimli,
15-37,5 um c¢apinda; sterigma iki seri halinde, primerler 4,5-10,5 x 2,2-3,8 ve
¢ogunlukla 6,8-9 x 3,0 um, sekonderler 4,5-12 x 2,2-3,0 ve ¢ogunlukla 7,5-9, 0 x 2,2-
3,0 um; konidia subgloboz-globoz, 3,0-4,5 um, ¢ok ince piiriizlii; az ila ¢ok damlaciklar
seklinde eksuda vardir. MEA besiyerinde koloniler CZ besiyeri ile yaklasik olarak

aynidir. Koloni gelisimi biraz sinirli ve 7-10 giinde 2-4 cm olmaktadir.

33



C
e 1
—?u’ a O
iy
-\ @) pd B~
’L( . \
Q’* 09
e - ‘J‘\‘
&) 4 22 TR
O . o €1 i 0
C) L l;lf
9 © ) - ° ‘°""‘-ﬁ.~\
F

Sekil 4.4. Aspergillus dimorphicus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde

7 glinliik koloni goriiniimleri E. Spor yapist x100 F. Konidiafor x40
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4.1.5. Aspergillus europaeus Hubka, A. Novakova, Samson, Houbraken, Frisvad &
M. Kolarik 2016

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Circumdati, Section: Cremei

7 glinliik inkiibasyon sonunda koloni ¢ap1 CYA25 besiyerinde 32-45 mm, MEA
besiyerinde 21-30 mm, CZ besiyerinde 25-38 mm, CY20S besiyerinde 53-65 mm’dir.

MEA besiyerinde koloniler yassi, flokkoz (yiinsii), bazen koloni merkezi
kabarik, koloni yiizeyi ince graniillii-graniillii; miselyum sarimsi beyaz-sarimsi gri
renkte; sporulasyon koloni merkezinde veya tiim yiizeyde, koyu sari-agik zeytin
kahverengi renkte; ¢coziiniir pigment hafif belirgin acik sari-canli sar1 renkte; koloni alt1
merkezde parlak sar1 veya grimsi/soluk sar1 renkte; eksuda yoktur. CYA25 besiyerinde
koloniler kadifemsi-yiinsii, radyal olarak burusuk; miselyum beyaz veya sarimtirak
beyaz; sporulasyon sarimsi gri, grimsi sari, koyu grimsi sari, orta sart veya agik zeytin
kahverengi renkte; bazi suslarda sporulasyon zayif; koloni alt1 renksiz, acik sar1, soluk
sarl, sarimsi beyaz, orta sari veya koyu sari renkte; ¢Oziiniir pigment yoktur. CZ
besiyerinde koloniler yassi, bazi suglarda koloni merkezi kabarik, kadifemsi, ince
graniilli-graniilli, baz1 suslarda koloni merkezi yiinsii; sporulasyon koyu sar1 veya agik
zeytin kahverengisi renkte; eksuda yoktur veya koloni merkezinde 1 mm’lik koyu sari
damlaciklar halindedir. CY20S besiyerinde koloniler yassi, kadifemsi-yiinsti;
sporulasyon canli sar1, koyu sar1, agik turuncu sari, orta sari, agik grimsi kahverengi-
acik kahverengi veya koyu turuncu sar1 renkte; koloni alti1 soluk sari, acik sar1 veya
parlak sar1 renkte; eksuda ve ¢oziinilir pigment yoktur. CYA37 besiyerinde gelisme
goriilmez.

Vezikiil piriform veya globose, 11-44 pm ¢apinda; biseriate; metula vezikiiliin
¥ unil kaplayan, 6-25 um uzunlugunda ve 5-9 pm genisliginde; fiyalidler ampulliform,
6-11,5 x 3-6 um; konidia renksiz, genellikle globose veya subglobose, olgunlastiginda
kaba piiriizlii, sar1 kahverengi-kahverengi renkte; 3,5-5 x 3-4,5 um; hiille hiicresi ve

sklerotia yoktur.
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Sekil 4.5. Aspergillus europaeus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7
giinliik koloni gortintimleri E. Spor yapis1 x40 F. Konidiafor x40
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4.1.6. Aspergillus spelaeus A. Novakova, Hubka, M. Kolarik & S.W. Peterson 2015

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Nidulantes, Section: Flavipedes

7 glinliik inkiibasyon sonunda koloni ¢ap1 CYA25 besiyerinde 16-30 mm, MEA
besiyerinde 15-32 mm, CZ besiyerinde 6-26 mm’dir.

CYA2S besiyerinde koloniler yass1 ve diizensiz; floccose; agik kahverengimsi
sarimtrak kahverengi renkte; koloni altt koyu turuncu sar1 renkte; eksuda ve ¢oziiniir
pigment yok. MEA besiyerinde koloniler yassi, ince graniillii-graniillii; agik sar1 renkte;
sporulasyon agik grimsi sarimtrak kahverengi renkte; koloni altt sarimsi kahverengi
renkte; ¢Oziiniir pigment yok ve koloni ylizeyinde bol miktarda kiiciik renksiz veya
soluk sar1 damlaciklar bulunur. CZ besiyerinde koloniler yassi, graniillii; soluk sari-
grimsi sar1 veya agik kahverengimsi sarimtrak kahverengi renkte; koloni alt1 orta sari
renktedir. CYA37 besiyerinde gelisme goriillmez.

Konidial baslar beyaz-soluk kahverengi renkte, radiate veya columnar;
konidiaforlar biseriate, nadiren uniseriate; saplar agik kahverengi-kahverengi renkte;
vezikiiller piriform veya spatiil seklinde, 7-18 um c¢apinda; metula vezikiiliin iicte
ikisinde, 4-7 um uzunlugunda; fiyalidler 4-7,5 um uzunlugunda; konidia globose veya
subglobose, piiriizsiiz, 2,3-2,9 um’dir. Aksesuar konidia nadir bulunur ya da bulunmaz;
cogunlukla 1-3 konidiaya sahip hiyalin mikro-semimakronemat6z konidiaforlar globose

veya subglobose, 4,5-6 um ¢apindadir. Bazi suslarinda hiille hiicreleri bulunur.
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Sekil 4.6. Aspergillus spelaeus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7
glinliik koloni goriintimleri E. Spor yapist x100 F. Konidiafor x40

4.7. Aspergillus fischeri Wehmer 1907

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, = Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Fumigati, Section: Fumigati

7 giinliik inkiibasyon sonunda koloni ¢api CYA25 besiyerinde 60-70 mm,
CYAZ37 besiyerinde 60-70 mm MEA besiyerinde 65-70 mm, CZ besiyerinde 53-60 mm,
CY20S besiyerinde 60-70 mm’dir.
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CYAZ25 besiyerinde konidia seyrek, gri yesil-soluk mavi yesil renkte; miselyum
krem renkli kleistotesyumlara sahip beyaz-krem renkte; eger varsa eksuda renksiz-soluk
kahverengi renkte; koloni alti renksiz, sar1 veya kahverengi renkte; koloni dokusu
kadifemsi-yiinsii, diizgilin veya biraz oluklu; ¢6ziiniir pigment yoktur. MEA besiyerinde
sporulasyon yok veya seyrek, CYA25 besiyerine benzer renklerde; miselyum agik krem
renkli kleistotesyumlara sahip beyaz-krem renkte; koloni alti renksiz-mat donuk sari
renkte; koloni dokusu zayif, diizgiin veya biraz yiinsiidiir. CY20S besiyerinde koloniler
CYA2S5 besiyerine benzer renk ve yapidadir. CYA37 besiyerinde konidia bol miktarda,
CYA25 besiyerine benzer renkte; koloniler algak, yogun, genellikle radyal olarak
olukludur. CZ besiyerinde konidia seyrek, donuk mavi yesil renkte; koloni alti soluk
sar1-seftali renginde ve diger 6zellikler CY A25 besiyeri ile benzerdir.

Konidial baslar radiat-columnar; saplar renksiz, piiriizsiiz duvarli, 150-350 x 5-9
um; vezikiiller 10-20 pm capinda; uniseriate; vezikiiliin list kisminin ticte ikisini
kaplayan fiyalidler 5-8 x 2-3 um; konidia piiriizsiiz-ince piiriizlii, kiiresel-elips seklinde,
2,5-3 x 2-3 um; Kleistotesyum globose, 150-350 um, yumusak duvarli, beyaz-krem
renkte; 7-14 giinde olgunlasan 8 adet renksiz askospor igeren askuslar 9-15 um
boyutunda; askosporlar hemen hemen kiiresel mercek bigciminde, 5-8 pm uzunlugunda,

4-5 um genisliginde, konveks yiizeyler anastomoz yapan kenarli ve belirgin iki adet

ekvator tacina sahiptir.
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Sekil 4.7. Aspergillus fischeri A. MEA B. CYA25 C. CY20S besiyerlerinde 5 giinliik
koloni goriiniimleri D. Askus x100 E. Kleistotesyum x10 F. Konidiafor x40 G.
Askospor x100 H. Konidiaspor x100
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4.2. Tiir Diizeyinde Teshis Edilemeyen Aspergillus Section Nigri Tiirleri

Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Class:
Eurotiomycetes,  Subclass:  Eurotiomycetidae, Ordo:  Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Genus: Aspergillus, Subgenus: Circumdati, Section: Nigri

Konidi baglart siyah tonlarinda, yesilimsi siyah, kahverengimsi siyah, morumsu
siyah veya karbon siyahi renkte, globoz, radiyat, birkag veya ¢ok sayida diizensiz yada
iyice belirgin konidi zinciri siitununa yarilmaktadir. Konidiaforlar renksiz-kahverengi
renkte, tipik olarak diiz ¢ceperli ancak birkag tiirde hafif graniillii veya noktali, genellikle
kalin ¢eperli, gevrek, lizerine bastirildiginda uzunluguna yarilmaktadir. Vezikiiller
globoz veya globoza yakin, renksiz veya agik-koyu kahverengi tonlarindadir.
Sterigmalar tiire bagli olarak bir veya iki serili, genellikle koyu renkli hatta pigmentle
dolmus durumdadir. Konidiler globoz, subgloboz, eliptikal veya horizontal olarak
yassilagmig, diiz veya diize yakin, ekinulat, verrukuloz veya belirgin sekilde
uzunlamasina ¢izgilidir. Sklerosyumlar globoz-subgloboz, gencken krem renginde, daha

sonra devetiiyii-pembemsi veya grimsi devetiiyii veya kahverengi renktedir.
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Sekil 4.8. 26A no’lu 6rnek A. MEA B. CYA25 C. CYA37 besiyerlerinde 5 giinliik
koloni goriiniimleri D. CYA37 besiyeri koloni alt1 E. Spor yapis1 x100 F. Konidiafor
x40
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Sekil 4.9. 25A no’lu 6rnek A. MEA B. CYA37 C. CY20S besiyerlerinde 5 giinliik
koloni goriiniimleri D. CY20S besiyeri koloni alt1 E. Spor yapis1 x100 F. Konidiafor
x40
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Sekil 4.10. 24A no’lu 6rmek A. CZ B. CY20S besiyerlerinde 5 giinlilk koloni

goriiniimleri C. CZ besiyeri koloni altt D. CY20S besiyeri koloni alt1 E. Spor yapisi
x100 F. Konidiafor x40
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BOLUM 5

TARTISMA

Edirne ili Karaagag Kent Ormani’ndan Aspergillus tiirlerini teshis etmek
amaciyla alinan toprak ornekleri “Topragi Sulandirma Metodu” ile calisilmistir. Metot,
ilk olarak bakteri izolasyonu icin uygulanmaya baslanmis, daha sonra funguslara
uyarlanmigtir. Bu yontem Aspergillus cinsi gibi fazla spor iireten mikrofunguslarin
izolasyonunda avantaj saglamaktadir. Diger yontemlere gore daha yiiksek niteliklere
sahip olmasi nedeniyle birgok arastirmaci tarafindan tercih edilen geleneksel bir
yontemdir. Baz1 olumsuz 6zellikleri daha fazla petri kabina paralel ekimler yapilarak
azaltilabilir. Bu yiizden bu c¢alismada da ekimler 10 adet petri kabiyla
gerceklestirilmistir.

Izolasyon islemleri sonucunda elde edilen 52 adet koloni iizerinde morfolojik ve
molekiiler tanimlama g¢alismalar1 yapilmigtir. Calismalar sonucunda 7 adet Aspergillus
tirti tespit edilmistir. Bu tiirler, Aspergillus affinis, Aspergillus awamori, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus europaeus, Aspergillus spelaeus ve
Aspergillus fischeri’dir. Aspergillus awamori ve Aspergillus carbonarius tiirleri hem
morfolojik hem de molekiiler olarak, Aspergillus fischeri ise morfolojik olarak tespit
edilmistir. Fenotipik taniyla tiir diizeyinde tespit edilemeyen tiirlerin varligi molekiiler
veriler ile belirlenmistir. Aspergillus dimorphicus’un morfolojik olarak Aspergillus
Section Cremei’ye ait oldugu bulunarak, tiir diizeyinde teshisi molekiiler yontem ile
yapilmigtir. Bu tiirler, Tirkiye’deki c¢alismalarda daha oOnce tanimlanan tiirlerdir.
Aspergillus affinis’in Aspergillus Section Circumdati, Aspergillus europaeus’un
Aspergillus Section Cremei ve Aspergillus spelaeus’un Aspergillus Section Flavipedes
boliimlerine ait olduklar1 bulunarak, tiir diizeyinde teshisleri molekiiler yontem ile

yapilmustir. Aspergillus affinis, Aspergillus europaeus, Aspergillus spelaeus tiirleri

45



Tiirkiye icin yeni kayitlardir [44]. izole edilen kolonilerden morfolojik calismalar ile
tespit edilemeyen bazi tiirler molekiiler yontemlerle de ayirt edilememistir. Morfolojik
yontemler ile bu 6rneklerin yalnizca Aspergillus Section Nigri tiyesi tiirler olduklari
tespit edilmistir. 22A ve 26A kodlu orneklerin dizi analizleri yapilamamistir. 23A ve
25A kodlu 6rneklerin blast analizleri sonucunda ayni Ident ve Query cover oranina
sahip ii¢c adet tiir gorilmektedir. Bunlardan Aspergillus welwitschiae ve Aspergillus
awamori ayni Max score degerine sahiptir. 24A kodlu Ornegin blast analizleri
sonucunda ayni Ident ve Query cover orani Ve ayni1 Max score degerine sahip ti¢ adet tiir
goriilmektedir.

Mikrofunguslarin tanimlanmasinda yalnizca fenotipik karakterlere dayanan
morfolojik yontemlerin kullanilmasinin, teshis anahtarlarinin giincel tiirleri icermemesi
de gbz Oniline alindiginda yetersiz oldugu sOylenebilir. Fenotipik karakterlerin ayni
tirlerde farklilik, farkl tiirlerde benzerlik gostermesi tanimlamayi zorlastiran diger bir
etkendir. Bu ¢alismalarin zahmetli, zaman alan ve deneyim gerektiren yontemler olmasi
da molekiiler metotlarin gerekliligini kanitlar [55]. Bu yiizden tanimlama ¢alismalarinda
molekiiler tekniklerinde kullanilmasi tamamlayici olmaktadir [54]. Molekiiler analizler
sayesinde daha fazla tiir ¢esitliligi ortaya konulmaktadir. Ayrica daha hizli, glivenilir ve
uluslar arasi gegerliligi olan sonuglar elde edilmektedir [61]. Molekiiler yontemlerin
gitgide gelismesine ragmen yine de morfolojik ve koloniyal caligmalar Gnemini
korumaktadir [40].

Aspergillus identifikasyonu da morfolojik tekniklere dayanmaktadir fakat son
zamanlarda DNA tabanli molekiiler ¢alismalar hiz kazanmstir [59]. Ozellikle PCR
yontemlert, tiire 6zgli primerler kullanarak hedef fungal gen bolgesini ¢ogaltan duyarl
yontemlerdir [47]. Evrensel ribozomal DNA bolgelerine ITS (Internal Transcribed
Spacer), biiyiikk ribozomal alt birim D1-D2, B-tubulin (BenA) ve Calmodulin (CaM)
ornek gosterilebilir [74]. Bunlarin iginde ITS, funguslarin resmi DNA barkodu olarak
nitelendirilir. Ancak bu lokus biitiin Aspergillus tiirlerini dogru tanimlamak igin yeterli
degildir [59]. Bazi durumlarda yakin tiirlerin ayrimini yapabilecek niikleotid
farkliliklarina sahip degildir [75]. Son donemlerde filogenetik caligmalarda, oldukca
degisken intron bolgelerine sahip protein kodlayan genler tercih edilmektedir. Bu
genlere, elongation factor 1 alpha, calmodulin, B-tubulin, actin ve histone genleri 6rnek

gosterilebilir. Bunlar ITS’ye gore daha ¢ok degiskenlik gosterir ve daha elverislidirler.
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Bu caligsmada tercih edilen calmodulin bdlgesinin amplifikasyonu kolaydir ve neredeyse
tiim Aspergillus tiirleri arasinda ayrim yapabilir [59].

Toprak igerisinde ¢esitli mikrofungus tiirlerini barindiran bir ortamdir. Bunlarin
icinde Aspergillus tiirleri toprakta en fazla sayida bulunanlarin basinda gelir. Bu tiirlerin
digerlerine gore ¢evresel kosullara daha iyi uyum sagladiklar1 sdylenebilir [7]. Birgok
calismada en sik izole edilen toprak mikrofungusu Aspergillus cinsidir. Ornegin;
Colakoglu (2001)’nun istanbul Belgrad Ormani’nda yaptigi c¢alismada, arastirma
alanindaki topraklarda tiir bakimindan en zengin cins %23.664 oranla Aspergillus olarak
belirlenmistir [24]. Hasenekoglu ve Siiliin (1993) tarafindan yapilan ‘A study on
Aspergillus Mich ex Fr. and Penicillium Link ex Gray flora of the soils of Northeast
Anatolia, Tirkiye’ ve Eltem, Taskin ve Pazarbasi (2009) tarafindan yapilan
‘Biodiversity and flora of microfungi from Sultana-Type vineyard soil in Turkey’ adli
calismada Aspergillus carbonarius ve Aspergillus awamori tiirleri tespit edilmistir
[79,18]. Aspergillus carbonarius, Col (2006)’in ‘Degisik ekolojik kosullarda saksi
topraginda bulunan alerjik kiif florasinin saptanmasi’ adli yiiksek lisans tez ¢alismasinda
ve Gogmen ve Ozkan (2001)’1n ‘A research on the microfungal flora of some
greenhouse soils in the vicinity of Lapseki Canakkale, Turkey’ adli ¢alismasinda tespit
edilmistir [80,81]. Aspergillus awamori, Bilgin (1994)’in ‘Cigekli kdyii (Bornova) ve
civari topraklari mikrofungus florasinin bitki siiksesyonuna bagli olarak incelenmesi’
adl1 yiiksek lisans tez calismasinda, Al-Sheboul (1990)un ‘Ege Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii meyve bahgelerindeki mikrofungus floras ile ilgili
bir arastirma’ adli yiiksek lisans tez calismasinda ve Asan (1997)’mn ‘Trakya Bolgesi
musir tarlalari mikrofungus florasi tlizerinde arastirmalar-1’ adli ¢aligmasinda tespit
edilmistir [82,2,83]. Aspergillus fischeri, Oner (1970)’in ‘Soil microfungi of Turkey’
adli ¢aligmasinda, Oner (1973)’in ‘Atatiirk Universitesi Erzurum Ciftligi Egerli dag
kuzey yamaci ve Trabzon-Hopa Sahil Seridi mikrofungus florasi ile ilgili bir arastirma’
adli calismasinda, Cigden ve Ekmekc¢i (1994)’nin ‘Yamanlar Dagi Giiney Yamaci
mikrofungus florasinin arastirilmast’ adli ¢alismasinda, Kara ve Bolat (2007)’in
‘Influence of soil compaction on microfungal community structure in two soil types in

Bartin Province, Turkey’ adli galismasinda tespit edilmistir [84,12,85,86].
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