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Yuksek Lisans Tezi

Evlerde Kullanilan Buzdolaplarin I¢ Havasindan Izole Edilen Mikrofunguslar Uzerinde
Morfolojik ve Molekiiler Calismalar

Biyoloji Anabili Dali

OZET

Bu calismada, 4 farkli evde kullanilan buzdolaplarinin i¢ ortam havasinda
bulunan mikrofunguslarin morfolojik ve molekiiler tanis1 yapilarak, buzdolabi havasi
florasindaki mikrofungal ¢esitliligin tesbiti amaglanmistir.

Arastirma materyali Ekim, Kasim ve Aralik 2012 aylarinin ilk ve son haftasinda
her bir istasyondan (her ay ikiser kez olmak tlizere) toplam 24 kez ornekleme yapilarak
elde edilmistir. Ornek aliminda mikrobiyal hava &rnekleme cihazi (Millipore)
kullanarak, bir orneklemede 100 L hava aspire edilmistir. Ornekleme isleminde
Dichloran Glycerol Agar (DG 18) besiyerleri kullanilmustir. Izolatlar saf kiiltiir olarak
elde edilip yatik PDA besiyerine pasaj alinarak 25 °C'de 7 giin inkiibe edilmis ve daha
sonra stok kiiltiir olarak +4 °C'de saklanmustir. Elde edilen izolatlar 6zelliklerine gore
PDA, MEA, CYA, CY2S G2N, CZ, CREA, YES ve DG 18 besiyerlerine ekilmis olup,
ilgili monograflardan yararlanilarak morfolojik teshisleri yapilmistir. Molekiiler teshiste
ise elde edilen fungal amplikonlarin dizi analizleri Sanger Yontemi ile, ABI prism Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak, ABI Prism 377
DNA Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD) belirlenmistir ve gen bankasindaki
benzer sekanslarla BLAST Analizi yapilarak kiyaslanmustir.

Arastirmanin sonucunda teshisi yapilan mantarlarin yiizdelik dagilimlar1 % 34
Penicillium, % 24 Cladosporium, % 17 Alternaria, % 11 Aspergillus tlrleri ve % 9

diger tiirler olarak tespit edilmistir.

Yil : 2013
Sayfa Sayisi 61

Anahtar Kelimeler  : Havayla tasinan funguslar, ITS gen dizisi, Buzdolabi, Q-PCR,
Sanger Dizileme



Msc Thesis

Morphological and molecular studies on microfungi isolated from indoor air of
refrigerators used at homes

Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Biology

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determination of microbial diversity from indoor
air flora of refrigerators used at four different homes with conventional and molecular
identifications.

Research materials were obtained by taking samples twice each months from all
refrigerators (totally twenty four times) at first and last weeks of October, November
and December months of 2012. Microbial air sampler (Millipore) were used to take
samples and 100 L air was aspirated for each sampling. Dichloran Glycerol Agar (DG
18) medium was used on the sampling process. All isolates taken like a pure culture and
to incubated at 25 °C during 7 days after to passaged on slant PDA medium. After that,
these pure cultures at PDA medium were stored at +4 °C as storage cultures.
Conventional identifications of obtained isolates were diagnosed according to their
features by using related monographs after to cultured on PDA, MEA, CYA, CY S,
G2N, CZ, CREA, YES and DG 18 mediums. On the molecular identification, sequence
analysis of obtained fungal amplicons were determined on Sanger Method at ABI Prism
377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, ABD) by using ABI prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit and to compared with similar
sequences on gene bank by BLAST Analysing.

As a result of this study, it was identified what 34 % Penicillium, 24 %
Cladosporium, 17 % Alternaria, 11 % Aspergillus species and 9 % other species

as a percentage distribution of obtained fungi izolates.

Year : 2013

Number of Pages : 61

Keywords . airborne fungi, ITS region, refrigerator, Q-PCR, Sanger
Sequencing Method
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BOLUM 1

GIRIiS

Kuflerin propagdllerinin ¢ok uzak mesafelere kadar ulasabilmesinin en 6nemli
etkenlerden biri hava yolu ile tasinmalaridir. Hava kiiflerin gelisimleri i¢in uygun bir
ortam degildir. Ancak riizgar sayesinde gesitli kaynaklardan atmosfere nifus eden kuf
propagiilleri uzun mesafelere kadar tagsinabilmektedir [1,2].

Hem is yerlerinde hem de evlerde havayla taginan biyolojik ajanlara maruz
kalinmasinin; enfeksiyon hastaliklari, akut toksik etkiler, alerji ve kanser gibi dnemli
halk saglig1 hastaliklart ile iligkilendirilmesinden bu yana, i¢ ortam havasinda bulunan
mantarlara kars1 olan ilgi oldukga artmis bulunmaktadir [3,4].

Mantarlarin  gelisimi; eksime, kiiflenme, bozulma, patojenik ve alerjik
propagiillerin olusumu gibi baz1 gida bozulmalariyla sonuglanabilmektedir. Ustelik bir
cok gida kaynakli mantarlar mikotoksin iiretir. Bu nedenle gidalar ve yemler iizerindeki
fungal Greme engellenmelidir [5,6].

Sicaklik, mantarlarin gelisimi i¢in ¢ok Onemli bir faktdr olmasina ragmen,
20 °C'nin altinda da Penicillium ve Cladosporium gibi sogugu tolere edebilen
(psikrotrof) mantarlarin iremesi miimkiindiir [7].

Yapilan bu c¢alismada, buzdolaplarinin i¢ ortam havasinda bulunan
mikrofunguslarin morfolojik ve molekiiler tanist yapilarak, buzdolab1 havasi

florasindaki fungal ¢esitliligin tespiti amaglanmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Funguslar, Ekolojik Ozellikleri ve Yasam Alanlar
2.1.1. Fungus (Cogul=Fungi)

Fungi (Mantarlar), 6zellikle organik maddelerin biyodegradasyonu olmak (zere
cevresel faaliyetlerde Oonemli rol oynayan, fotosentetik olmayan ve genis dagilim
gosteren eukaryotik canlilardir [8].

Mantarlar, heterotroflar icerisinde ¢esitlilik gosteren ve genis bir yer kaplayan,
agirlikli olarak absorpsiyon yontemiyle beslenen bir gruptur. Mantar tiirleri siklikla
multinukleer hif iiretirler ve hiicre duvarlarinda hem -glucan hem de kitin maddelerini

igerirler [9].

2.1.2. Mantarlarin Karakteristik Ozellikleri

Tim mantarlar eukaryotiktirler. Bir baska deyisle, mantar hiicreleri bir kag
kromozom igeren membran zariyla c¢evrili niikleusa ve membran zariyla gevrili
sitoplazmik organellere (mitokondri, vakuol, vs.) sahiptirler.

Mantarlar tipik olarak, u¢ kisimlarindan uzama gosteren hif adi verilen
filamentdz yap1 sayesinde gelisirler. Hucreler zinciri dahilinde tekrarlanan hiicre
boliinmesi ile biiyiime gosteren filamentdz organizmalarin aksine (Or: yesil algler)
apikal biiylime ortaya koyarlar. Fungal hiflerin defalarca u¢ kisimlarindan birbirleri ile
birleserek olusturdugu ags1 yapiya ise misel adi verilir [10]. Ancak Saccharomyces
cerevisiae' de oldugu gibi baz1 mantar tiirleri (mayalar) tek hiicreli olarak gelisirler.

Mantarlar heterotrof canlilardir. Hiicre sentezi i¢in karbon iskeletini ve enerji
gereksinimlerini 6nceden meydana getirilmis karbon kaynaklarindan karsilarlar.
Mantarlarin hiicre duvar fagositoz yoluyla besinlerin hiicre i¢ine alimini engeller. Bu
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sebepten dolayr mantarlar sadece basit absorbsiyon yoluyla hiicre duvari ve hiicre
zarinda ¢oziinebilen maddeleri dogrudan alir. Bir¢ok durumda hiflerde tretilen salgi
enzimleriyle depolimerizayonu gerceklestirerek kompleks molekiillerin daha basit
molekiillere doniismesini saglar.

Mantarlar genellikle hiicre duvarinda kitin ve glukan (agirlikli olarak -1,3 ve
B-1,6 baglariyla olusan glikoz polimeri) maddelerini icerir. Ozellikle bazi primitif
mantarlar olmak {izere bazi mantarlarin hiicre duvarinda kisa uzunluklarda seliilozun
varlig1 da tespit edilmistir. Ancak hiicre duvarinda seliillozun zegin olmamas1 mantarlari
bitkilerden ayirt edici kilar.

Mantarlar karakteristik 6lclide cozlnebilir karbonhidratlar ve depolanabilir
bilesikler olarak mannitol, trehalose ve glikojene sahiptirler. Bu bilesikler 6zellikle
arthropodlarda olmak tizere bazi hayvanlarda aynidir ancak bitkilerde farklidir.

Mantarlar1 neredeyse tiim diger okaryotik canlilardan farkli kilan en 6nemli
0zellik, mantarlarin genellikle haploid niikleusa sahip olmalaridir. Ancak fungal hifler
her bir hifal boliimlerde genellikle bir kag haploid niikleusa sahiptirler. Bunun yaninda,
bazi tomurcuklanmayla ¢ogalan mayalar da diploid niikleusa sahiptirler.

Mantarlar hem eseyli hem de eseyli olmadan ¢ogalabilirler ancak genellikle spor
tireterek ¢ogalirlar. Fungal sporlar fungusun dispersal ya da dormant 6zelligine gore
sekil, biiytikliik ve diger dzellikler bakiminda genis 6l¢iide farklilik gosterirler [11].

Mantarlar, hayvanlar ve bitkiler arasindaki bazi1 karakteristik ozellikler Tablo

2.1'de 6zet olarak gosterilmistir.



Tablo 2.1. Funguslar, hayvanlar ve bitkiler arasindaki bazi karakteristik ozelliklerin

karsilagtirilmasi [11]

Ozellik Funguslar Hayvanlar Bitkiler
Hifal biiytime ya da : : o
Gelisme sekli Hifal degil Cok hicreli doku
mayalarda tomurcuklanma
Heterotrofik,coziinebilir Heterotrofik,yutarak )
Beslenme Fotosentetik
beslenme

besinlerin absorbsiyonu

Hiicre duvari Genellikle kitin icerir

Genellikle haploid; niiklear

membran bélinme boyunca

Nukleus
varligint stirdiiriir.
Histon .
) _ Histon 2B
Proteinleri

Benzimidazol ve

Mikrotubuller ) )
griseofulvine kargi duyarl
. . AAA metabolik yolu
Lysine sentezi .
tarafindan sentezlenir

Golgi cisimcigi Kiimelenmemis, tiibiiler

Mitokondri Plaka veya disk seklinde
Yer . . ]
Polioller(mannitol, arabitol,
degistirebilir )
Vs.
karbonhidratlar
Depolanabilir - -
Glikojen, lipidler, trehaloz
bilesikler
Mitokondrial
kodon Triptofan icin UGA
kullanimi
Membran
- Ergosterol
Steroidleri

Yok. Fakat baz1 bocek

egzoiskeletinde kitin
bulunur
Genellikle diploid;
niklear bolinme
sirasinda membran

parcalanir

Histon 2B

Kolhisine kars1 duyarh

Sentezlenmez, disardan
alinmasi gerekir
Kiimelenmis, plaka gibi
Plaka veya disk seklinde

Boceklerde trehaloz

Glikojen, lipidler,

bazilarinda trehaloz

Triptofan icin UGA

Kolesterol

Yaygin olarak seliiloz

Diploid; niiklear béltinme
sirasinda membran

parcalanir
Bitki histonlar1

Kolhisine kars1 duyarh

DAP metabolik yolu
tarafinda sentezlenir
Kiimelenmis, plaka gibi

Tubuler

Glikoz, fruktoz, siikroz

Nisasta

Zincirin sonlanmasi i¢in

UGA

Sitosterol ve diger bitki
steroidleri




2.1.3. Mantarlarin Canhlar Arasindaki Yeri
Yaklasik olarak 1,5 milyon kadar mantar tiiriiniin varlig1 diistiniilmesine ragmen,
sadece 80.000 ila 120.000 arasinda mantar tiiri tamimlanabilmistir [9, 12]. 1960'l
yillarin sonuna kadar mantarlar bitkiler olarak siniflandirilmistir. Fakat daha sonraki
laboratuvar ¢aligmalar1 mantarlar bitkilerden ayiran en az dort farkli 6zellik oldugunu
ortaya koymustur:
e Bitkiler klorofil pigmentine sahip olmasina ragmen, mantarlar bu pigmente sahip
degildir.
e Mantarlarin hiicre duvari kitin adi verilen karbonhidrat maddesini icerirken,
bitkilerin hiicre duvarinda seliiloz bulunur.
e Mantarlarin biiylik bir ¢ogunlu bitkilerde oldugu gibi multiseliiler degil,
uniseltlerdir.
e Mantarlar heterotrofik canlilar olmasina ragmen, bitkilerin biiyiik bir cogunlugu
ototrofiktirler.
Bu temel sebeplere dayanarak, mantarlar soy agacindaki Eukarya domaini i¢inde
yer alan ve "Fungi" olarak isimlendirilen  kendilerine ait farkli bir aleme
yerlestirilmislerdir [13] (Sekil 2.1).
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i ~\ =77 -
4 : ANMALIRYN 7 S | f——
FUNG o
X PROTOZOA

BACTERLA

PROKARYOTA : - \\

ARCHAEA -~ 4

Sekil 2.1. Mantarlarin canlilar arasindaki yeri [14]



2.1.4. Mantarlarin Diger Canlilarla Olan iliskileri

Mantarlar ve algler tarafindan meydana getirilen simbiyotik beraberlige liken
ad1 verilir. Likenler; rutubetli yerleri severler, kayalar ve aga¢ kabuklarinda gelisirler.
Mantar ve alg birlikteliginde (liken), mantarlar su ve suda ¢6ziinmiis besinlerin
alinmasi, algler ise fotosentez yolu ile besin Uretimini saglarlar. Likenler hava kirliligi
oldugu yerlerde canliliklarin1 sirdiremezler bu nedenle biyoindikatér olarak
diistintiltirler.

Ileri organizasyonlu bitkilerin kokleri ile mantarlarin simbiyotik iliski icinde
yasadigi birliktelige mikoriza adi verilir. Bu tip simbiyotik yasamda, mantar hifleri
agac¢ kokeiigiinii manto gibi sarar, kokeiikler kisa ve kiit kalir, miseller kok¢iigiin su ve
mineral alma gorevini Ustlenir. Bitki de mantar icin besin Uretir ve mantar bu Uretilen
besinleri hazir besin olarak alir.

Bitki, hayvan ve insan gibi iligki i¢inde oldugu canlinin zarar gordiigii, mantarin

tek tarafli yarar sagladigi iliskiye ise parazitik (asalak) iliski denir [15].

2.2. Funguslarin Gida Mikrobiyolojisindeki Yeri ve Onemi
2.2.1.Mikotoksinler
Mikotoksinler, filamentéz mikrofunguslar tarafindan fretilen, omurgal
hayvanlar tarafindan sindirim, solunum ve absorbsiyon gibi dogal yollarla alinmasi
sonucunda ¢esitli  hastaliklara sebep olan sekonder metabolitlerdir [16].
Mantarlarin tamami sekonder metabolit iretirler. Ancak neyse ki bunlarin
sadece bir kism1 omurgalilar icin toksik etki gosterir. Bazi mikotoksinler akut olarak,
bazilar1 kronik olarak, bazilar1 ise hem akut hem de kronik olarak toksik etki gosterirler.
Ayrica mikotoksinlerin birleserek sinerjik etki gostermesi de mumkiinddr. Bu da farkli
sekonder metabolit tlrlerinin mikrobiyolojik agidan incelenmesini farkli bir boyuta tasir

ve 6nemli kilar [17].

2.2.1.1. Aflatoksinler

Aflatoksin, insanlar da dahil olmak (zere tiim omurgali hayvanlar {izerinde en
etkili kanserojenik etkiye sahip olan dogal bilesik olarak bilinmektedir. Aflatoksin By,
B,, G1 ve G, en yaygin olarak iiretilen bilesiklerdir. Ancak, 6rnegin siit igcerisinde, My,

M gibi biyotransformasyona ugrayan aflotoksinler de meydana gelebilir [18].
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Aspergillus flavus (Link, 1867) tropikal iilkelerdeki bir ¢ok gidada aflatoksin
tireten en yaygin tiirdiir. A.flavus tiirii misir, yer fistigi ve pamuk tizerinde yaygin olarak
gorulir ve sadece aflatoksin B Uretir [19]. A.flavus tirtine fenotipik olarak oldukca
benzeyen A. nomius (Kurtzmanet ve ark., 1987), A. zhaogingensis (Sun ve Qi,1991)
ve A. bombycis (Peterson ve ark., 2001) tiirleri B ve G tipi aflatoksinleri Gretirler. Fakat
aralarindaki yakinlik derecelerinin saptanmasi icin daha fazla bilgiye ihtiyag
duyulmaktadir.

A. parasiticus (Speare, 1912) yer fistiginda yaygin olarak goriiliir. Diger
gidalarda oldukg¢a nadir olarak rastlanir. A.flavus ile karsilastirildiginda, cografi olarak
daha smirli alanda goriliir. A. parasiticus hem aflatoksin B hem de aflotoksin G Uretir
bilenen tiim isolatlar1 toksijeniktir [19].

Aflotoksin iiretiminde etkin olan bir diger tiir de A. pseudotamarii'dir (Ito ve
ark., 2001). Aflatoksin B ve aflatoksin G uretir. A. pseudotamarii tiiriine oldukga yakin
bir tir olan A.tamariinin  (Kita, 1913), baz1 kaynaklarda aflatoksin {irettigi iddia

edilmesine ragmen aflatoksin tiretememektedir [20, 21].

2.2.1.2. Okratoksin A (OTA)

Okratoksin A'nin insanlar tizerindeki etkisi tam olarak anlasilmamis olmasina
ragmen, test edilen biitlin hayvan tiirlerinde nefrotoksijenik etkiye neden oldugu
goriilmiistiir. Muhtemel insan karsinojeni (sinif 2B) olarak listelenmistir.

Basglica OTA iireten mikrofunguslari; Aspergillus section Flavi, Circumdati ve
Nigri ve Penicillium section Verrucosa oldugu tespit edilmistir. [22, 23, 24].

Aspergillus ochraceus (G. Wilh, 1877) ve A.westerdijkiae (Frisvad ve Samson,
2004) tarlerinin ¢ok fazla miktarda OTA iirettikleri goriilmiistiir. Bu tlrler kahve ve
depo edilen tahillarda goriilmektedir [23].

P. verrucosum (Dierckx, 1901) depolanan tahillarda meydana gelen ve OTA

Ureten en énemli trddr [25].

2.2.1.3. Fumonisinler
Fusarium verticillioides (Nirenberg, 1976) ve F. proliferatum (Nirenberg,
1976) tiirleri musirlardaki en onemli fumonisin kaynagidir. Dari, sorgum ve piring

tizerinde gelisen ve fumonisin tireten diger tiirler ise; F. nygamai (L.W. Burgess ve
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Trimboli, 1986), F. napiforme (Marasas ve ark., 1988), F. thapsinum (Klittich ve ark.,
1997), F. anthophilum (Wollenw, 1916) ve F. dlaminii (Marasas ve ark., 1988)
tarleridir [26].

2.2.1.4. Trikotesenler

200'den fazla trikotesen tanimlanmistir ve makrosiklik olmayan mikotoksinler
en onemli olanlardir. Trikotesenlerin, hayvanlarda kusma, istahsizlik ve ishal gibi tipik
hematotoksik ve immdinosupresif belirtileri vardir. Avrupa Birligi c¢alisma grubu
tarafindan yayinlanan rapor ile gidalarda varligi kamuoyuna duyrulmustur. Fusarium
nivale (Ces. ex Berl. ve VVoglino, 1886) (Fusarenon); F.tricinctum ((Corda) Sacc., 1886)
(Nivalenol); Trichotesium roseum (Lakhsmikant, 1990) (Tricatheum); Trichoderma

viride (Pers. 1794) (Trichodermin) trikotesen tireten bazi 6nemli mikrofungus tiirleridir
[27].

2.2.1.5. Patulin
Patulin genel olarak hem prokaryotlar hem de eukaryotlarda asir1 toksik etki
gosterir fakat insanlardaki toksititesi kesin olarak ispatlanmamistir. Penicillium

expansum (Link, 1809) simdiye kadar tespit edilen en 6nemli patulin kaynagidir [28].

2.2.1.6. Penisilik Asit

Penisilik asit Greten en 6nemli tirler; Penicillium puberulum (Bainier, 1907) ve
Aspergillus ochraceus tarleridir. Penisilik asitin biyolojik etkileri patulin ile aynidir.
Karaciger ve mide kanserine yol agtig1 bilinmektedir. Bugday, yulaf, peynir ve kahve

cekirdekleri toksin kaynagi olarak bildirilmistir [29].

2.2.1.7. Sitrinin

Sitrinin hayvanlarda noéropatiye neden olan bir norotoksindir. Penicillium
citrinum (Thom, 1910), P. viridicatum (Westling, 1911) ve bazi bir kag Aspergillus
tirleri tarafindan dretilir. Sistininin en énemli kaynagi; piring, kiflu ekmek, jambon,

bugday, yulaf, cavdar ve arpadir [29].



2.2.1.8. Moniliformin

Moniliformin, memelilerde ve kiimes hayvanlarinda protein ve enzim sentezini
inhibe eden, kromozomlarin zarar gormesine neden olan ve kalp yetmezligini
indukleyen sitotoksik bir metabolittir [30].

Misirda  Fusarium proliferatum ve F. subglutinans (Nelson ve ark., 1983)
tirleri, dar1 ve piringte ise F. napiforme, F. nygamai, F. verticillioides (Nirenberg,

1976) ve F. thapsinum tirleri moniliformin treten en 6nemli turlerdir [31].

2.2.1.9. Ergot Alkoloidleri

Ergot alkoloidleri, Claviceps tirlerinin sklerotialarinda yaygin olarak goriiliir,
Cavdar ekmegi liretiminde kullanilan ¢avdarlarin biiyiik bir kisminda siklikla meydana
gelir. Bu sklerotialar ¢avdarin 6giitiilmesi sirasinda ortamdan uzaklastirilir. Claviceps
purpurea (Tul, 1853), C. fusiformis (Loveless, 1967) ve C. paspali (Stevens ve Hall,
1910) en 6nemli ergot alkoloidleri kaynagidir [32].

2.2.2. Gida Kaynakh Mikrobiyal Hastahklar

Tuketilen besinlerde patojen bir mikroorganizmanin ya da onun iirettigi toksinin
bulunmasi sebebiyle meydana gelen hastaliklara "gida kaynakli mikrobiyal hastaliklar"
denir. Eger hastalik patojen mikroorganizmanin gida ile birlikte viicuda alinmasi sonucu
meydana geliyorsa, hastaliga "gida kaynakli enfeksiyon"; eger hastalik patojen
mikroorganizmanin viicuda alinmasi sebebiyle degil de mikroorganizmanin salgilamis

oldugu toksinin alinmasi sonucu meydana geliyorsa "gida kaynakli intoksikasyon" ad1

verilir. (Tablo 2.2) [33].



Tablo 2.2. Gida intoksikasyonlari [33].

Gida Intoksikasyonlari

Organizma Adi Hastalik Tehlike Derecesi
Aspergillus flavus® Aflatoksikozis Yiksek
A. parasiticus’ Aflatoksikozis Y iiksek
Penicillium citreoviride® Cardiac-beriberi Yuksek
(Biourge, 1923)

P. citreoviride® (Biourge, 1923) | Cardiac-beriberi Yiiksek
A. ochraceus® Okratoksikozis (Balkan nefropati) | Yiksek
P. viridicatum? Karsinogenesis Yiksek
P. patulum* (Bainer, 1906) Karsinogenesis Yiksek
P .expansum® Karaciger toksikasyonu Yuksek
Fusarium graminearum® ) ] )

(Schwabe, 1839) Alimentary toksik aleukia Diisiik
F. roseum® (Link, 1809) Yellow rice disease Diisiik
F. poae® (Wollenw, 1913) Akut toksikosis Diisiik
A. versicolor® Karsinogenesis Orta

A. nidulans® (Winter, 1884) Karsinogenesis Orta

F. graminearum’ Estrojenik sendrom Yiiksek

1:Aflatoksinler, 2:Sitreoviridin, 3:Okratoksinler, 4:Patulin, 5:Trikotesenler, 6:Sterigmatosistin,
7:Zearalenon

2.3. Molekiiler Sistematik ile Tlgili Bilgiler, Onemi ve Gegerliligi

Mantarlarla ilgili yeterli dokiiman olmadigindan dolay1 kingdom igerisindeki
filogenetik iligkileri heniiz tam olarak anlagilamamistir. Ancak son dénemde yapilan
calismalar mantarlarin evrimsel tarihine 1s1k tutmaktadir [34, 35]. Genel olarak
mantarlarin siiflandirilmasi, baslica spor tasiyan yapilar ile iligski icerisinde olarak;
morfolojik, kimyasal ve anatomik karakterler baz alinarak yapilir. Oysa ki, molekiler
yaklagimlar tekrarlanabilir evrim Ozelligi yaklagimini ortaya koyar ve bodylece bu
geleneksel siniflandirmalar i¢inde ortaya g¢ikan yapay gruplar ortadan kaldirir. Bu
nedenle molekiiler veriler mantarlar arasindaki iligkilerin daha iyi anlasilabilmesine ve

siiflandirmanin daha dogal bir bigimde yapilmasina olarak saglamaktadir [36].

2.3.1. Fungal Sistematik
Fungi alemi iginde yer alan organizmada hem eseyli hem de eseysiz iireme

evreleri gorilmektedir. Mantarlarin siniflandirilmasinda kullanilan temel kriter, eseyli
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iireme evresi sirasinda olusturduklar1 {ireme yapilandir. Fakat eseyli tireme yapilar
0zel kosullar altinda meydana geldigi i¢in bazi funguslarin eseyli Ureme evrelerinin
tamamen ortadan kalktigi disiiniilebilir ya da bu yapilar heniiz tam olarak
tanimlanamamis olabilir. Bu sebepten dolay1 funguslar giiniimiizde iki sekilde
siiflandirilmaktadir: Funguslarin yasam dongiilerinin eseyli Ureme evrelerinde
olusturduklar1 fruktifikasyon yapilari, eseyli sporlari ve tallus yapilar1 baz alinarak
gerceklestirilen siniflandirma sekli olan "teleomorfik" siniflandirma ve eseyli {ireme
yapilart tespit edilemedigi icin, funguslarin tallus yapilar1 ve eseysiz sporlar1 baz
alarak yapilan siniflandirma bi¢imi olan "anamorfik" siniflandirmalardir. Anamorfik
siniflandirmada kullanilan yontemlerin dezavantaji; goézlemlere dayali olmasi, fazla
zaman almasi ve hata yapma olasiliginin yiuksek olmasidir. Bu belirsizlik, bazi
funguslarin siniflandirilmasinda  bir ¢ok kez ayni taksonun iki farkli sekilde
adlandirilmasina ve hatta farkli organizmalara ayni ismin verilmesine Sebebiyet
vermektedir. Ornegin mayalarin taksonomisinde en dnemli kaynaklardan biri kabul
edilen Lodder ve Kreger van Rij (1952) literaturiine gore, Saitoella complicata olarak
tanilanmis 2 maya izolati (Himalayalardan izole edilen) daha sonra yapilan bir takim
molekiiler ¢alismalar sonucunda tanimlanan tlrin morfolojik benzerligine ragmen bu
iki izolatin farkl tiirler oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Yamazaki ve Komagata (1981)’in
calismasina kadar onceki tanilamadan hi¢ kimse sliphe duymamustir. Literatiirde,
fenotipe dayali hatali tan1 konusunda oldukg¢a fazla ¢alisma vardir. Bu tiir karigikliklarin
ondne gecilmesi igin gunimizde guvenilirliginden dolayr molekiiler yontemler tercih
edilmeye baslamistir. Molekiiler yontemlerde agirlikli olarak kullanilan molekiil
DNA’dir. DNA molekilleri evrimsel degisikligin ilk olarak yansidigi molekiiller oldugu
icin  molekuler aragtirmalar daha giivenilir ve hizli sonuglara ulagmamizi
saglayabilmektedir [37].

Son yillarda mikoloji topluluklar1 fungal sistematigin gelismesi amaciyla biyik
yatirimlar yapmaktadir. Iki Ulusal Bilim Vakfi (NSF); "Deep Hypha Research
Coordination Network ve the Assembling the Fungal Tree of Life (AFTOL1)"
projeleriyle bu konuya katki saglamak i¢in calismalar yapmislardir. Bu c¢alismalar,
mikoloji toplulugu ile tiim mantar gruplarina ait yaklasik 1500 tiiriin molekiiler

jenerasyon verileri (7 nesil igin) arasinda bilgi paylasimina olanak saglamistir [36]. Bu
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sonug, bugline kadar kanitlanan, monofiletik gruplar baz alinarak yapilan kingdom

fungideki en kapsamli siniflandirma olmustur [35]. (Sekil 2.2).

Microsporidia

Chytridiomycota .
‘chytrids

Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Kickxellomycotina

Zoopagomycotina

Entomophtoromycotina ‘zygomycetes’

Mucoromycotina

Glomeromycaota

Pucciniomycotina

Ustiloginomycotina Basidiomycota

Agaricomycotina

Taphrinomycotina

Saccharomytina Ascomycota

Pezizomycotina

Sekil 2.2. Fungal soy agaci [35].

Yapilan fungal soy agaci genel olarak mikologlar tarafindan ¢alisilan Oomycetes
ve civik mantarlar gibi non-fungal gruplar degil, sadece ger¢ek mantarlar1 igermektedir.
Bu soy agacinda ayni zamanda; microsporidians (yuksek oranda genom ve mitokondriyi
indirgeyen uniselller, obligat endoparazitik organizmalar), bazi chytrids (kamgili

mantar) nesilleri ve Zygomycetes gruplari da bulunmaktadir [35].

2.3.2. Molekdiler Sistematikte Yaygin Olarak Kullanilan Yontem: PCR

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), tek iplikli DNA'yr kalip alarak
deoksiribonukleotitleri substrat olarak kullanan DNA polimeraz enzimi tarafindan
gerceklestirilir. DNA polimeraz biitiin diger polimerazlarda oldugu gibi, 5'—3' yonlinde
sentez yapar ve sentezi baslatabilmesi i¢in 3'-OH grubuna mutlak gereksinim duyar.

Enzimin senteze baglamasi i¢in gerekli olan bu 3-OH grubunu PCR'da kullanilan
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oligoniikleotitler (primerler), saglar. Kisaca, kalip DNA, DNA polimeraz,
deoksiriboniikleotitler ve oligoniikleotitlerin bulundugu bir sollisyon, uygun kosullar
saglandiginda, primerler kalip DNA iizerinde kendilerini komplementer olan bolgelerle
esleyerek enzimin senteze baslamasinda baslatict gorev yaparlar. Daha sonra DNA
polimeraz, primerlerin ucuna serbest deoksiribonikleotidleri ekleyerek komplementer
DNA ipligini sentezler [38].

2.3.2.1. Yuvalanms (Nested) PCR

Yuvalanmis (Nested) PCR, ¢ogaltilmasi istenmeyen {irlinlerin olusumunu
engelleyen, hassasiyeti ylksek olan bir PCR yontemidir. Bu yontemde art arda iki PCR
yapilir. ilk PCR sonucunda istenmeyen iriinler meydana gelir. ikinci PCR ise ilk PCR
sonucu ¢ogaltilmis DNA'min i¢ kisimlarina ait dizileri igeren "nested" primerleri
kullanilarak yapilir. Ilk PCR sonucunda olusan iiriinler ikinci PCR icin kalip olarak
kullanilir ve ¢ogaltilmak istenilen hedef bolge ¢ogaltilarak d6zgun Urunler elde edilir. Bu

nedenle nested PCR dogru iirlinlerin ¢ogaltilmasi i¢in uygun bir PCR yontemidir. [39].

2.3.2.2. RAPD (Rastgele Amplifiye Olmus Polimorfik DNA)

RAPD yonteminin en biiyiik avantaji DNA dizisinin bilinmesinin gerekli
olmamasidir. Bundan dolay1 herhangi bir rastgele primer herhangi bir fungal DNA
bolgesini amplifiye etmek icin kullanilabilir. RAPD primerleri deneysel olarak
secilebilir ve ¢alisilan taksonlar arasinda polimorfik olan RAPD bantlanma modelini
bulmak icin deneysel olarak test edilebilir., RAPD yontemi funguslarin ayirt

edilmesinde, tiir i¢i ve tiirler aras1 dlizeyde basarili bir sekilde kullanilmaktadir [37].

2.3.2.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP), farkli organizmalara ait ayni
ya da homolog olan DNA bolgelerinin retriksiyon enzimleriyle kesilmesi esasina
dayanir ve kiyaslama amactyla kullanilir. DNA pargalar1 agaroz veya poliakrilamid jel
elektroforezinde buyikltklerine gore ayrilir. Uygun bir boyama teknigiyle jeldeki DNA
gorundr hale getirilir. Genellikle jellerdeki drneklerin transferi nitro-selliloz veya naylon
membranlar Gzerine yapilir. Jelin alkali ortamda 1slatilmasiyla DNA pargalar1 denatiire

edilir ve nitro-sellloz zar (zerine transfer edilerek radyoaktif olarak isaretlenmis DNA
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probunun  bulundugu soliisyona daldirilir. Pargalarla probun hibridizasyonu

otoradyografi ile a¢iga ¢ikartilir [40, 41].

2.3.2.4. Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

Yapilan son c¢alismalarda, cesitli organizmalar arasindaki polimorfizmi
degerlendirmek icin AFLP yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem funguslarda tiir i¢i ve
tiirler aras1 genetik varyasyonu belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. AFLP RAPD'e
gore, her bir reaksiyonun c¢oziiniirliik seviyesi ve tekrarlanabilirligi acisindan daha
avantajlidir. Ayrica AFLP yontemi 6zellikle tiir diizeyindeki bir ¢ok fungus arasindaki

varyasyonlarin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. [42].

2.3.2.5. Demirlenmis (Anchored) PCR

Demirlenmis (Anchored) PCR, c¢agaltilmasi istenen DNA'nin sadece bir
boélgesinin (primerin baglanacagi bolge) bilinmesi durumlarda uygulanir. Bu yontemin
amaci, bilinen bdlgeden yararlanilarak ilgilenilen DNA pargasinin ¢ogaltilmasidir. Bu
amagla ¢ogaltilacak DNA bilinen bir diziye baglanir ve bilinen dizi 2. primer bolgesi
olarak kullanilir.

Cogaltilmasi istenen DNA'nin bir vektore klonlanmasi, Anchored PCR igin
kullanilan temel yontemlerden biridir. Anchor dizi ligasyon ile standart bir vektore
baglanir ve boylece ikinci primer baglanma dizisini saglanmis olur. Bunun sonucunda
biri bilinen dizi, digeri ise hemen yaninda ¢ogaltilacak DNA'nin yerlestirildigi vektore

ait dizi olmak tizere iki primerle PCR gergeklestirilir [39].

2.3.3. Funguslarim Molekiiler Sistematiginde Kullanilan DNA Cesitleri
2.3.3.1. rDNA Bolgesi

Tim organizmalarda ortak bir 6zellik olarak protein sentezinin ¢ok uzun
yillardan bu yana devam ediyor olmasi, organizmalar arasindaki evrimsel iligkinin ayirt
edilebilmesinde rRNA'lar1 elverigli molekuller haline getirmektedir. rRNA eski,
fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yayilis gosteren (yaygin), bunun yaninda
filogenetik farki 6lciilii bir sekilde koruyabilen bir molekiildiir. Ayrica rRNA'nin biiytlik
bir molekiil olmasindan dolay1 olasiliklarin sayis1 oldukea fazladir ve iki dizi arasindaki

benzerlikler filogenetik yakinligi ortaya koymaktadir. rRNA dizi analizlerinin
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sonucunda cizilen filogenetik agaclar, organizmalar arasindaki dogru evrimsel iligkileri
yansitir [43].

rRNA genleri tarafindan kodlanan DNA dizileri, funguslarin taksonomik
iligkilerini ve  genetik varyasyonlarini belirlemek icin siklikla kullanilmaktadir.
Funguslarda niikleus, ardisik olarak tekrarlayan rDNA birimleri olarak organize
olmustur. rRNA gen kimesi nilkleusta ve mitokondride bulunmakta olup, hem
korunmus hem de degisken gen bolgelerini igcermektedir. Fungal niikleus rRNA genleri,
her genomda birka¢ yiiz kopyasi olan ve ardigik tekrarlanan yapilar olarak
diizenlenmistir. Her bir birimde kiigik rRNA geni (18S vb.), 5.8S rRNA geni ve blylk
rRNA geni (28S vb.) olmak {izere ii¢ farkli rRNA geni bulunmaktadir. (Sekil 2.3). Gen
kiimesinin sonunda yer alan 5S rRNA geni ise fungal taksona bagl olarak tekrarlayan
birim iginde olabilir ya da olmayabilir. 5.8S rRNA geni ise funguslarda mitokondriyal
genomda bulunmaz. Korunmus diziler biiyiik alt birim (LSU) ve kiigiik alt birim (SSU)
genlerinde bulunur. LSU ve SSU genleri funguslarda bir ¢ok taksonomik caligmada
kullanilmaktadir. Funguslarda 18S rDNA bolgesi nisbeten yavas bir sekilde evrim
gecirmesi sebebiyle uzak akraba organizmalarin kiyaslanmasinda elverislidir. Ancak
kodlanmayan bolge olan ITS ve IGS, daha hizli evrim gegirdigi igin bir tir icindeki
suslarin ya da bir cins icindeki fungal tiirlerin karsilastirilmasinda elverislidir.

28S rDNA’nin bazi bolgeleri de tiirler arasinda degiskenlik gosterir [37].

[ U D YU R YOO YOO YOO WD S WU T, VOO

IT51 ITS2

Sekil 2.3. rDNA organizasyonu [44]
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2.3.3.2. ITS ve IGS Bolgeleri (Transkripsiyonu Yapilmayan Boélgeler)

Alt birimler arasindaki ara (spacer) bolgelerden, trankripsiyonu yapilmayan
bolge ITS, genler arasi bolge ise IGS olarak adlandirilmaktadir. Bu bolgeler alt birim
dizilerine gore daha degiskendir ve tek bir cins igindeki tiirler arasindaki veya tir ici
populasyonlar arasindaki ¢aligmalarda yulksek 6l¢tide kullanilmaktadir.

Kodlanmayan iki degisken bolgeden meydana gelen ITS boélgesi, oldukca
korunmus kiiciik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bolgesi) ve de biiyiik
alt birim (LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede (ITS2) yer
almaktadir (Sekil 2.3). ITS bolgesinin karakterizasyon ¢alismalari i¢in kullanisli olmasi
ozellikle su 4 temele dayanir:

1. ITS bolgesi nispeten kiguktir (500-800 bp) ve evrensel tek bir primer ¢ifti (rRNA alt
birimleri i¢indeki korunmus bolgelerin komplementeri) kullanilarak PCR ile kolaylikla
cogaltilabilir.

2. rDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi1 nedeniyle, seyreltik ya da oldukca
degrade olmus DNA orneklerinden bile ITS boélgesi kolaylikla ¢ogaltilabilir.

3. Morfolojik acidan farkl tiirler arasinda ITS bolgesi yeterince degisken olabilir ve
bundan dolay1 ITS RFLP restriksiyon verileri genetik uzakligi tahmin etmek igin
kullanilabilir boylece filogenetik ve sistematik analizler i¢in karakterler saglayabilir.

4. ITS tiire 6zgii problari, bir kromozomal kiitiiphane olusturmaya gerek kalmaksizin
hizli bir sekilde PCR ile iiretilebilir. Bir ¢ok arastirici dizilerin tekrarlayan birimler
seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir i¢inde benzer olma egiliminde
olmasindan dolayi, tiire 6zgli problar1 gelistirmek ic¢in dizileri ITS bolgesinden
secmektedir.

ITS bolgesinin aksine, 1GS bdlgesi tzerine ¢aligmalar daha azdir. Her ne kadar
ITS bolgesi kadar yogun calisilan bir bdlge olmasa da, bu bolgenin de en azindan

calisilan fungal tiirler i¢in ayirt edici oldugu tesbit edilmistir [37].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Arastirma materyali, 4 farkli evde kullanilan buzdolaplarinin i¢ ortam havasindan
Tablo 3.1’de belirtilen sekilde, Ekim 2012, Kasim 2012 ve Aralik 2012 aylarinin ilk
haftasinda ve son haftasinda, her ay 2'ser kez (her bir istasyondan) olmak tizere toplam

24 kez 6rnekleme yapilarak temin edilmistir.

Tablo 3. 1. Arastirma igin segilen evlerdeki buzdolaplarinin i¢ ortam havasindan materyalinin
teminiyle ilgili ayrintilar

Ornek Zamam ve Aspire Edilecek Hava Miktari (L)

Istasyon Ekim 2012 |Kasim 2012 |Arahk2012 | Toplam(L)
1.Ev 200 200 200 600
2.Ev 200 200 200 600

3. Ev 200 200 200 600

4. Ev 200 200 200 600
TOPLAM (L) 800 800 800 2400
3.2. Metod

3.2.1. Mikrofunguslarin Buzdolaplarinin i¢ Havasindan izolasyonu

Arastirmada segilen evlerdeki buzdolaplarinin i¢ ortam havasindan Tablo 3.1.’de
belirtilen sekilde, mikrobiyal hava Ornekleme cihazi (Millipore) kullanarak, bir
orneklemede 100 L olmak iizere hava aspire edilmistir. Ornekleme isleminde Dichloran
Glycerol Agar (DG 18) besiyerleri kullanilmis ve o6rnek alma isleminden sonra
laboratuvar ortamina getirilerek 25 °C’lik etlivde inkiibe edilmistir. Gelisen
mikrofungus kolonilerinden tek spor izolasyonu [45] yapilarak saf kiiltiir elde edilip,
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izolatlar yatik PDA besiyerine pasajlanarak +4 C’de saklanmistir. DG 18 besiyerinin
igerisinde, petri plag: igerisinde gelismekte olan mikrofungus kolonilerinin ¢ok fazla
yayilmalarin1 inhibe eden Dichloran maddesi ile bakterilerin gelismelerini inhibe eden
Chloramphenicol ve Chlortetracycline antibiyotikleri bulunur [46]. Dichloran maddesi,

Rose Bengal Agar’daki Rose Bengal Boyasi'yla ayn1 fonksiyonu yerine getirir.

3.2.2. Mikrofunguslarin Morfolojik Tanisi

Izole edilen Dematiaceous, Hyphomycetes grubuna ait mikrofunguslar,
tlplerdeki stok kultirlerden PDA ve MEA besiyerlerine ekilmistic. Bu grup
mikrofunguslarin tanist igin, Ellis’in (1971) “Dematiaceous Hyphomycetes” [47] adli
eseri, Alternaria tirlerinin tanis1 icin Simmons’un (2007) “Alternaria an identification
manual’ [48] adl1 eseri ve Cladosporium tiirlerinin tanis1 i¢in Crous ve Ark. (2007)’nin
“The Genus Cladosporium and similar Dematiaceous Hyphomycetes” [49] adli eserleri
kulanilmistir. Penicillium cinsine ait tiirlerin tanimlanmasi i¢in CYA, YES, GasN,
CREA Agar ve MEA besiyerleri [50, 51] kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
plaklardaki kolonilerin makroskobik olarak biiyiikliigii (mm cinsinden), sekli, listten ve
alttan rengi, eksudasyon ve pigmentasyon olup olmadigi arastirilmig ve mikroskobik
Ozellikleri de 1s1k mikroskobunda incelenmistir. Bu cinsin tir tanisinda; Pitt’in "The
genus Penicillium and its teleomorphic states Eupenicillium and Talaromyces (1979)”
[50] ve “A Laboratory Guide To Common Penicillium Species (2000)” [51] adl1 eserleri,
Samson ve Pitt (2000)’in “Integration of Modern Taxonomic Methods for Penicillium
and Aspergillus Classification” [52] adli eseri (Bu eser gergek manada bir manual
olmamasina ragmen taksonomi agisindan degerli bilgiler igermektedir) ve Samson Ark.
(2002)’min ~ “Intoduction to Food-and Airborne Fungi” [53] adli eserinden
faydalanilmistir. Aspergillus tirlerinin tanisi igin CYA, CY4S, CZ, DG-18 ve MEA
besiyerleri kullanilmistir ve Raper & Fennel’in (1965)’in “The Genus Aspergillus” [54]
adl1 eseri ile Klich’in (2002) “Identification of common Aspergillus Species” [55] adli
eserinden ve CBS-KNAW’in yayinladigi yayinlardan (Samson ve Ark. 2011)
faydalanilmistir. Ayrica Aspergillus ve Penicillium tirlerinin tanisinda Samson ve Ark.
(2010)’nin “Food and Indoor Fungi” [46] adli eserinden de faydalanilmistir.
Mikrofunguslar cins seviyesinde, Barnett ve Hunter’in (1999) “lllustrated genera of

imperfect fungi” [56] eseri ve Hasenekoglu'nun (1991) "Toprak Mikrofunguslari” [57]
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kullanilarak tanis1 yapilmistir. Mikrofunguslarin besiyerlerinde inkiibasyon sonrasi 11k

mikroskobunda inceleme yapilabilmesi i¢in inceleme ortami olarak Lakto pamuk mavisi

(Lacto-Cotton Blue — LCB- Mounting Medium [58]) kullanilmistir.

3.2.3. Mikrofunguslarin Molekiiler Tanis1
3.2.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Biospeedy Fungal DNA izolasyon Kiti kullamlmstir. Kit

protokolii asagidaki gibidir:

1.

Bir mikroflij tiipiine 600 ul Pargalama Tamponu (% 2 CTAB -
hexadecyltrimethylammonium bromide, 100 mM TrisHCI pH 8, 20 mM EDTA,
1.4 M NaCl) eklenmis, daha sonra kati besiyerinden alinan yaklasik 200 mg
mikrobiyal striintll numunesi tamponun igine birakilmustir.

Numunenin homojenizatérde 2 dk, 6000 rpm’de homojenizasyonundan sonra
95 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

Tup 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve elde edilen iist sivi yeni bir tiipe
transfer edilmistir. Elde edilen iist sivi hacmi kadar isopropanol, iist sivi hacminin 2
kat1 kadar Baglama Tamponu (6.75M Guanidinium thiocyanate, 15 mM Tris-Cl
pH 8.0) eklenmis ve vorteksle karistirilmastir.

Karisim DNA Kolonu’na eklenmis, 14000 rpm de 1 dk santriftlj edildikten sonra alt
stvi atilmastir.

Kolona 500 pl Inhibitér Eleme Tamponu (5 M thiocyanate, 20 mM Tris-HCI,
pH 6.6, %40 EtOH) eklenmis, 14000 rpm de 1 dk santrifiij edilmis ve alt sivi
atilmustir.

Kolona 500 pl Yikama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5; % 80 v/v
Ethanol) eklenmis, 14000 rpm de 1 dk santrifiij edilmis ve alt siv1 atilmistir. Bu
adim iki defa daha tekrarlanmustir.

Kolun 14000 rpm de 1 dk bos santrifiij edildikten sonra steril yeni bir
mikrosantrifiij tiipe yerlestirilmig, 100 pl Coziici Tampon eklenmis, 1 dk oda
sicakliginda inkiibe edimis, 14000 rpm de 1 dk santrifiij edilmis ve DNA izolati
elde edilmistir.

Elde edilen DNA -20°C’de saklanmustir.

19



3.2.3.2. Gercek Zamanh (Real Time) PCR (Q-PCR)

Q-PCR i¢in Biospeedy Fungal Cesitlilik Calisma Kiti (Bioeksen, Tirkiye)
kullanilmigtir. Primerlerin tercihi i¢in literatiir taramasi yapilmistir ve bunun sonucunda
kite Conrad vd. (2012) [59] tarafindan tanimlanan, 18S rRNA’nin 3’ ucu kismi dizisi,
ITS1, 58S rRNA ve ITS2 bolgesinin timi ve 28S rRNA’nin 5’ucu kismi dizisi
bolgesini  hedefleyen ileri  5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3> ve  geri
5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3" primerleri  dahil edilmistir.  Bitin
reaksiyonlarda Roche Light Cycler Nano (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilmistir.
Reaksiyon 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu, 0.1U Fast Start
Tagq DNA Polimeraz, 1x SybrGreen-1, 5 ng/ul kalip DNA ve her bir primerden 0.5 uM
icermektedir. Cihazda, primer ciftine 6zgli optimizasyonu saglannmig Tablo 3.2'deki 1s1
dongiisiic  programi uygulanmistir. Q-PCR sirasinda sadece istenilen iiriiniin
cogaltildigini belirlemek i¢in 55°C - 95°C arasinda erime egrisi analizi yapilmistir. Q-

PCR datalar1 Roche LightCycler NanoSoftware 1.0’da analiz edilmistir.

3.2.3.3. Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Elde edilen Fungal amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemiyle, ABI prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak, ABI Prism 377
DNA Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD) belirlenmistir. Dizi analizi igin
Bioeksen firmasindan hizmet alinmistir. Her bir fungal 6rnek i¢in elde edilen diziler
Finch programiyla analiz edilmistir. Elde edilen dizilerin DNA Data bankasinda en ¢ok
benzer oldugu diziler NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi
kullanilarak belirlenmistir. DNA data bankasindaki mevcut dizilere % 97 ve Uzeri
benzerlik gosteren diziler, benzer dizilime sahip organizma ile ayni tiir olarak kabul
edilmistir. % 70-97 arasinda benzerlik gosteren tiirler ise, hem morfolojik Ozellikleri
hem de ITS bolgelerinin en c¢ok benzedigi organizma goz Oniine alinirak
smiflandirilmigtir.  Bu  calismada elde edilen diziler ClustalW  yazilimi
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) kullanilarak birbirleriyle karsilagtirilmis,
hizalanmis ve ardindan manuel ayarlama yapilmistir. Analizde sadece agik¢a uyumlu
baz pozisyonlar1 kullanilmistir. Yapilan dizi karsilastirmalarina dayanan filogenetik
agaclarin ¢izimi icin MEGA yazilimi (http://www.megasoftware.net/) kullanilmstir.

Filogenetik agaclar neighbor-joining (1000 bootstrap) algoritmasina gore ¢izilmistir.
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Tablo 3.2. Is1 dongiisii programi

Tespit Format1

Reaksiyon Hacmi

SYBR Green 20 pl
Programlar
Program ismi Doéngii Sayis1 ~ Analiz Modu
On-Inkiibasyon 1
Cogalma 35 Sayimm
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soguma 1
Sicaklik Hedefleri
Hedef (°C) Bekletme Hiz Okuma

Okuma Modu

(hh:mm:ss) (°Cls) (°C basina)

On Inkiibasyon
95 00:10:00 4,8 -
Cogalma
95 00:00:20 48 -
55 00:00:20 2,5 -
72 Tek 00:00:25 48 -
Erime Egrisi
95 00:00:05 - -
65 00:01:00 - -
98 Surekli - 1 10
Soguma
40 Tek 00:00:10 2,5 -
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BOLUM 4

SONUCLAR

4 farkli buzdolab1 havasindan alinan 6rneklemeler sonucunda tanisi yapilamayan
tiirler ve kontaminasyonlar haric toplam 1620 CFU/m?® mikrofungus izole edilmistir. Bu
koloniler icerisinde Penicillium tiirleri basta olmak iizere sirasiyla Cladosporium,

Alternaria, Aspergillus ve diger tiirler tespit edilmistir. (Sekil 4.1.).

1%

M Penicillium

M Cladosporium
M Alternaria

M Aspergillus

M Diger Turler

M Kontaminasyon

i Tanisiyapilamayanizolatlar

Sekil 4.1. izole edilen mikrofungus kolonilerinin genel dagilimi

Yapilan orneklemelerin ardindan izole edilen mikrofunguslarin cins diizeyinde

istasyonlardaki dagilimi Sekil 4.2'de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. izole edilen mikrofungus tiirlerinin istasyonlara gére dagilimi (CFU/m®)

Morfolojik tan1 sonucunda tahmin edilen tirler ile molekiler tan1 sonucunda

elde edilen tiirler arasindaki karsilastirma yapilarak tiir diizeyinde tani yapilmistir

(Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Karsilagtirmali olarak morfolojik ve molekiler tanilar

Kodu Morfolojik Tam Molekuler Tam Accession No
28.3H1  Alternaria alternata Alternaria alternata (Keissl, 1912) JF973293.1
33.1E42  Alternaria alternata Alternaria alternata GQ220708.1
40.1IN31  Alternaria alternata Alternaria alternata GQ169728.1
91.2B2 Alternaria alternata Alternaria alternata JF817259.1
57.1N24  Alternaria citri Alternaria citri (Mussat, 1900) AY154705.1

) Lewia infectoria
37.1E8 Alternaria sp. AY154692.1
(Barr ve Simmons, 1986)

Alternaria tenuissima

58.6E5 Alternaria sp. F1827038.1
(Wiltshire, 1993)

74.6E6 Alternaria sp. Alternaria tenuissima EF432264.1

53.2H2  Aspergillus flavus Aspergillus flavus JX157882.1

97.6E4 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus (Fresen, 1863) JF729022.1

21.1N20  Aspergillus niger Aspergillus niger (Tiegh, 1867) EF121326.1
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34.5H2
64.3H12
65.1N18
98.3E5
103.1E19
4.1N15

36.2H1

39.2B16

2.1E32

11.1N28
99.2H23
104.1E24

50.3H10

81.6E3

95.4E7

75.2B4

45.1H6

62.2N11

14.1N7

1.3N3

22.2E7
23.2E5
12.2H4
31.2H6
66.4H1

Aspergillus niger
Aspergillus ochraceus
Aspergillus terreus
Aspergillus versicolor
Aspergillus wentii

Aspergillus wentii

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Cladosporium cladosporioides

Cladosporium cladosporioides
Cladosporium cladosporioides

Cladosporium cladosporioides

Cladosporium macrocarpum

Cladosporium sphaerospermum
Cladosporium sphaerospermum
Cladosporium sp.

Drechslera australiensis
(Bugnic ve ark., 1966)

Penicillium adametzii

Penicillium aurantiogriseum

Penicillium brevicompactum

Penicillium brevicompactum
Penicillium brevicompactum
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum

Penicillium citrinum

Aspergillus niger

Aspergillus ochraceus

Aspergillus terreus (Thom, 1918)
Aspergillus versicolor (Tirab, 1908)
Aspergillus wentii (Wehmer, 1896)
Aspergillus wentii

Aspergillus tubingensis (Mosseray,
1934)

Aspergillus niveoglaucus

(Thom ve Raper, 1941)
Cladosporium cladosporioides
(Vries, 1952)

Cladosporium cladosporioides
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium macrocarpum
(Preuss, 1848)

Cladosporium sphaerospermum
(Penz, 1882)

Cladosporium sphaerospermum
Cladosporium grevilleae

(Crous ve Summerell, 2011)
Cochliobolus australiensis (Alcorn,
1983)

Penicillium adametzii

(Zalessky, 1927)

Penicillium aurantiogriseum
(Dierckx, 1901)

Penicillium brevicompactum
(Dierckx, 1901)

Penicillium brevicompactum
Penicillium brevicompactum
Penicillium citrinum (Thom, 1910)
Penicillium citrinum

Penicillium citrinum

(GU338398.1
EU273559.1
FJ011538.1
AJ937755.1
FR670319.1

FR670319.1

JX287371.1

KC009789.1

HMO008931.1

AF538619.2
JQ936096.1
HM852082.1

KC311478.1

JQ768326.1

JN942901.1

JF770450.1

HQ608034.1

JN887322.1

JF311946.1

KC009796.1

JX270584.1
JQ781717.1
EU645682.1
JQ724445.1

FJ765031.1
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61.2N6
19.6H1
13.5N1
6.6B1

10.1B9

24.3H7

41.4B3

17.3N1

30.6B3

42.3H8

44.2E9

59.1E2

3.6N2

52.1B12
26.1B16

93.5B3

89.4B7
18.4B1
25.1B10
29.4B8
90.2N3
5.2B14

Penicillium citrinum
Penicillium commune
Penicillium digitatum

Penicillium glabrum

Penicillium granulatum

Penicillium griseofulvum

Penicillium olsonii

Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.

Trichoderma sp.

Trichotesium roseum

Tanis1 yapilamadi
Tanist yapilamadi

Aspergillus sp.

Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Tanis1 yapilamadi
Tanis1 yapilamadi

Tanist yapilamadi

Penicillium citrinum

Penicillium commune (Thom, 1910)
Penicillium digitatum (Sacc, 1881)
Penicillium glabrum (Westling, 1911)
Penicillium granulatum

(Bainier, 1905)

Penicillium griseofulvum

(Dierckx, 1901)

Penicillium olsonii (Bainier ve
Sartory, 1912)

Penicillium sanguifluum (Svilv, 1941)
Penicillium pimiteouiense
(Peterson, 1999)

Penicillium charlesii (G. Sm, 1933)
Talaromyces verruculosus
(Samson ve ark., 2011)

Penicillium freii

(Frisvad ve Samson, 1994)
Trichoderma longibrachiatum
(Rifai, 1969)

Trichotesium roseum

Acremonium implicatum (Gams, 1975)
Geosmithia pallida

(Kolafik ve ark., 2004)
Kontaminasyon

Kontaminasyon

Kontaminasyon

Kontaminasyon

Kontaminasyon

Kontaminasyon

JQ776540.1
IX436464.1
AY924259.1

JN887323.1

JN903645.1

GU566224.1

JQ663620.1

JNG617681.1

FJ624254.1

FJ430768.1

HQ608025.1

AJ005479.1

HQ717798.1

JQ434580.1
FN706541.1

HF546292.1

Molekiiler olarak tanisi yapilan tiirlerin aralarindaki akrabalik iligkilerinin

incelenmesi amaciyla Neighboor-Joining (bootstrap) filogenetik aga¢ ¢izilmistir
(Sekil 4.3).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_291498412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_291498412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_312434503

Penicillium granulatum JMN903645.1

Penicillium griseofulvum GUS66224 1
Fenicillium aurantiogriseum JF311946 .1
Penicillium freii AJ005479.1
Penicillium commune JX436464 1
Penicillium digitatum AY924259 1
Penicillium olsonii JQBE3620.1
P_brevicompactum J¥X270584 1
P.brevicompactum JQT81717.1
P_brevicompactum KCO009796.1
Fenicillium glabrum JME887323 .1
Penicillium adametzii JN88T7322 1
Aspergillus fumigatus JF729022.1
E Aspergillus wentii FRG6T0319.1
Fenicillium pimiteouiense FJ624254 1
—— Penicillium sanguifluum JME17E681.1
q{ Penicillium citrinum EUG45682.1
73 4{ Penicillium citrinum JQ724445 1
1o Penicillium citrinum FJ¥65031.1
Aspergillus ochraceus EU273559 1

Aspergillus flavus JX157882.1
Aspergillus terreus FJO11538.1

Aspergillus tubingensis JX287371.1
Aspergillus niger GU338398.1
Aspergillus niger EF121326.1
Penicillium charlesii FJ430768.1
Aspergillus niveoglaucus KC009789.1

100
93

Talaromyces verruculosus HQB08025.1
Trichothecium roseum JQ434530.1
a5 Geosmithia pallida HF546232 1
86 E Acremonium implicatum FMT06541 .1
Trichoderma longibrachiatum HQT17798.1

Cladosporium sphaerospermum JQ768326.1

Cladosporium sphaerospermum JM342301 1

100 Cladosporium cladosporioides AF538619.2

a0 Cladosporium cladosporioides JQ936096.1
Cladosporium cladosporicides HMB52082_1

Cladosporium cladosporicides HMO08931.1
Cladosporium grevilleae JF7T0450.1
Cladosporium macrocarpum KC311478.1
Cochliobolus australiensis HQ608034 1
Lewia infectoria AY 154692 1
99 Alternaria alternata JF973293.1
Alternaria alternata GQ169728.1

Alternaria tenuissima FJ827038.1

Alternaria tenuissima EF432264 1

Alternaria tenuissima EF432264 1

Alternaria citri AY 1547051

& Mucor guilliermondii JMN206082 .1

0.03

Sekil 4.3. Tanisi1 yapilan turlerin Neighboor-Joining filogenetik agagtaki dallanmalar1 (% 70 ve

iizerindeki bootstrap degerleri gdsterilmistir)
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Morfolojik ve molekiler analizin sonucunda 2 farkli mikrofungus izolatinin

tanis1 yapilamamis olup, 18 farkli mikrofungus izolatinin morfolojik olarak cins

diizeyinde tanilar1 yapilmis ve bu tanilar "Blast Analizi" ile de desteklenmistir

4.3).

Tablo 4.2. Tur duzeyinde tanisi yapilamayan turlerin "BLAST Analizi" sonuglari

(Tablo

Morfolojik . Max | Total | Query E Max .
Kodu Tam Molekiiler Tam Score | Score | Gover | Value | 1dent | Accession No
7181 A“gpmga'“m Acremonium sp. 1105 | 1105 | %98 | 00 | %100 | HQ608111.1
49.IN11 | Alternaria spl* | Alternaria tenuissima 821 821 %94 0.0 %94 FJ827038.1
Alternaria sp. 933 | 933 %89 0.0 %99 KC139480.1
. Alternaria alternata 928 | 928 %88 0.0 %99 JF973293.1
92.1E6 Alternaria sp2 . T .
Alternaria tenuissima 928 928 %88 0.0 %99 EU326185.1
Alternaria arborescens 922 | 922 %88 0.0 %99 KC464334.1
Alternaria tenuissima 1062 | 1062 | %98 0.0 %100 JIN542519.1
. Alternaria alternata 1062 | 1062 %98 0.0 %100 GQ121322.2
102.1H7 | Alternaria sp3 - -
Alternaria longipes 1062 | 1062 | %98 0.0 %100 AY154684.1
Alternaria mali 1062 | 1062 | %98 0.0 %100 AY154683.1
35.2N32 C'ad;’;‘l’f”um Cladosporium cucumerinum | 800 | 800 | %89 | 00 | %95 1Q946393.1
51.1E41 C'adgsgfr'”m Cladosporium sp. 649 | 649 | w82 | 00 | %92 FR799496.1
96.2H17 C'ad;’;gff””m Cladosporium sp. 865 | 865 | %94 | 00 | %9 | HQB96055.1
Cladosporium sp. 1035 | 1035 %98 0.0 %100 JX164083.1
46.2B11 C'adossp"f““m gﬁ;ﬁg’ég&s 968 | 968 | %92 | 00 | %100 | AF538619.2
Cladosporium aphidis 955 955 %98 0.0 %98 JN906978.1
55.6B2 C'a‘l%%ﬂi””m Cladosporium sp. 1024 | 1024 | %97 | 00 | %100 | HQB08074.1
Cladosporium cucumerinum | 929 929 %92 0.0 %98 DQ681347.1
7 Cladosporium -
3.4B2 sp6 Cladosporium ramotenellum 926 926 %90 0.0 %99 JF499839.1
Cladosporium cladosporioides 926 926 %90 0.0 %99 AY361994.1
Cladosporium coralloides 1027 | 1027 | %98 0.0 %100 AF393695.2
100.4E8 Cladossp%onum Cladosporium tenuissimum | 1027 | 1027 %98 0.0 %100 AJ300331.1
Cladosporium gossypiicola | 1024 | 1024 | %98 0.0 %100 AF393702.2
Cladosporium
cladosporioides 1027 | 1027 | %98 0.0 %100 JQ936096.1
: Cladosporium
101.4n5 | Cladosporium P 1027 | 1027 | %98 0.0 | %100 JF499838.1
: sp8 phaenocomae
Davidiella tassiana 1027 | 1027 %98 0.0 %100 FN868485.1
Cladosporium tenuissimum | 1027 | 1027 %98 0.0 %100 AF393724.2
Cladosporium langeronii 952 | 952 %90 0.0 %99 HQ115727.1
432617 C'ad?p%"”“m Cclﬁ;j(sssrf)(?r:gges 952 | 952 | %90 | 00 | %99 | AF455525.1
Cladosporium colocasiae 935 | 935 %90 0.0 %99 FJ216453.1
0.3E1 Pe”S'S'l','J“m Penicillium cordubense 732 | 732 | ws1 | 00 | w92 | AFs27085.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T07EMC2A015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_419068999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/419068999?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=T07EMC2A015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T07EMC2A015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_339765709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339765709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=T07EMC2A015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T07EMC2A015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_162285908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162285908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=T07EMC2A015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T07EMC2A015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_478665424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/478665424?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=T07EMC2A015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T089AAUK01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_366091073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/366091073?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=T089AAUK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T089AAUK01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_326579479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326579479?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=T089AAUK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T089AAUK01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_32394862
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/32394862?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=T089AAUK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T089AAUK01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_32394861
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/32394861?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=T089AAUK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_357933694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357933694?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=T064VMKH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_33392236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33392236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=T06UDFP801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_13539212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13539212?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=T06UDFP801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_33392243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33392243?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=T06UDFP801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_394997091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_394997091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394997091?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=T07077V201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_338224855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_338224855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338224855?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=T07077V201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_298356938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298356938?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=T07077V201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_33392265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33392265?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=T07077V201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi%23alnHdr_208401004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/208401004?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=T05VYVRY015

Penicillium chrysogenum 1007 | 1007 | %90 0.0 %99 JQ781768.1
Penicillium griseofulvum 1007 | 1007 | %90 0.0 %99 JQ781745.1
— - . Penicillium dipodomyicola 1007 | 1007 %90 0.0 %99 GQ161752.1
! enicillium sp —
Penicillium commune 1007 | 1007 %90 0.0 %99 EU833215.1
Penicillium citrinum 1007 | 1007 %90 0.0 %99 EU833214.1
Penicillium vinaceum 1007 | 1007 %90 0.0 %99 DQ681340.1
Penicillium argentinense 996 | 996 %92 0.0 %98 JN831361.1
38.3N2 Penicillium sp3 | Penicillium euglaucum 990 990 %92 0.0 %98 IN617699.1
Penicillium anatolicum 942 942 %85 0.0 %99 GU944598.1
Penicillium glabrum 1007 | 1007 %91 0.0 %99 JX421718.1
60.4E1 Penicillium sp4 | Penicillium spinulosum 1002 | 1002 %92 0.0 %99 HQ608085.1
Penicillium thomii 1000 | 1000 %91 0.0 %99 KC167849.1
71B14 Tanst Acremonium implicatum* 551 | 551 | %79 | St | ws6 | HQ914930.1
p
yapilamadi 153
63.2B19 U Eurotium amstelodami* 640 | 640 | %97 | B | oo JN862800.1
yapilamadi 180

* Baz sayis1 yetersiz olan izolat
** Max ident %100 olmasina ragmen tiir diizeyinde (DNA veri bankasinda eslesen tiir olamamasi
nedeniyle) tanist yapilamayan izolat

Morfolojik ve molekiiler analizlerin ardindan yapilan tiir tanisinin sonucunda
(cins diizeyinde yapilanlar harig) Alternaria cinsine ait toplam 3, Aspergillus cinsine ait
toplam 9, Cladosporium cinsine ait toplam 4, Penicillium cinsine ait toplam 14 farkl tiir
tespit edilmistir. Bunlarin yaninda Acremonium sp., Cochliobolus australiensis,
Geosmithia pallida, Lewia infectoria, Talaromyces verruculosus, Trichoderma

longibrachiatum ve Trichotesium roseum turlerinin tanisi yapilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.3. Morfolojik ve molekiler incelemeler sonucunda tir dizeyinde ve cins diizeyinde
tanisi yapilan tiirlerin istasyonlara gore dagilimlari

Tar ismi

istasyonlara Gére Dagilimlari (CFU/m®)

1. istasyon 2. istasyon 3.istasyon  4.istasyon TOPLAM
Alternaria spp. 40 10 70 130 250
Alternaria alternata 10 10 20 60 110
Alternaria tenuissima 20 0 20 20 60
Alternaria citri 0 0 20 30 50
Alternaria spl 0 0 0 20 20
Alternaria sp2 0 0 10 0 10
Alternaria sp3 10 0 0 0 10
Aspergillus spp. 60 10 60 60 190
Aspergillus flavus 10 0 0 0 10
Aspergillus fumigatus 0 0 10 0 10
Aspergillus niger 20 0 0 20 40
Aspergillus niveoglaucus 0 10 10 10 30
Aspergillus ochraceus 10 0 0 0 10
Aspergillus terreus 0 0 0 10 10
Aspergillus tubingensis 20 0 0 0 20
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T02T1EJ3014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_394785090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394785090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=T02T1EJ3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T02T1EJ3014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_394784880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394784880?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=T02T1EJ3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T02T1EJ3014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_239949944
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T02T1EJ3014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_194368390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194368390?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=T02T1EJ3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T02T1EJ3014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_194368389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194368389?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=T02T1EJ3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T02T1EJ3014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_110734731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110734731?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=T02T1EJ3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5borganism%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=T597P4EP014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8%23alnHdr_310769724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310769724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=T597P4EP014

Aspergillus versicolor 0 0 10 0 10
Aspergillus wentii 0 0 30 20 50
Cladosporium spp. 80 120 150 70 420
Cladosporium cladosporioides 20 10 60 30 120
Cladosporium grevilleae 10 10 0 0 20
Cladosporium macrocarpum 10 0 0 0 10
Cladosporium sphaerospermum 0 0 20 0 20
Cladosporium spl 0 0 10 10 20
Cladosporium sp2 0 0 10 0 10
Cladosporium sp3 20 40 10 20 90
Cladosporium sp4 10 30 0 0 40
Cladosporium sp5 0 10 0 0 10
Cladosporium sp6 0 20 0 0 20
Cladosporium sp7 0 0 10 0 10
Cladosporium sp8 10 0 20 0 30
Cladosporium sp9 0 0 10 10 20
Penicillium spp. 130 150 110 210 600
Penicillium adametzii 0 0 0 10 10
Penicillium aurantiogriseum 0 0 0 10 10
Penicillium brevicompactum 0 0 30 10 40
Penicillium charlesii 10 0 0 0 10
Penicillium citrinum 40 0 0 10 50
Penicillium commune 30 10 20 0 50
Penicillium digitatum 0 0 10 20 30
Penicillium freii 0 0 10 0 10
Penicillium glabrum 0 20 0 0 20
Penicillium granulatum 0 20 0 0 20
Penicillium griseofulvum 30 10 0 0 40
Penicillium olsonii 0 10 0 0 10
Penicillium pimiteouiense 0 10 0 0 10
Penicillium sanguifluum 0 0 0 10 10
Penicillium spl 0 0 10 0 10
Penicillium sp2 20 10 20 70 120
Penicillium sp3 0 0 0 10 10
Penicillium sp4 0 0 10 0 10
Penicillium sp5 0 60 0 60 120
| Diger Tiirler 30 90 30 10 160
Acremonium implicatum 0 10 0 0 10
Acremonium sp. 10 20 0 0 30
Cochliobolus australiensis 20 0 0 0 20
Geosmithia pallida 0 20 0 0 20
Lewia infectoria 0 0 20 0 20
Talaromyces verruculosus 0 0 10 0 10
Trichoderma longibrachiatum 0 0 0 10 10
Trichotesium roseum 0 40 0 0 40
Kontaminasyon 0 40 0 30 70
Tanis1 yapilamayan izolatlar 0 10 0 10 20
TOPLAM 340 430 420 520 1710
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Yapilan bu calismanin sonucunda, Tiirkiye’den daha Once izole edilmemis 5

farkli mikrofungus tiirii tespit edilmistir:

e Talaromyces verruculosus ((Peyronel) Samson, Yilmaz, Frisvad ve Seifert,
comb. nov. 2011)

e Aspergillus niveoglaucus (Thom ve Raper, 1941).
e Penicillium sanguifluum ((Sopp) Biourge, 1923).
e Penicillium pimiteouiense (S. W. Peterson, 1999).

e Penicillium freii (Frisvad ve Samson, 1994).
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4.2. Tams1 Yapilan Baz Tiirlerin Makroskobik ve Mikroskobik Fotograflar:

C

Sekil 4.4. Alternaria alternata ; A. PDA besiyerinde 10 giinlik koloni goriinimi B. MEA
besiyerinde 10 gunliik koloni goriinimii C. Mikroskobik goruntist (x1000)
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C

Sekil 4.5. Alternaria tenuissima ; A. PDA besiyerinde 10 gunlik koloni gérinimi

B. MEA besiyerinde 10 glinliik koloni gérinimu C. Mikroskobik gériintusi (x1000)
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C
Sekil 4.6. Cladosporium cladosporioides ; A. PDA besiyerinde 10 glnlik koloni gérinimi

B. MEA besiyerinde 10 giinltk koloni gorinimu C. Mikroskobik goruntiist (x1000)
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C

Sekil 4.7. Cladosporium sphaerospermum; A. PDA besiyerinde 10 giinlik koloni gorinimi

B. MEA besiyerinde 10 ginliik koloni goriinimi C. Mikroskobik gortinttst (x1000)
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A2 B2

Sekil 4.8. A. PDA besiyerinde 10 gunliik koloni goriinumii B. MEA besiyerinde 10 glinluk

koloni goruniimu 1. Cladosporium grevilleae 2. Cladosporium macrocarpum
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E

Sekil 4.9. Aspergillus tubingensis (7 gunlik koloni goérinimi); A. CYA 37 °C B. CYA
C. MEA D. CY20S E. Mikroskobik gérintisi (x400)
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E F

Sekil 4.10. Aspergillus flavus (7 ginlik koloni gériinimi); A. CYA 37 °C B. CYA C. MEA
D.CY20SE. CZF.DG-18
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E F
Sekil 4.11. Aspergillus niger (7 gunlik koloni gorinimi); A. CYA 37 °C B. CYA C. MEA
D.G25N E. CZ F. DG-18
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Sekil 4.12. Aspergillus niveoglacus (7 giinliik koloni gérinimi); CYA 37 °C'de treme yok
A.CYAB.CY20S C. MEA D. DG-18 E. Mikroskobik gorintust (x400)
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Sekil 4.13. Penicillium griseofulvum (7 giinlik koloni gorinimi); CYA 30 °C'de tireme yok
A.CYA B. MEA C. YES D. CREA E. Mikroskobik gortintust (x400)
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E F

Sekil 4.14. Penicillium aurantiogriseum (7 guinliik koloni gériinimil); A. CYA 30 °C B. CYA
C. MEA D.G25N E. YES F.CREA
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E F
Sekil 4.15. Penicillium pimiteouiense (7 guinlik koloni gorinimi); A. CYA 30 °C B. CYA

C. MEA D.G25N E. YES F. CREA
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Sekil 4.16. Cochliobolus australiensis; A. PDA besiyerinde 10 glnlik koloni gorinimi

B. MEA besiyerinde 10 glinlik koloni gériniimi C. Mikroskobik goruntiist (x1000)
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Sekil 4.17.  Geosmithia pallida; A. PDA besiyerinde 10 glnlik koloni g&rinimi
B. MEA besiyerinde 10 ginlik koloni goriinimi C. Mikroskobik gortinttst (x1000)
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Sekil 4.18. Trichoderma longibrachiatum; A. PDA besiyerinde 10 gunliik koloni gorinimi

B. MEA besiyerinde 10 gunlik koloni gérinimi C. Mikroskobik gortinttst (x1000)
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C

Sekil 4.19. Acremonium implicatum; A. PDA besiyerinde 10 ginlik koloni gorinimi

B. MEA besiyerinde 10 giinlik koloni gérinimi C. Mikroskobik gorintust (x1000)
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Sekil 4.20. A. PDA besiyerinde 10 gunliik koloni goériinimi B. MEA besiyerinde 10 glnlik

koloni gérinimi 1. Lewia infectoria 2. Trichotesium roseum
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BOLUM 5

TARTISMA

Gidalar sadece insanlar i¢in degil tiim canlilarin yasamlarini siirdiirebilmesi i¢in
gereklidir. Mikroorganizmalarm gelismesinde de onemli rol oynamaktadir. Insanlik
tarithi boyunca gidalar1 daha uzun siirelerde saklamak i¢in c¢esitli yoOntemler
gelistirilmistir. Bu yontemlerin  hepsinin ortak prensibi aslinda mikroorganizmalari
gidalardan uzak tutmaktir. Bu yontemlerden birisi sogukta saklama metodudur.
Giliniimiizde kullanilan buzdolaplar1 bu ihtiyaca yonelik gelistirilmistir.

Mikroorganizmalar dogada her yerde bulunabilirler. Funguslarin iireme sicakligi
oldukca genis bir yelpazeye sahiptir. Bu sicaklik smirlar1 0 °C ile 60 °C arasinda
olmakla birlikte tiirlere gore degiskenlik gdsterir. Funguslar bakterilerde de oldugu gibi;
Soguk ortamda (genellikle 0 - 15 °C) gelisenler psikrofilikler, 1lik ortamda (15 - 40 °C)
gelisenler mesofilikler, sicak ortamda gelisenler (40 °C'den yiiksek sicaklikta) ise
termofilikler olmak iizere tireme sicakliklar1 derecelerine gore ti¢ farkli gruba ayrilirlar.
Fungus Hifleri en yiiksek sicaklik limitinin Ustlinde kolayca 6lmelerine ragmen, sporlari
yiikksek sicakliga ve degisik c¢evre kosullarina ¢ok daha fazla dayaniklilik
gOstermektedir. Buzdolabi sicakliginda da Ureyebilen ve gidalarin bozulmasina neden
olan funguslara her zaman rastlamak mumkundir [60, 61]. Bizim ¢alismamiz da bu
fikri desteklemektedir. Calisma boyunca buzdolaplarindan toplam 11 farkli fungus
cinsi izole edilmistir. izole edilen fungus sayisinin bu kadar ¢ok olmasi aslinda fungal
propaglllerin canli kalabilme sicaklik araligiin ne kadar genis oldugunu
gostermektedir.

Gidalar1 saklamak i¢in kullanilan buzdolaplarinda bulunan funguslar dolap
kaynakli olmayip, dolaba gidalar ile birlikte gelmis olabilirler. Funguslar klorofil
pigmentine sahip olmadiklar1 i¢in fotosentez yapamazlar. Bu nedenle gida
gereksinimlerini (beslenme) disardan karsilamak zorundadirlar. Funguslarin bazilari
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kuvvetli enzimler sentezleyerek bunlarin araciligi ile c¢evredeki gida maddelerini
ayristirir ve bunlardan yararlanirlar. Ornegin Aspergillus niger (amilase, sellobiase,
katalase, lipase, protease, maltase, vs.) [60]. Bizim ¢alismamizda izole edilen A. niger'in
cok sayida cikmasini besinler lizerinde yasayabilme Ozelliginden kaynaklandigini
sOyleyebiliriz.

Funguslarin sentezledikleri ve sekonder metabolit olan toksinler (mikotoksinler)
insan ve hayvan sagligi igin buyik tehlike gostermektedir. Bunlar arasinda A. flavus ‘un
ve diger mantarlarin sentezledikleri Aflatoksin karacigerde kanser olusturacak nitelikte
etkiye sahiptir [60]. Bizim ¢alismamiz bu nedenle daha da Onem kazanmistir.
Calismamizda A. flavus sadece 1. istasyondan izole edilmis olmasi ve diger
istasyonlardan izole edilmemis olmasini, drnek alinan buzdolaplari arasinda 1.
istasyonun en eski buzdolabi olamasi ile iliskilendirilebilinir. Bu buzdolabinin ¢ok
kullanilmis olmasi, bu fungusun buzdolabina besinlerle mi geldi yoksa buzdolabinda m1
kolonize oldugu tartismasini dogurabilir.

Mantarlar, meyve, sebze, aga¢ govdeleri, depolardaki ¢esitli gidalar ve diger
gidalar iizerinde ya da iginde iireyerek bunlarin bozulmasina, degerinin ve kalitesinin
diismesine neden olurlar. Alternaria ve Cladosporium cinsleri bazi atiklarin ve
bitkilerin {izerinde yaygin olarak bulunur. Siklikla koloniler; havadan, topraktan,
gidalardan, boyalardan, tekstil Uriinlerinden ve diger organik maddelerden izole edilir
[62, 63, 64]. Calismamiz boyunca en fazla izole edilen ikinci fungus cinsi
Cladosporium (420 CFU/m?®), iigiincii cins ise Alternaria (300 CFU/m?) cinsidir. Her iki
cinsin bitki patojeni olmasi ve organik gidalar Uzerinde bulunma d&zellikleri, bu iki
cinsin buzdolab1 havasi florasina buzdolabinda bulunan meyve ve sebzelerle tasinmis
olabilecegini gosterebilir.

Sogukta muhafaza edilen gidalarda Pseudomonas, Vibrio, Bacillus, Micrococ-
cus, Clostridium, Listeria, Staphylococcus, Streptococcus, Aeromonas, Yersinia gibi
bakteriler 6nemli bir risk olusturmaktadir. Kiiflerden ise Cladosporium ve Sporotrichum
6.7 °C de, Penicillium 4 °C, baz1 maya tiirleri ise 5 °C de gelisirler. Genel olarak
5 °C'de muhafaza edilen bir gida 0 °C muhafaza edilen bir gidaya gore daha hizl
bozulur. Bu nedenle sogukta muhafaza tek basina uygulanmaz [65]. Altunatmaz ve ark.

2012 [66] yilinda yapmis oldugu ¢alismada ve bizim ¢alismamizda en fazla izole edilen
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fungus Penicillium cinsidir (600 CFU/m3). Penicillium tdrlerinin +4 °C de Ureyebilme
yetenekleri, bu sonucun tesadiifi olmadigini1 géstemektedir.

Giinlimiizde teknolojinin ilerlemesiyle yeni nesil buzdolaplarinin iiretiminde,
antimikrobiyal 6zelliklerinin artirilmasi i¢in UV lambasi ve hava temizleme sistemi gibi
sistemler kullanilmaktadir. Bu durum yiyeceklerin dogal olarak daha uzun sureli
bozulmadan saklanmasinda biiylik 6nem tasir. Ne yaparsak yapalim buzdolaplarinin
icine hava akiminin girigini engelleyemeyiz ancak yeni nesil buzdolaplar1 kullanilarak,
bunun sonucunda da buzdolabi i¢ havasinda bulunan fungal propagiillerin
verimsizlesmesi saglanarak besinlere zarar vermesi engellenebilir. Bu da besinlerin
bozulma siiresini tatmin edici derecede uzatmaktadir.

Toplam 6 Alternaria izolatindan 3'liniin tiir diizeyinde tanisi yapilmis, diger
3'Undn ise yapilamamistir. Cladosporium cinsine ait toplam 13 farkli izolatin 4'Unin tor
diizeyinde tanist yapilmis, 9'unun ise yapilamamustir.

Alternaria spl, Cladosporium spl, Cladosporium sp2 ve Cladosporium sp3, e
baktigimizda (Tablo 4.3), "BLAST Analizi" sonucunda en yuksek oranda benzerlik
gosteren turler icin maximum identification (MI) degerleri sirasiyla % 94, % 95, % 92
ve % 96 bulunmustur. Bu da demek oluyor ki, sekans analizi sonucunda elde edilen
baz sayisinin yetersiz ya da baz dizisinin verimsiz olmasindan dolay1, tanis1 yapilmak
istenen drneklerle Gen Bankasindaki drneklerin benzerlik oranlar diisiiktiir.

Alternaria spl, Cladosporium spl, Cladosporium sp2 ve Cladosporium sp3
disindaki tanis1 yapilamayan diger Alternaria ve Cladosporium izolatlarina
baktigimizda ise (Tablo 4.3), "BLAST Analizi" sonucunda MI %'si tiir dizeyinde taniya
uygun olmasina ragmen, s6z konusu bu izolatlarin MI %'si, birden fazla farkl: tirle ayni
oldugu tespit edilmistir. Morfolojik incelemeler sonucunda da bu duruma bir ¢6zim
getirilememesinden dolay1 bu izolatlarin tiir diizeyinde tanis1 yapilamamustir.

Son donemde yapilan filogetik ¢alismalarda protein kodlayan genler
kullanilmaktadir. Bu genler son derece degisken intron bdlgeleri igerir ve turler
arasindaki ayrimin daha spesifik bir sekilde yapilmasini saglar. Bu durum, bu genleri
ilgi gekici hale getirir. Bu genlerden en sik kullanilanlari; elongation factor 1 alpha
(TEF1 a), calmodulin (Cmd), B-tubulin (BenA), actin (Act) ve histone (HIS) genleridir.
Bu genler ITS bolgesine gore daha fazla degiskenlik gosterdigi igin tiirler arasindaki

ayrimda ITS bolgesine gore daha kullanighdir [46].
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Tidm bu problemlerin ortadan kaldirilabilmesi i¢in Dematiaceous grubuna ait
tdrlerin molekiler tamisinda kullanilan ve tiirler arasi ayrimda ITS'ye oranla daha
spesifik olan aktin geninin dizilenmesine gereksinim duyuldugu gériilmektedir.

Aspergillus tiirlerinin tamaminin molekiiler olarak tanisi yapilabilmistir. Toplam
19 Penicillium izolatinin 14'0 tir dizeyinde tanisi yapilmis, 5'1 ise yapilamamistir.
Penicillium spl icin (tir diizeyinde tanis1 yapilamadi), blast analizi sonucunda en fazla
benzerlik (=Ml), % 92 oraninda P. cordubense olarak tespit edilmistir (Tablo 4.3).
Alternaria spl, Cladosporium spl, Cladosporium sp2 ve Cladosporium sp3'te oldugu
gibi, sekans analizi sonucunda elde edilen baz sayisinin yetersiz ya da baz dizileme
isleminin verimsiz olmasindan dolay1, tanis1 yapilmak istenen Orneklerle Gen
Bankasindaki orneklerin benzerlik oranlar1 diisiiktiir. Penicillium spl disindaki tlr
diizeyinde tanisi yapilamayan diger Penicillium izolatlarina baktigimizda ise, "BLAST
Analizi" sonucunda MI %'si tir duzeyinde tanilamaya uygun olmasina ragmen, soz
konusu bu izolatlarin MI %'sinin, birden fazla farkl: tiirle ayn1 oldugu tespit edilmistir
(Tablo 4.3). Morfolojik incelemeler sonucunda bu izolatlarin tiir diizeyinde tanilari
yapilamadigr i¢in ve molekiiller analiz sonucunda da bu duruma bir ¢oziim
getirilememesinden dolay1 bu izolatlarin tiir diizeyinde tanis1 yapilamamaigtir.

Tim bu problemlerin ortadan kaldirilmasinda Aspergillus ve Penicillium tdrleri
icin molekiler tanida kullanilan ve tiirler aras1 ayrimda ITS'ye oranla daha spesifik olan
B-tubilin, Calmodulin, TEF 1 o gibi gen bolgelerinin alternatif destekleyici gen dizisi
olarak arastiritlmasi gerekmektedir [46].

Bu calismamizda Aspergillus ve Penicillium tlrlerinin molekiler tanisinin
Dematiaceous grubuna ait tiirlerden daha basarili oldugu goriilmiistiir. Aspergillus ve
Penicillium turlerinin besiyerlerinde gelisirken sporulasyon miktarmin genellikle ¢ok
olmasi nedeniyle DNA izolasyonunun ilk basamaginda (hiflerin tampon igeren
ekstraksiyon tlplne aktarilmasi) karsilasilan problemi minimuma indirerek, DNA
izolasyonunun ve dolayisiyla PCR iglemindeki basarili sonuglarin elde edilmesiyle
bagdastirilabilir.

Molekiiler agidan bakildiginda, ITS gen bolgesi sekans analizi esnasinda yeterli
ve dogru sayida baz okudugunda DNA veri bankasindaki sekanlarla % 100 ve % 99 gibi
yiiksek yiizdelerle eslesebilmesine ragmen, bazen sekanslama yonteminden ve/veya

dizileme esnasinda cihaz okuma verimsizliginden kaynaklanan problemlerden dolay1,

51


https://www.google.com.tr/search?hl=tr&biw=1920&bih=986&q=dematiaceous&spell=1&sa=X&ei=_yacUZviJ8L6PIHsgIgG&ved=0CCYQvwUoAA
https://www.google.com.tr/search?hl=tr&biw=1920&bih=986&q=dematiaceous&spell=1&sa=X&ei=_yacUZviJ8L6PIHsgIgG&ved=0CCYQvwUoAA

bélgenin (ITS-1, 5,8S, ITS-2) icerdigi bazdan daha az sayida (ve bazen sanal olarak
fazla sayida) ve kalitede baz okunmasi gergeklesebilmektedir. Bu durumda eger Ml %
97'den az ise ITS gen bolgesinin okunmasi tekrarlanmalidir. Eger % 97-100 arasinda
ise molekiiler tanty1 desteklemek amaciyla mutlaka 2. bir gen bolgesi okunmalidir.
Ornegin; Stephen W. Peterson adli arastiricinin yapti1 bir arastirmada, taksonomik
uzmanlarin g¢ogunlukla P. spinulosum (Thom, 1910), P. glabrum, P. montanense
(M. Chr. ve Backus, 1963) ve P. purpurascens (Biourge, 1923) turlerinin rDNA sekans
datalarmin birbirine ¢ok yakin olmalarina ragmen birbirlerinden 4-8 nukleotid
farkliliklar goOstermesi sayesinde farkli tiirler olarak kabul ettiklerini belirtmistir.
P. thomii (Maire, 1917) ve Eupenicillium lapidosum (D.B. Scott ve Stolk, 1967)
morfolojik olarak farkli fakat DNA sekansi farki icermezken, yukarida bahsedilen ilk 4
tiir DNA sekansi agisindan farklilik gosterir fakat cok az morfolojik farklilik gosterirler
[67]. Bu ornekten ve bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglardan da anlasilacagi
Uzere, kif izolatlariin siniflandirilmasinda sadece morfolojik ya da sadece molekiiler
yontemler degil, her iki yontem ele alindiginda tim bu tereddUtler ortadan kaldirilabilir.
Dolayisiyla bu ¢aligma bir adim daha ileriye gétiiriilerek incelenen gen bdlgesi disinda
cinse spesifik alternatif ve destekleyici bagka gen bolgelerinin de arastirilmasiyla daha

giivenilir bir sekilde aydinlatilabilir.
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