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OZET

Bu ¢aligmada orman topragindan izole edilen Penicillium tiirlerinin, morfolojik,
koloniyal ve molekiiler yontemlerle tespiti amaglanmis ve Penicillium tiir gesitliligi
incelenmistir.

Arastirma materyali olan orman topragi Edirne Kent Ormanindan 03. Ekim. 2015
tarthinde alinmistir. Toprak Ornegi 10 cm derinden aseptik sartlarda alinmig olup,
Penicillium tiirlerinin izolasyonu i¢in Waksman’in ‘Topragi Sulandirma Yontemi’
kullanilmigtir. Penicillium tiirlerinin morfolojik ve koloniyal tanimlanmasi amaciyla
Pitt’in *“ A Laboratory Guide to Common Penicillium Species (2000)”, "The genus
Penicillium and its teleomorphic states Eupenicillium and Talaromyces (1979)’,
Samson ve Ark. ‘Food and Indoor Fungi (2010)" ve ¢esitli makaleler esas alinmistir.
Mikrofunguslarin molekiiler tanis1 i¢in hizmet satin alimi yapilmis olup, hizmet alinilan
firma funguslarin izolasyon islemi i¢in Bio-Speedy™ Fungal DNA izolasyonu Kitini
kullanmistir. PCR kiti olarak ise Bio-Speedy™ Maya ve Kiif Real- Time PCR Hizli
Tespit Kiti kullanilmigtir. Elde edilen sekanslar gen bankasi kullanilarak benzer
sekanslarla BLAST analizi yapilmstir.

Arastirma sonucunda Penicillium cinsine ait 12 tiir tanimlanmustir. Bu tiirler;
P. chrysogenum, P. citrinum, P. commune, P. manginii, P. ubiquetum, P. camemberti,
P. sanguifluum, P. janczewskii, P. canescens, P. steckii, P. hirsutum, P.

roseopurpureum’ dur.
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ABSTRACT

In this study the Penicillium species, which are isolated from forest soil, are aimed
to be detected with morphologically, colonial and moleciilar methods and Penicillium
species diversity is studied.

The forest soil sample was taken 10 cm deep under aseptic conditions and
Waksman’s  Soil Dilution Method” was used fort he isolation of Penicillium species.
Pitt’s ‘A Laboratory Guide to Common Penicillium Species (2000)”, "The genus
Penicillium and its teleomorphic states Eupenicillium and Talaromyces (1979)’,
Samson and etc. ‘Food and Indoor Fungi (2010), and various articles have been used for
morphological and colonial identification of Penicillium species. The service was
purchased fort he molecular diagnosis of microfngi and the company used the Bio-
Speedy ™ Fungal DNA Isolation Kit for isolation of fungi. As PCR Kit, Bio-Speedy ™,
Yeast and Mould Real- Time PCR Rapid detection kit was used. The obtained
sequences were subjected to BLAST analysis similar sequences using the gene bank.

Twelve species belonging to the genus Penicillium were identified as the result of
the research. These species are P. chrysogenum, P. citrinum, P. commune, P. manginii,
P. ubiquetum, P. camemberti, P. sanguifluum, P. janczewskii, P. canescens, P. steckii,
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BOLUM 1

GIRIS

Funguslar ¢ok hiicreli, heterotrofik, Okaryotik, klorofil igcermeyen, yapisi
kitinden olusan hiicre duvari ile c¢evrili, spor tasiyan organizmalardir. Mantarlarin
morfolojik, fizyolojik ve genetik 6zellikleri onlar essiz organizmalar yapar. Funguslar
kati maddeleri hiicre duvarlarindan absorbe etmek i¢in kullanilabilir hale getiren
enzimleri salgilama yetenegindedirler. Karbon kaynaklarini kullanma becerileri biiyiik
Olciide degisiklik gosterir. Mantarlar diinyada yaygin olarak bulunur ve riizgar sicaklik
ve hava kirliligi gibi cesitli faktorlerden etkilendikleri gosterilmistir. Ayrica bir
mevsimden digerine tiirleri ve miktarlar1 degisiklik gosterir [1].

Toprak kozmopolit bir sistemdir ve mantarlar toprak mikrobiyolojisinin énemli
bilesenleridir. Funguslarin topraktaki rolii son derece kompleks bir konu olup toprak
mikrobiyolojisinin temelini olusturur. Bir¢ok fungus saprofit olarak o©lii organik
maddelerin iizerinde bulunur ve toprakta bulunan bitki kalintilarinin ve diger organik
maddelerin en 6nemli ayristiticilar: olarak kabul edilirler [2].

Penicillium cinsi; toprak, bitki Ortiisii, hava, kapali alan ve gida iriinleri gibi
cesitli habitatlarda ortaya ¢ikan ve yaygin olarak bilinen mantar cinslerinden biridir.
Diinya ¢apinda yayilim gosterip, insan yasamu iizerinde biiyiik ekonomik etkiye sahiptir
ve dogadaki temel islevi organik materyalin parcalanmasidir. Cesitli mikotoksinleri
iiretebilme yetenegindedirler. Bazi tiirlerden; fermante sucuk, Gordonzola ve Rokfor
peyniri gibi bazi tiriinlerin iiretimi igin faydalanilir. Bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
kullanilan penisilini iiretebilme yetenegine sahiptirler. Cinsin iiyeleri; antibiyotik, anti-
timoral, anti-fungal, anti-viral bilesiklerin iiretimi ve bunlarin yani sira hiicre dis1

enzimlerin tiretiminde kullanimlar1 nedeniyle ticari ve endiistriyel 6nemlerini her daim



korurlar. Bugiine kadar Penicillium cinsinin 250 den fazla tiirii kapsadigi bildirilmistir
[3,4].

Mantar tiirlerini tanimlamak amaciyla mikologlar tarafindan farkli konseptler
kullanilmistir. Morfolojik kavram klasik yaklasimdir. Bu yaklagima gore tiirler,
morfolojik 6zelliklere ve ideal olarak aralarindaki farklara gore tanimlanir. Penicillium
tiirlerinin genetik cesitliligi; rastgele ¢ogaltilmis Polimorfik DNA’ nin yani sira DNA’
nin ITS (Transkripsiyonu yapilamayan bolgeler) bolgesinin sekanslama ve Restriksiyon
Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ile de incelenmektedir. Ribozomal RNA
bolgeleri fungal genomlarin filogenetik c¢alismalarinda kullanilmistir. Bu bdolgeler
korunmusg bolgeler olup PCR amplifikasyonu kullanilarak kolaylikla incelenebilir.
DNA’ nin ¢esitli bolgelerinden ITS (transkripsiyonu yapilamayan bolgeler) ve IGS (ara
bolgeler) popiilasyonlarin ve tiirlerin arasindaki farkliliklart géstermektedir [5,6].

Bu ¢alismada orman topragindan Penicillium tiirlerinin izole edilmesi ve izole
edilen tiirlerin morfolojik, koloniyal ve molekiiler yontemler ile tanimlanmasi

amagclanmustir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

Mantarlar ¢ok hiicreli, oOkaryotik canlilardir. Hiicreleri dallanmis iplikler
seklinde olup, bunlara hif veya misel adi verilir. Hifler bir araya gelerek miselyum adi
verilen yapiy1 olustururlar. Hiicre ¢eperi genellikle selilloz olmayip i¢inde azot bulunan
polisakkarit tlirevi olan kitindir. Funguslar saprofit veya parazitiktirler. Saprofit
mantarlarin ¢ogu besinlerini olusturan substratlarin iizerine sindirim enzimi salgilayip
rizoid veya haustorium adi verilen yapilar ile besinlerini absorbe ederler. Parazitik
mantarlar hiicre dis1 sindirim yapabilir veya iizerinde yasadiklar1 canlilarin
olusturduklar1 besinleri dogrudan absorbe edebilme kabiliyetindedirler. Funguslarin
protein sekans analizleri, biyosentetik yollar, sitokrom sistemleri, mitakondriyal genetik
materyali, biyokimyasal ve yapisal hiicresel 6zellikler, glikoproteinler, beslenme sekli
ve besleyici materyallerin depolanmasi, hif duvariin kimyasal yapisi, ribozomal RNA
ile yapilmis olan ¢alismalar funguslarin bitkilerden ¢ok hayvanlara yakin oldugunu
gostermistir. Diinya tizerinde 1.5 milyar mantar tiirii oldugu diistiniilmektedir ve bugiine

kadar yalnizca 70.000 tanesi tanimlanabilmistir [7,8,9].

2.1. Toprak Mikrobiyolojisi

Funguslar insan hayatinda 6nemli rol oynamaktadir. Dogada enzim, organik asit,
antibiyotik, protein, vitamin {iretimi ve bozulan organik maddenin parcalanmasi gibi
cesitli rolleri vardir. Mikrofunguslar toprak, atmosfer, bitki tohum su gibi ortamlarda
goriiliirler. Toprak bu ortamlar arasinda nem, pH, organik madde, sicaklik gibi
mantarlarin ekolojik isteklerine en uygun ekosistem oldugu icin funguslar en iyi

gelisimi toprakta gosterirler [10].



Funguslarin topraktaki rolii son derece karmasik bir konudur ve toprak
ekosisteminin temelini olusturur. Mantarlar, toprak derinligi ve besin maddesine bagl
olarak bakteri tiirline gore toprak biyokiitlesinde daha ¢ok bulunarak toprak
mikrobiyolojisinin 6nemli bir bilesenini olustururlar. Toprak ¢esitli; saprofit, parazitik
ve antogonistik mantar tiirlerinin biiylimesi i¢in dogal ortam olusturur. Orman topraklari
besin degeri acisindan zenginlik gosterir ve toprakla iliskili mantarlar besin madde
dongiisiinde rol oynarlar. Saprofit mantarlar odunsu artik ve yaprak ¢oplerinin ayrigsmasi
igin gerekli olan enzimleri iiretebilme yetenegine sahiptirler. Saprofit funguslar seliiloz,
lignin gibi bitki yapisindaki polimerlerin ayrigmasinda rol aldiklarindan kiiresel karbon
dongiisiinde rol gosterirler. Bu durum da toprak yapist ve verimliliginin gelisimine
yardime1 olur [11,12].

Funguslar % 40-45 karbonu kullanma yetenegine sahiptirler ve bakterilere
kiyasla daha fazla karbon (C) depolar ve geri donistiiriirler. Mantarlar bitkilere hem
azot (N) hem fosfot (P)’ un geri doniistiiriilmesinde yardimci olurlar. Farkli mantar
gruplar farkli karbon kaynaklarin1 kullanirlar ve ¢ok az organik karbon toprakta kalir
[13,14].

Mikrobiyal topluluklar; bitki tiirlerinin kompozisyonu, topragin tipi, sulardaki
mevsimsel degisimler, sicaklik ve organik maddelerin kullanilabilirligi ile kontrol edilir.
Topraktaki mikrofungal topluluklarin tiirleri, bitki ortiisiinden etkilenirler. Kompleks
bitki Ortiisti, farkli mantar tiirlerinin bir arada yasamasina imkan saglar. Topografya
mantar popiilasyonlarmin toprak icindeki miktar, cesitlilik ve dagilim modelini
etkilerken; habitati yok etme, kent gelisimi, sanayilesme, tarim, kirlilik ve bocek ilaci
kullanim1 gibi insan faaliyetleri, toprak mantar cesitliligini potansiyel olarak
etkileyebilir [15,12].

Ormanlar, biyojeokimyasal dongiileri yonlendiren ve dnemli, karasal biyokiitleyi
karmagik hale getiren bazi mikrobiyal topluluklara ev sahipligi yapar. Mantarlar;
ayristiricilar, mutualistler veya patojenler olarak ekolojik rolleri sayesinde organik
madde pargalanmasinda ve bitki beslenmesine aracilik etmekle toprak
mikrobiyolojisinde Onemli rol oynarlar. Toprak mantarlarinin orman saghgr ve
uretkenliginde oynadigi Onemli rolii gbéz Oniinde bulundurarak cesitliliklerini ve
bilesimlerini siniflandirmak ve bu faktorlerin biyotik ve abiyotik faktdrlere gore nasil

degistigini anlamak 6nem arz eder [16,17].



Toprak mikroorganizmalarinin yararli etkileri, azot fiksasyonu ve organik
madde ayrigimimdan metabolik yan iriinlerin ve zirai kimyasallarin parcalanmasina,
nitrat, siilfat, fosfat ve temel maddelerin biyo elverisliliginin arttirilmasina kadar
cesitlilik gosterir. Buna ek olarak énemli miktarda toprak mantar1 eczacilik, tarim ve
endistride faydali biyoaktif bilesikler liretirler ancak bazi mantarlar hayvan ve bitki
hastaliklarina neden olabilirler. Toprak mantarlariyla ilgili ¢alismalar, ¢ok amaclh
yapilmaktadir. Toprak mantarlar1 endiistriyel mikrobiyolojide kullanilabilir, bu nedenle
yeni tlirlerin bulunmasi ve mantarlarin endiistriyel 6zelliklerinin belirlenmesi 6nemlidir.
Ote yandan, baz1 toprak mikrofunguslar1 bitkilerde ciddi verim kayiplarina neden olur
[11,14].

2.1.1. Toprak Mikrobiyolojisinin Tarihcesi

Mikrobiyal ekoloji, daha spesifik olarak toprak mikrobiyolojisi dinamikte
biiyiimekte olan toprak biliminin alt disiplinidir. Pasteur’ un spontan generasyon teorisi
ile yaptigi deney tartismalar1 sonlandirmig, Robert Koch’ ta iinlii Onermeleri ile
mikrobiyolojinin gelismesine dolayisiyla toprak mikrobiyolojisi gibi yeni bilim
dallarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur [18,19].

Mikroskobun  Antonie  Van  Leeuwenhook  (1623-1723) tarafindan
kesfedilmesinden bu yana toprakta bir canli toplulugunun oldugu bilinmektedir. 18. yy’
da bazi mikrobiyologlar organik maddelerin toprakta mikroorganizmalar tarafindan
ayristirildigindan  bahsetmiglerdir.  19.yy> da  Fransa® da Louis Pasteur
mikroorganizmalarin bitki ve hayvanlarin yasam dongiisiine karigtigini bildirmistir.
Toprak mikrobiyolojisinde ilk ve onemli kesif 1862 yilinda Pasteur’ {in nitrifikasyon
olayinin toprak bakterileri tarafindan oldugunun kesfidir. Winogradsky, nitrifikasyonun
iki asamali bir olay oldugunu tespit etmistir. Ardindan bu bakterileri izole etmeyi
basarmistir. Winogradsky yapmis oldugu c¢alismalardan dolay1 birgok bilim insani
tarafindan mikrobiyolojinin babasi olarak kabul edilir. M. Woronin baklagil kok
yumrusunda bakterilerin bulundugunu saptamistir. 1888’de Hellrigal ve Willfahrt
baklagil koklerine bakterilerin topraktan bulastigini, kdklerde nodiil olusumuna sebep
olduklarin1 ve atmosferdeki azotu fikse ettiklerini bildirmislerdir. Canon 1895 yilinda
hastalik yapan mikroorganizmalarin tipta ne kadar Onemi varsa; toprak

mikroorganizmalarininda toprak bilimi i¢in o kadar 6nemli oldugunu vurgulamistir.



1902 yilinda Omelianski toprak mikroorganizmalarinin seliiloz ayristirma 6zelliklerini
bulmuslardir. Toprak mantarlarinin arastirilmasi Adametz’in bazi tiirleri izole ettigi
1886’ ya kadar uzanir. Adametz 11 kiif tiiri izole ederek biyokimyasal arastirmalar
yapmistir. Bu yiizyilin ilk dénemlerinde humus olusumu ve toprak verimliligi sorulari
tizerinde durulup 6ncelikle incelenmistir [20, 19, 21].

20. yy baslarinda Lipman topragin yasayan bir varlik olarak ele alinmasi
gerektigini ve toprak verimliligi ile bitki tiretiminde mikroorganizmalarin onemini
kanitlamistir. Bu durum toprak mikrobiyolojisinin doniim noktasidir. 1925- 1950 yillar
arasinda toprak mikrobiyolojisinin temelini iki 6nemli kitap olusturur. Bunlar Selman
Waksman’ m ‘Principles of Soil Microbiology’ ve ‘The Soil and The Microbe’ tur.
1961-1971 yillar1 arasinda Alexander ‘Introduction of Soil Microbiology ’ kitabini
yazdi. 1960 sonras1 mikrobiyolojinin gelisimi ile birlikte; 1965-1975 yillar1 arasinda
toprak mantarlarinin gesitliliginde ilerleme kaydedilmistir [19,22].

Daha sonraki yillarda toprak mikrobiyolojisinde yazilan Onemli eserler; Soil
Organisms and Plant Growth (1999, Subba Rao), Soil Ecology (1994, Killham), Soil
Biotechnology (1983, Lynch), Soil Microbial Ecology (1992, Metting ve ark.), Methods
in Applied Soil Microbiology and Biochemistry (1995, Alef ve Nannipieri), Modern
Soil Biology (1997, Van Elsas ve ark.), Principles and Aplications of Soil Microbiology
(2005, Sylvia ve ark.), Mycorhizal Symbiosis (1983, Harley ve Smith), The Biology of
Soil: A Community and Ecosystem Approach (2005, Bardgett), Biological Diversity
and Function in Soils (2005, Bardgett ve ark.) ve Sustaining Biodiversity and
Ecosystem Services in Soils and Sediments (2004, Wall)” tir [19].

Tiirkiye’ de toprak mikrobiyolojisi konusunda yapilan ilk calismalar 1970
yilindan itibaren Oner tarafindan yapilmisti. 1982 yilindan itibaren Hasenekoglu ve
arkadaglar1 toprak mikrobiyolojisi lizerine caligmalar yapti. Tiirkiye’de ¢aligmalar
Kuzeydogu Anadolu’da yogunlasmistir (Hasenekoglu, 1982; Hasenckoglu & Azaz,
1991; Hasenekoglu & Siiliin, 1991; Siiliin & Hasenekoglu,1993), Izmir ve cevresinde
(Ekmekgi, 1974,1975; Asan & Ekmek, 1994; Oner, 1974) ve Trakyada Ahmet ASAN
cesitli galigmalar yapmustir [22,23,24].



2.2. Funguslarin Genel Ozellikleri

Kiifler ¢ok hiicreli mikroorganizmalardir. Funguslar klorofil icermezler ve
bundan dolay1 fotosentez yapma yetenekleri yoktur. Parazitik, saprofit ve kommensal
yasam bi¢imlerini gosterebilirler. Hif adi verilen iplik seklinde yapilardan
olugmuslardir. Hifler septali veya septasiz olabilir. Bolmeli hiflerde besin ve su gegisi
icin por adi verilen agikliklar bulunur. Funguslarin beslenmesinde hifler biiyiikk 6nem
tasirlar ve bitki tizerinde yasayan parazitik funguslar emec adi verilen hiflerini bitkilerin
ksilem ve floem borularina kadar ulastirip buradan su, mineral ve fotosentez iiriinlerini
absorblarlar. Funguslarin hiicreleri etrafinda hiicre ¢eperi vardir. Hiicre ¢eperinin yapisi
kitin, seliiloz veya ikisinin karisimi formda olabilir. Ancak gelismis tlirlerde hiicre
ceperi kitin yapisindadir. Fungal sporlar {iremede ¢ok 6nemli olmakla beraber fungal
taksonomi i¢in de 6nem arz ederler. Fungal spor kiiciik, hareketli ( planospor) veya
hareketsiz (aplanospor); tek veya cok hiicreli, sekil 6l¢ii ve renkleri farkli, tireme veya
organizmay1 canli tutmaya yarayan yapilardir. Bir hiften veya spor iireten hiicreden
¢ikip, uygun ortamda ¢imlenip yeni birey olusturma kabiliyetindedirler. Fungal sporun
rengi, sekli, yiizeyi (piiriizlii olup olmamasi) taksonomide 6nem arz eder ve teshiste

degerli bilgiler sunar [25].

2.3. Funguslarin Ekolojik Istekleri

Mantarlarda diger canilar gibi gelisme bakimindan ¢evre kosullarindan
etkilenirler. Mantarlarin gelisimi; sicaklik, su, rutubet, oksijen miktari, karbondioksit
miktari, asitlik-alkalilik, hava basinci, 151k ve 1s1ma (radyasyon) gibi faktorlerle ilgilidir
[26].

2.3.1. Sicakhk

Sicaklik ve nem tiim organizmalar etkileyen cevresel faktorlerdir ve hayatta
kalmalarini, biiyiimelerini ve ¢ogalmalarini etkiler. Funguslarin hayat faaliyetleri 0-5°C’
de baslar ve 20-30°C’de maksimum ylikseklige ulasir. Daha yliksek sicakliklarda
hayatsal faaliyetler diisiis gosterir [26,27].



2.3.2. Nem
Funguslarin optimal gelisimi i¢in bagil hava nemi %85- %90 arasinda olmalidir.
Aspergillus ve Penicillium spp. Nem igerigi % 14’ ten fazla oldugunda depolanan

tirlinlerde ¢ogalirlar [26,27].

2.3.3. pH

Funguslarin hiicre zarindaki iyon alisverisi, enzim etkinligi gibi metabolizma
olaylar1 ortam pH’sindan etkilenir. Funguslarin pH toleranst pH 2-9 arasidir. Bu pH
araliginda gelisebilirler. Birgok mantar asitli ortamda daha 1yi tireyebilir ancak en ideal
tireme pH’s1 6.8-7’ dir. Funguslarin asitli ortamda biiyliyebilme yeteneklerinden; karisik
floraya ait Orneklerde besiyerinin asiditesi arttirilarak bakterilerin iiremesi inhibe
ettirilir. Funguslar kiiltiir ortaminda yetistirildiklerinde, substratin pH’sin1 degistirirler.

Bu pH degisimi substratin bilesimine ve genetige baglidir [27,28].

2.3.4. Besin Talepleri

Mantarlar ¢ok ¢esitli bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme
kabiliyetindedirler. Kullanamadiklar1 tek organik molekiil metan’ dir. Mantarlarin en
cok yararlandig1 enerji kaynag bitkisel kokenli karbonhidratlardir. Mantarlarin sahip
oldugu sindirim enzimleri, hangi substratin besin olarak kullanilacagini belirler [29].

Karbon, azot, fosfor, potasyum ve magnezyum gibi makro elementler mantar
gelisimi i¢in gerekli olmakla birlikte; demir, ¢inko, bakir, manganez ve mobildenum
gibi mikro elementlerde mantarlar tarafindan talep edilebilir [26].

Mantarlarin karbona olan ihtiyaclari diger besin maddelerinden daha fazla
olmakla birlikte azot kaynagida gelisim i¢in saglanmalidir. Dogada organik maddeler
bliylime icin ihtiya¢ duyulan azotu mantara saglar; bununla birlikte bir¢cok mantar
inorganik azotuda kullanabilir. Inorganik nitrojen iizerindeki biiyiime aminoasitlerden
veya kompleks bir organik azot kaynagi tizerindeki biiylimeye oranla daha az olur [27].

Mantarlarin amonyum tuzlar1 gibi inorganik veya aminoasitler gibi organik
formdaki azotlu bilesikler ile beslenmesi gerekir. Fungal biiylime ortaminda ayni
zamanda siilfiir kaynagida sagladigindan, Amonyum siilfat, fungal biiylimede siklikla
kullanilan azot kaynagidir. Birgok mantar azot kaynagi olarak aminoasit, amin ve

amidleri 6ziimseyebilir [30].



2.3.5. Oksijen
O gereksinimleri agisindan ¢ogu mantar aerob olup, genellikle mikroaerofiliktir.
Ancak bazi tilirler etanol ve organik ait olusturur ve anaerobik sartlar altinda

gelisebilirler. Oksijen varlig1 biiyiimenin yanisira mikotoksin olusumunuda etkileyen bir

faktordiir [30,31].

2.3.6. Isik

Funguslarin bliyliyiip gelisimi mutlak karanlikta olur ve bu bakimdan 1s18a
ihtiyaclarmin olmadigr bilinmekle birlikte iireme yapisi olusumunda 1s18in gerekli
oldugu hatta kisa dalga boylu 1sinlarin gerekli oldugu bilinmektedir. Funguslarda
ultraviyole 1sinlara uzun siire maruz kalma, misel ve sporun O6liimiine sebep olur.
Oldiirmeye yeterli olmayan ultraviyole 1sin yogunluklart canli kalan mantarlarda

mutasyona sebep olmaktadir [26].

2.4. Arastirma Bolgesinin Genel Ozellikleri

Edirne ili Marmara Bolgesinin Trakya kisminda yer alir ve Tiirkiye’ nin Avrupa
yakasindaki en biiyiik ikinci sehridir. Dogusunda Kirklareli ve Tekirdag,
giineydogusunda Canakkale, batisinda Yunanistan, kuzeybatisinda Bulgaristan,
giineyinde Ege Denizi bulunur. Edirne’nin rakimi 41 m’dir. Edirne il topraklar1 48° 30°
ve 42° 00" kuzey enlemleri ile 26° 00" ve 27° 00" dogu boylamlar1 arasindadir [32].

2.4.1. Jeolojisi
Edirne’nin jeolojik yapis1 Paleolitik birinci zamana ait Istranca Daglari’nin

billuri kayalik yapilagsmasindan meydana gelmistir [32].

2.4.2. Jeomorfolojisi

Edirne il topraklar1 genis diizliikkler ve basik tepelerden meydana gelmektedir.
Topraklarinin %78’ini platolar, %5’ini dag ve yaylalar, % 17’sini ise ovalar olusturur.
Kuzeyinde Istranca daglari, giineyinde Koru Daglar1 ve Ege Denizi, batisinda Merig
Nehri ve Meri¢ Ovasi, dogusunda ise Ergene Ovasi vardir. Bulgaristan ile 88 km’lik

sinir1 olan ilin Meri¢ Irmag ile 204 km uzunlugunda sinir1 vardir [32].



[lin 6nemli akarsularindan olan Meri¢, Tunca, Arda ve Ergene nehirlerinin
debileri yogun yagislar sebebiyle Mart ve Nisan aylarinda maximum seviyeye ulasir.
Yaz aylarinda yagislarin azalmasiyla normal debilerine ulasirlar. Edirne ilinde

akarsularin disindaki yiizey sulari; dogal goller, barajlar ve goller olusturur [32].

2.4.2.1. Daglar
Edirne ilinde Istranca Daglari, Koru Daglari, Uzunkoprii Daglar1 ve Candir
Daglar1 olmak iizere dort ana dag vardir. Bu daglar arasinda en yiiksek yer 720 m ile

Koru Dag Yerli Su Tepesi’dir. Daglar orman ve fundalik alanlarla kaplidir [32].

2.4.2.2. Ovalar
Aliivyon bakimindan zengin olan Kazanova ve Tunca Ovalar1 en verimli
ovalardir. Ancak fosfor bakimindan fakir ovalardir. Bunun sebebi organik madde

oraninin ¢ok diistik kil oraninin ise yiiksek olusudur [32].

2.4.2.3. Akarsular
Edirne akarsu bakimindan zengin bir ildir, ancak akarsu rejimlerinde diizensizlik
goriiliir. Tlkbahar ve sonbahar aylarinda taskinlar goriilebilir. Baslica akarsular1 Merig

Nehri, Arda Nehri, Tunca Nehri, Ergene Nehri’dir [32].

2.4.2.4. Goller ve Barajlar

Baslica goller; Gala Golii, Dalyan Golii, Tasalti Golii, Tuzla G6lii, Bociirmene
Gol, Sigircik GOl ve Pamuklu Golleridir [32].

Bagslica barajlar; Altinyazi Baraji, Kadikoy Baraji, Ali¢ Regiilatorii, Sultankdy
Baraji, Stiloglu Baraji’dir [32].

2.4.3. Iklim

Edirne ilinin igerisinde bulundugu bolge Karadeniz, Ege ve Marmara
denizlerinin etkileriyle vakit vakit ve yer yer farkli iklim ozellikleri gosterebilir; ancak
yiikseltinin az olmasindan kaynakli Karadeniz ikliminin etkisi veya Ege Denizine
kiyisinin olmasina ragmen karasal iklimin yasandigi bolgedir. Edirne’de kislar sert ve

kar yagish yazlar ise kurak ve sicak gecer [32,33].
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Akdeniz iklimi kendisini gosterdigi zaman kislar, 1lik ve yagisli; karasal iklim
kendisini gosterdigi zaman kislar ¢ok soguk ve yagishh gegmektedir. Sicakligin en
yiiksek oldugu aylar Temmuz ve Agustos aylaridir. Sicakligin en diisiik oldugu aylar ise

Ocak ve Subat aylaridir [32,34].

2.4.3.1. Sicakhik

Edirne ilinin ortalama sicakligi 13.5° C’ dir. Edirne ilinin ilkbaharda 19,3° C,
yaz’in 25,5° C, sonbaharda 12° C, kis aylarinda ise 7,9° C sicaklik ortalamasi vardir.
Sicakligin en yiiksek oldugu aylar Temmuz ve Agustos, en diisiik oldugu aylar ise Ocak
ve Subattir. Arastirma Orneklerinin alindigi 2015 senesi Ekim ayinda en yiiksek sicaklik

26. 6 ° C ve en diisiik sicaklik 3. 4 ° C’ dir [32, 34, 35].

2.4.3.2. Yagis

Edirne ilinin 6l¢iimler sonucu elde edilen yillik ortalama yagis miktart 603.5
mm?*’ tiir. Edirne iline en ¢ok yagis Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda diismektedir.
Haziran, Temmuz ve Agustos Aylarinda ise toplam 107,4 mm? yagis diiser. Orneklerin

alindig1 2015 senesi Ekim ayinda toplam yagis miktar1 88,9 kg/m?’dir. [35].

2.4.3.3. Giineslenme

Edirne ilinin giineslenme siiresi ortalama 6. 5 saat/giin’ diir [36].

2.4.4. Bitki Ortiisii

Edirne ili bitki ortiisti iklim 6zellikleri, toprak yapisi ve ¢evre etkenlerine bagl
olarak gesitlilik gosterir. Il topraklarinin %47’ si tarim topragi, %13’ i agachk ve
ormanlik, % 34’ 1 cayir ve otlak , %6’ s1 ise lirlin vermeyen topraklardan olusur. Merig
havzas1 ele alindig1 zaman bitki ortiisii, havzanin iklim, toprak ve rolyef gibi cevre
sartlarina uygunluk gosterir. Havza kisin daha fazla yagis alir ve yazin yagislar azalir.
Bu yiizden bitkilerin gelisim evrelerinin ilk aylarinda, yasanan su sikintisi, ki aylarinda
toprakta birikmis nemden karsilanir. Havzadaki nispi nem miktar1 oldukga yiiksektir.
Bu durum havza bitki ortiisii tizerinde olumlu bir etki yaparken, riizgar bitki gelisimini
arttirict nitelikte degildir. Ergene havzasimnin etrafi daglarla c¢evrili oldugundan

etrafindaki arazilere gore daha az yagis alir. Sirtlar ve tahrip gérmemis tepeler mese
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agaclart ile kaphdir. Ergene havzasi antropojen step sahasidir ve agacglardan yoksundur.
Tiiyli mese, Macar mesesi, Maz1 mesesi, Karaaga¢ ve Karacali gibi kuru orman
grubuna ait tiirler bulunur. Meri¢ havzasi ise kuru ormanlar, antropojen step, maki-
psodomaki’ye ait tiirleri blinyesinde bulundurur. Meri¢ nehri akarsu boyunca sogiit ve
kavak tiirlerine rastlanir [32].

Karaagag bolgesi ele alindiginda oksijen iireten dogal yasamin tam anlamiyla
hiikiim siirdiigii bir yerdir. Bélgede asirlik ¢inar agaglar1 ve seyrek olsada igne yaprakli
agaclar vardir [32].

Edirne Kent Ormaninin biyiikligii 29.6 hektar’ dir. Kent ormani Karaagac yolu
tizerinde ve Merig¢ nehri kiyisinda bulunmaktadir. Burada bulunan agag tiirleri Aksogiit,
Sapli Meyveli Karaagag, Ova Karaagaci, Digsbudak Yaprakli Ak¢aagag, Erguvan, Titrek
Kavak, Yabani Erik, Armut, Musmula’ dir [37].
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Tablo 2. 1. 2015 Yili Ekim Ay1 Hava Durumu

GUN HAVA ORT | MIN | MAX MAX MAX KAR TQP ORT
DURUMU SIC SIC SIC RUZY RUZ. YUKS. YAGIS NEM
(C) ©) (0) ON HiZI (CM) (kg/m? (%)
(M/SN)

1 Cok bulutlu 13,5 9,0 17,1 NE 7,8 - - 69,7
2 Cok bulutlu 156 | 12,0 | 21,4 | WSW 6,9 - - 68,1
3 Acik 17,0 9,8 24,9 | NNE 3,8 - - 72,3
4 Parcal1 bulutlu 11,7 | 105 | 26,6 S 4,3 - - 76,2
5 Cok bulutlu 180 | 11,8 | 254 N 3,9 - - 76,8
6 Saganak Yagishh | 18,4 | 153 | 24,8 w 6,0 - 16,8 81,9
7 Cok bulutlu 18,2 | 12,5 | 24,6 ENE 6,2 - 0,2 76,4
8 Cok bulutlu 16,3 | 16,0 | 19,9 E 6,8 - - 70,3
9 Cok bulutlu 149 | 129 | 175 N 4,6 - - 86,0
10 Saganak Yagish | 16,7 | 12,6 | 21,7 SE 5,8 - 0,0 82,3
11 Saganak Yagish | 16,0 | 13,8 | 17,7 | WSW 8,5 - 2,7 96,3
12 Saganak Yagish,Sisli | 157 | 16,0 | 19,7 | NNW 7,1 - 9,0 934
13 Parcali bulutlu | 13,1 9,1 19,3 N 8,2 - 45 77,8
14 Parcali bulutlu | 14,7 9,3 21,0 | NNW 4,6 - - 77,2
15 Cok bulutlu 15,9 | 12,0 | 23,3 ENE 6,3 - - 73,8
16 Cok bulutlu 15,5 9,8 20,1 E 5,8 - - 77,7
17 Cok bulutlu 16,4 | 141 | 20,9 | WSW 43 - - 81,6
18 Pargali bulutlu | 15,5 | 10,0 | 21,8 SSE 4,1 - - 81,8
19 Cok bulutlu 16,3 | 12,9 | 20,2 SE 4,8 - - 80,8
20 Sisli 16,7 | 13,4 | 234 SE 4.7 - - 87,0
21 Saganak Yagish | 12,0 | 12,6 | 12,6 | NNW 7,0 - 90,1
22 Saganak Yagigh | 12,6 | 11,1 | 14,3 NE 9,0 - 8,8 91,0
23 Saganak Yagigh | 10,9 | 10,6 | 11,8 | NNE 13,8 - 29,0 88,9
24 Saganak Yagigh | 10,6 9,4 15,5 | NNW 8,6 - 17,8 86,0
25 Az Bulutlu 11,0 5,2 19,2 | NNE 50 - 0,1 76,4
26 Az Bulutlu 10,5 3,4 18,9 NNE 3,5 - - 79,6
27 Cok bulutlu 11,1 6,7 17,7 N 6,4 - - 80,3
28 Az bulutlu 10,9 49 17,1 | NNW 6,8 - - 70,5
29 Parcal1 bulutlu 10,7 50 18,2 ENE 5,6 - - 72,4
30 Parcal1 bulutlu 11,1 6,7 16,7 NNE 9,2 - - 79,5
31 Az Bulutlu 10,2 6,3 15,3 | NNE 11,7 - 69,3

A.Top. 88,9
A.Ort. 14,3 | 10,5 | 19,6 - 6,5 - - 79,7
A.Max 18,4 - 26,6 | NNE 13,8 - 29,0 96,3
AMin 10,2 | 34 - - - - - 68,1
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2.5. Penicillium Cinsi

Penicillium admi Latince kiiglik firga anlamina gelen ‘penisillus’ kelimesinden
alir. Penicillium tiirleri dogada her yerde yaygin olarak bulunur. Kiigiik, direngli ve hafif
konidias1 hayatta kalmay1 ve genis bir yayilim gostermesini saglar. Penicillium cinsinin
topraktan evrimlestigi diisliniilmektedir ve bilinen tiirlerin bir¢ogu bu yasam alanindan
izole edilmistir. Organik maddenin parcalanmasindan esas olarak sorumludurlar ve
toprakta bulunan diger organizmalarla birlikte azot verimliliginin korunmasina yardime1
olur. Baz tiirler toprakta yetisirken, bazilar1 daha kuru ortamda yetisir, bazilar1 ¢iiriiyen
bitki Ortilisiinii seger, bazilari tohum odun gibi kuru habitatlarda yetisir. Onlar biyolojik
materyalin bozulma siirecindeki 6nemli ajanlardir [38, 39, 40].

Penicillium cinsi ¢esitli yollarla insanla etkilesim kurmaktadir. Bazi tiirler insan
kaynakli her tiirlii malin bozulmasina neden olur, bazi tiirler meyveleri ciiriitiir veya
yiyecekleri bozar, bazilar1 mikotoksin iiretir. Birka¢ tanesi penisilin adi verilen
antibiyotigi tireterek insan hayatina direkt fayda saglar ki bu antibiyotigin bulasici
hastalik kontroliine énemli etkisi vardir. Baz1 birkag tiir gida iiretiminde dogrudan yer
almaktadir. Gegmis yillarda Penicillium tiirlerinin rolii tespit edilmistir. Cesitli diger
Penicillium tiirlerinin enfeksiyonlara neden oldugu bulunmustur [40].

Bu cinsin 6nem ve cesitliligi tiirlerin tanimlanmasinin incelikle yapilmasini
gerektirmektedir. Ekolojik iligkilerini anlamak, zararlarin1 azaltmak, patojenite ve
yararlilik potansiyellerinden yararlanmak i¢in dogru tiir tanimlamalarma Onem
verilmelidir [40].

Penicillium  tiirleri  Ascomycota filumuna aittir, ancak taksonomik
karakterizasyonu halen bir tartisma konusudur ve Penicillium tiirlerinin ¢ogunun
belirlenmesindeki zorluklar disiplinler arasindaki yaklagimlari gerektirir. Penicillium
cinsindeki tiir kavramlarinin agiklanmasi esas olarak morfolojik Ozelliklerle
desteklenmistir. Ornegin Thom ve Raper, makroskobik ve mikroskobik &zelliklerle

kombinasyon yaparak Penicillium siniflandirmasini temel alir [41].

2.5.1. Penicillium Tarihgesi
1809, Link Penicillium cinsini tanimladi ardindan t¢ tir tanimladi. P. candidum,
P. expansum, P. glaucus

1824, Link tiim yesil Penicillium’ lara P.glaucum adini verdi.
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1837-1839 Corda birgok Penicillium tiiriiniin morfolojisini illiistre etti.

1874, Brefeld P.glaucum’un ascospor iiretimine iligkin detayli raporunu yayinladi.

1880, Saccardo P.digidatum’ u tanimladi.

1889, Zukal P. Luteum’ u tanimlad.

1892, Ludwig ascosporik tiirler icin Eupenicillium adini 6nerdi

1895, Wehmer ¢iirliyen meyvelere neden olan Penicillium tiirleri {izerine ¢alismasini
yaymladi ve P. [talicum’ u tanimladh.

1901, Dierckx 25 yeni tiirii 6nerdigi makalesini yayinladi.

1911, Westlin birgok Penicillium tiiriinii tanimladi.

1915, Thom Penicillium cinsinin siniflandirma grubu kavramini yayinladi.

1923, Biourge Penicillium cinsinin 125 tiriinii yeniden diizenledi. Monografisi
Penicillium’ u boliimlere, alt boliimlere ve serilere ayirarak amanina gore yapilan cinsin
en kapsamli ve ayrintili ¢aligmasini temsil etti.

1923, Demelius P.glaucoroseum ve P.clavigenum tiirlerini tanimladi.

1927, Zaleski 35 yeni tiir ve bir varyete tanimladi.

1927, J.C.Gilman& E.V.Abbott P. Restrictum ve P. Vinaceum’u tanimladirlar.

1928, Flemming ve Florey Penisilini kesfetti.

1906-1930, Thom birgok tiir tanimladi.

1930, Thom kapsamli monografisini yaymladi. O zamana kadarki tanimlanmis tiim
tirleri laboratuvar ortaminda yeniden inceledi. Siniflandirma konusundaki grup
kavramini vurguladi. 1931, Hetrington, A.C., ve H. Raistrick Penicillium citinum’dan
citrinin izole edildi.

1939, Oxford, Raistrick ve Simonart Penicillium griseofulvum’dan griseofulvin’i izole
etti. Baslangigta bir tarimsal {iriin olarak gelistirildi daha sonra insan ve veterinerlik
uygulamalari i¢in sistemik bir mantar maddesi olan gliseofulvinin tedavide devrimci bir
ajan oldugu kanitland.

1949, Raper ve Thom iinlii eserleri ‘Manual of the Penicillia’y1 yayinladi.

1955, Benjamin Penicillium’un ascosporik tiirleri igin Taloromyces cinsini tanimladi.
1957-1974, Stolk ve Samson bircok tiir tanimladi.

1972, Stolk ve Samson ‘Genus Taloromyces’ isimli kitabi yaymladilar.

1973, Stolk ve Samson ‘Genus Eupenicillium’isimli kitabi yaymladir.

15



1973, Pitt Penicillium tiirleri i¢in tanimlama yontemleri hakkindaki degerlendirmelerini
yayinlt yeni tadi. Sicaklik ve su iligkilerine dayali yeni taksonomik kriteler belirledi.
1974, Pitt Eupenicillium ve siklerotojenik tiirlere iliskin bir anahtar yayinladi.

1979, Pitt ‘The Genus Penicillium’ isimli kitabin1 yaymladi ve Penicillium cinsini
konidiyofor morfolojisi ve dallanma desenlerine gore 4 alttiir’e ayirdi.

1982, Carlos Ramirez, ‘Manual and Atlas of Penicillia’ isimli kitabin1 yayinladi. 227 tiir
ve varyete tanimladi.

1994, Tzean, Shean-Shong ‘Penicillium and related Telemorphs ’ isimli eseri yayinladi.
2000, Robert A. Samson ve John Pitt ‘Advances in Penicillium and Aspergillus
Systematics’, ‘Modern Concepts in Penicillium and Aspergillus Classification’ isimli
kitaplarini yayinladilar.

1990-2013 yillar arasinda Frisvard ve arkadaslar1 bir¢ok tiir tanimlada.

2014, Robert A Samson, Cobus M Visagie, Jos Houbraken ‘Species Diversity in
Aspergillus, Penicillium ve Taloromyces’ isimli kitab1 yayinladilar. 49 Penicillium ve
18 Taloromyces tanimlanmis ve ITS geninin yan1 sira Penicillium ve Talaromyces i¢in

 Tubulin kullanilarak barkodlama yapilmistir [42].

2.5.2. PENICILLIUM CINSi MAKRO VE MiKRO MORFOLOJiSi
Morfolojik veriler Penicillium taksonomisinde kullanilan 6nemli taksonomik
kriterlerdir [40].

2.5.2.1. Makromorfolojik Kriterler

2.5.2.1.1. Biiyiime Kosullar:

Tiirler arasindaki varyasyonu azaltmak ve koloni karakterlerini incelemek
amaciyla inkiibasyon i¢in gerekli ideal kosullar1 saglamak onemlidir. Suslar Pitt (1979)
formiilasyonlarina goére Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA), Malt Extract Agar
(MEA) ve Gliserol Nitrate Agar (G25N) besiyerleri iizerinde yetistirilerek koloni

karakterleri incelenir [40].
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2.5.2.1.2. Biiyiime Orani
Koloni biiyiime orani Pitt (1973, 1979)’e gore onemli bir taksonomik kriterdir.
Biiylime 7 giinliik inkiibasyonun ardindan, koloninin arka yiizeyinden boydan boya

Olctliir [40].

2.5.2.1.3. Koloni Rengi
Koloni rengi’ nin arastirilmasi, arastirmacilarin kararma kalmakla birlikte

kullanilan bir karakterdir. Koloni’ nin rengi giines 1s18inda ve ¢iplak gozle gozlemlenir

[40].

2.5.2.1.4. Sklerotium

Sklerotium olgunlasmamais kleistotesyumdan ayirt edilemeyen ve asci liretmeyen
sert yapilar olarak tanimlanir. Sklerotium olusumu Penicillium cinsinin sadece birkag
tirtinde gordlir. P. gladioli, P. scletotigenum ve tropikal topraktan izole edilen
P.olsonii’ nin bazi izolatlarinda sklerotium yapis1 goriilmiistiir. P. roqueforti’ nin g
haftalik MEA besiyerindeki kolonilerinde sklerotium benzeri yapilar goriilmiistiir.
P.italicum’ un i¢ ay boyunca karanlikta ve 0°C’ de inkiibe ettirilen Kkolonilerin

kenarinda beyaz sklerot gdzlemlenmistir [40,42].

2.5.2.1.5. Koloni Dokusu
Koloni dokusu, konidiofor diizenlemesine bakarak belirlenir. Kolonilerin 4 farkli
koloni dokusunu incelemek miimkiindiir. Bunlar; Velvety (kadifemsi), Floccose

(yiiniimsii), Funiculose (lif), Fasciculate (salkim)’ dir [40].

2.5.2.1.5.1. Kadifemsi ( Velvety) koloni yapisi
Konidyoforlar ylizeyden yukari dogru yiikselir ve kadifemsi goriiniimde veya
kiiciik toz zerrecikleri halinde goriiniirler. Bu tip kolonilere 6rnek olarak karakteristik

olarak Penicillium chrysogenum, Penicillium oxalicum verilir [42].
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2.5.2.1.5.2. Pamuksu (Floccose) koloni yapisi
Spor olusumu merkezden baslayip kademeli sekilde kenara dogru ilerler. Hifler

besiyeri tizerinde diizenli bir sekilde birbirine ge¢mis veya diizensizdir. Koloni yapisi

pamuk gibidir [44].

2.5.2.1.5.3. Fasciculate (Salkim) koloni yapisi
Kenar kisimlar1 hizli biiyiiyen kolonilerin kenar kisimlar1 kaba ve graniilar
yapidadir. Mikroskobik inceleme bu durumun konidioforlarin bir araya toplanmasinin

sonucu oldugunu gosterir [42].

2.5.2.1.5.4. Funiculose (Lif) koloni yapisi

Baz tiirler havasal bir veya birkag hifin bir araya gelmesinden olusurlar [45].

2.5.2.2. Mikromorfolojik Kriterler

2.5.2.2.1. Dallanma Desenleri
Konidioforlarin dallanma desenleri Penicillium smiflandirilmasinda geleneksel
olarak kullanilir. Konidioforlar simetrik ve asimetrik dallanma desenleri ile basitten

karmasiga degisiklik gosterir [3].

2.5.2.2.1.1. Monoverticillate Konidiofor

Monoverticillate konidioforlar terminal bir fiyalide sahiptir. Bazi tiirlerde
konidiofor’un terminal hiicresi hafif¢e siser ve torbacik halini alir. Bu tiir konidiofor’a
sahip Penicillium tiirleri Aspergillus cinsine ait tiirlerle karistirilabilir. Ancak

Penicillium tiirlerinin Aspergillus cinsi aksine septalar1 vardir [3].

2.5.2.2.1.2. Divaricate Konidiofor
Daha onceleri diizensiz olarak adlandirilan konidioforlar, ¢ok sayida alt
terminalli dalin olusturdugu basitten karmasik bir dallanma modeline sahiptir, ancak

konidiofor kisimlar1 farklidir [3].
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2.5.2.2.1.3. Biverticillate Konidiofor
Biverticillate konidioforlar sap ve fiyalid arasinda ili¢ veya daha ¢cok metulaya

sahiptirler. Metula esit veya birbirine esit olmayan uzunluklarda olabilir [3].

2.5.2.2.1.4. Tetraverticillate Konidiofor
Tetraverticillate konidioforlar sap ve metula arasinda baska bir dallanma
desenine sahiptirler. Cogunlukla stipe ekseni bir yan dalin devamidir. Bazen ii¢ veya

daha fazla dalin gercek bir cemberi gibidir [3].

2.5.2.2.1.5. Quaterverticillate Konidiofor
Quiaterverticillate konidioforlar sadece birka¢ tiir tarafindan {retilirler ve

Tetraverticillate Oriintlisliniin 6tesinde extra bir dallanma desenine sahiptirler [3].

2.5.2.2.2. Konidia
Penicillium tiirleri sferoid, sub-sferoid, elipsoidal ve silindirik gibi ¢esitli konidia
tiretirler. Konidia duvari piiriiziisz, piriizlii, dikenli veya ¢izgili olabilir. Konidialar

cogunlukla pigmentlidirler ve bu pigmentler kolonilere karakteristik renklerini verir
[39].

2.5.2.2.3. Fiyalid Sekli:

Fiyalidler, Penicillium kolonisinde milyonlarca konidyaya neden olan
hiicrelerdir. Igne seklinde veya silindirik olabilirler. Fiyalidler genis ve bowling
labutlarina benzer sekilde ise ampulliform adin1 alir. Fiyalidler Biverticillium altcinsinin
bir¢ok tiirii tarafindan tretilir. P.italicum, P.digidatum identifikasyonlarini kolaylastiran
silindirik fiyalid iiretirler [39].

2.5.2.2.4. Stipe (Sap)

Sap uzunluklarinin belirlenmesi 100 pm’ yi astiginda problem teskil eder. Dijital
kameralar ve belirli mikroskoplarin kullanilmasi iizerine tasarlanmis yazilimlarin
yardimiyla stipe uzunluklar1 kolayca tespit edilebilir. Sap kisminin duvar dokusu

cesitlilik gbsteririr ve kaba, piirlizsiiz veya kii¢lik yuvarlak ¢ikintilar1 olabilir [39].
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2.5.3. Penicillium Cinsinin Ekonomik Onemi

Penicillium cinsi dogal eckosistem, tarim alanlari, biyoteknoloji gibi birgok
alanda kullanilmasiyla 6nemli bir cinstir. Faydali tiirlerin olmasinin yani sira muazzam
ekonomik kayiplara da neden olabilirler. Bazi tiirler endiistride kullanilan ezimleri
iiretirler. Ornegin Penicillium tiirleri tarafindan iiretilen seliiloz ve ksilenoz gida, yem,
tekstil, ve kagit endiistrisi gibi genis uygulama alanlarina sahiptir. Yine Penicillium
tiirleri tarafindan tiretilen peroksidaz enzimi Orange G, Azure B ve Lip boyas1 gibi bazi
heterosiklik boyalar1 indirgeyebilirler. P. aurantiogriseum, P.citrinum, P. waksmanii
gibi baz1 Penicillium tiirleri AuCl ¢ozeltisinden altin nanopartikiillerinin biyosentezi
icin kullanilir [42].

Bunlarin yani sira saprofitik Penicillium tiirleri; ahsap, gida maddeleri, ve bazi
diger mallara zarar verirken parazitik Penicillium tiirleri agir {iriin kaybina, insan veya
hayvanlarda hastaliklara neden olurlar. Ote yandan Penicillium, hasat éncesi ve hasat
sonrast tarim {irlinlerinin bozulmasinin etkenlerinden biridir. P.expansum meyve ve
sebzelerde 6zellikle elmalarda kiiflenmeye neden olur. Elmalarda kahverengi ciiriiklere
neden olur [46, 47, 48].

Turunggil meyvelerinin depolandigi siirecte kiif biliylimesi agir ekonomik
kayiplara neden olur. Turunggil meyvesinin bozulmasinda rol oynayan birincil
Penicillium tirleri P. italicum (mavi kiif) ve P. digitatum (yesil kiif) tiir [42].

Dogal yasam alani hava, su, toprak olan P.citrinum’ un sekonder metaboliti citrinin’ dir.
Citrinin musir, piring, bugday, cavdar, arpa ve yulaf’in dogal Kirleticisidir ve insan ve
hayvanlar tarafindan tiiketilerek kronik hastaliklara neden olabilir [49].

Peynir mikrobiyotasi’nin peynire tat, koku, aroma ve doku kattig1 bilinmektedir.
Rokfor, Gorgonzola, Stilton ve Danish Blue Peynirlerinde P.roqueforti tiiriiniin degisik
suslart kullanilir. Gorgonzola peyniri i¢in kullanilan suglar daha yesil renkli olmasina
ragmen Stilton peyniri i¢in kullanilan daha lipolitik bir P.roqueforti susu kullanilir.
Camembert ve Brie peynirlerinde ise beyaz kiif P.camamberti kullanilir [30,50].

2.5.4. Penicillium Cinsinin Sekonder ve Primer Metabolitleri
Primer metboliter funguslarin biiylimesi i¢in elzem metabolitlerdir. Eger biiylime
ortami; niikleik asit, protein, karbonhidrat ve lipitleri saglamiyorsa bunlar ve bunlarin

onciillerinin sentezlenmesi gerekir [46].
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Funguslar hiicre biiylimesi esnasinda primer metabolitleri (aminoasit, protein,
karbonhidrat, vitamin, aseton, etanol) ve seconder metabolitleri (antibiyotik, toksin,
alkaloid, yag asitleri, ketonlar) iiretme kabiliyetindedirler [51].

Mikotoksin; basitge funguslar tarafindan tiretilen toksik metabolitlerdir. Mikotoksinler
iz miktarda dahi insan sagligina etki edebilirler. Mikotoksinler besin ve yem maddeleri
ile alindiginda insan ve hayvanlarda zehirlenmelere hatta Oliimlere yol agabilirler
[52,53].

Penicillium tiirlerinin 6nemli antibiyotik ve toksinleri;

Penicillin: 1928 senesinde Iskog bilim insam Sir Alexander Fleming Staphyloccoccus
iceren besiyeri petrisinde mavi yesil kiiflin bakteri biiylimesini inhibe ettiginin farkina
vardi. Bu kiiftin Streptococcus, Meningococcus, Difteri gibi insan sagligini son derece
tehdit eden bakterileri 6ldiirme yetenegine sahip oldugunu belirtti. Bu kiifii izole edip
gelistirdi ve Penicillium notatum oldugunu kesfetti. Boylece Penicillin izole edildi.
Penicillin enfeksiyonlarin tedavisinde hayati rol oynayan oOnemli bir maddedir.
Penicillin en aktif olarak P. chrysogenum tarafindan tiretilmektedir [42].

Gliseofulvin: Gliseofulvin tipik olarak P.gliseofulvum’un bazi suslarindan elde edilen
antifungal maddedir. Dermatofit ve ringworm enfeksiyonlarinin tedavisinde alinan bir
ilagtir [54].

Aflatoksin: Penicillium tiirleri tarafindan sentezlenen mutajenik, teratojenik ve
toksijenik ozellikleri ile 1962 yilindan beri yapilan aragtirmalarda kanserojen 6zelligi en
yiiksek olan mikotoksindir. Aflatoksin ile olugan zehirlenme tablosuna aflatoksiloz adi
verilir. Insanlar aflatoksinlere dogrudan, mesleki maruziyet veya dzellikle kontamine
yem ile beslenmis hayvanlardan elde edilen firtinler ile beslenme sonucu maruz
kalirlar[53,55].

Okratoksin: P.viridicadum ve P.cyclopium tiirleri tarafindan sentezlenen mikotoksindir.
Bu kiifler diisiik sicaklikta toksin sentezleyebildikleri i¢cin soguk iklim kosullarinin
hiikiim stirdiigii iilkelerde ciddi bir problemdir. Yem hammaddeleri ve yemlerde dogal
kontaminant olarak en fazla Okratoksin A, seyrek olarak Okratoksin B’ ye ratlanir.
Insan siitii ve inek siitiinde bulunabildigi icin bebekler igin risk olusturur [53,56].
Citrinin:  Citrinin ilk olarak 1931 senesinde Hetherington ve Raistrick isimli
aragtirmacilar tarafindan P. citrinum’dan izole edilmis bir mikotoksindir. Genel olarak

hasat sonras1 depolama kosullar1 altinda olusur ve ¢ogunlukla depolanmis tahillarda
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bulunur. Bunlarin disinda meyve ve sebze sulari, otlar ve baharatlardada bulunabilir
[57].

Penicillin Asit: ilk defa 1913 senesinde P. puberulum ile enfekte misirdan izole
edilmistir. P. cyclopium, P. martensii, P. puberulum, P. thomii, P. roquerforti tiirleri
tarafindan tretilir. Ancak en onemli tireticisi P. aurantiogriseum’dur [58,53].
Rubrotoksin: P. rubrum ve P. purpurogenum tiirleri tarafindan {iretilir. Karaciger
nekrozuna neden olur [59].

Patulin: P.expansum, P. patulum, P.aspergillus ve P. byssochlamys iiretilen toksindir.
P.expansum o6zellikle elmalarda patojen bir tiirdiir. Esas olarak elma ve elma suyunda
bulunmakla birlikte armut, kayisi, seftali, domates, portakal gibi iirlinlerde de
bulunabilir. Patulin i¢ organlarda patoloji ve kanser6z olusumlara neden olmaktadir
[55,53].

Siklopiozonik Asit: P.cyclopium tarafindan iiretilir ve norotoksiktir [59].

Tremojenik Toksin: P.cyclopium tarafindan tiretilir, ndrotoksiktir [59].

Sitreoviridin: P.citreovinde tarafindan tiretilen toksin, nérotoksiktir[59].

Luteoskyrin: P.islandicum tarafindan tiretilir ve hepatotoksiktir [59].

Sikloklorotin: P.adacium tarafindan iiretilir ve hepatotoksiktir [59].

Regiilosin: P.rugulasum tarafindan iretilir ve hepatotoksiktir [59].

2.5. Molekiiler Tanimlama
Penicillium cinsi yaklasik olarak 250 tiirden olustugu i¢in taksonomisi her daim

karmagikti. Bu cinsin siiflandirilmas: 6nceki donemlerde makro ve mikro morfolojik
ozelliklere gore yapilmis olsada ¢ok sayida kiigiik farkliliklara sahip tiirii icerdigi ve
morfolojik analizler i¢in harcanan siire ¢ok uzun oldugu i¢in alternatif yontemlere
ithtiya¢ duyulmustur [60,61].
Molekiiler yontemler genetik materyaldeki kii¢iik farkliliklara dayali oldugu igin
tiirlerin daha dogru ayirt edilmesine yardimci olur. En ¢ok kullanilan molekiiler
yontemler:

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

e Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

e Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

e Restriksiyon fragmentlerinin uzunluk polimorfizmi (RFLP)
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e Gen Cip (Microarray)
e DNA dizilimi
o DNA Barkot

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu in vitro kosullarda DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi
esasina dayanir. Bu reaksiyon 3 basamaktan olusur.

e DNA Zincirinin A¢ilmasi (Denatiirasyon)

e Primerin Ag¢ilan Zincire yapigsmasi (Baglanma)

e Primer Uzamasi (Uzama) [62].

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD): RAPD markerlari, tek bir kisa ve
rastgele oligoniikleotid primer kullanilarak, bilinmeyen DNA dizilerinin ¢ogaltilmis
triinleridir. RAPD, herhangi bir genomik DNA’ nin parmak izi i¢in Onceki dizi
analizlerine ihtiyag duymaz. Yakindan iliskili tiirler ve popiilasyon diizeyindeki genetik
cesitliligin ortaya konulmasinda kullanilmistir. RAPD teknigi; ucuz olusu, ¢ok gelismis
aletlere az gerek gostermesi ve kisa siirede ¢ok miktarda DNA marker gelistirmedeki
etkinliginden dolay1 6nemlidir [63,6].

Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (AFLP): Bu yontemin amaci; iki
restriksiyon enzimi ile kesilen ¢ok miktarda ki DNA parcaciginin bulundugu karisimda
bulunan restriksiyon pargaciklarinin 6zel bir alt grubunun amplifiye edilmesidir. Genom
hakkinda bir 6n bilgi olmadan bu yontem kullanilabilir. Elde edilen markerlar giivenilir
ve bilgi saglayicidir [64].

Restriksiyon fragmentlerinin uzunluk polimorfizmi (RFLP): RFLP yontemi, farkli
organizmalara ait aynt veya homolog DNA bolgelerinin restriksiyon enzimleri ile
kesilmesi esasina dayanir. Ayrilan DNA pargalar1 biiyiiklik esasina gore jel
elektroforezinde yiiriitiiliir. Ornekler boyanarak gériiniir hale getirilerek, jeldeki DNA’
larin nitro-selilloz veya naylon membranlar iizerine transferi yapilir ve jelin alkali
ortamda 1sitilmasiyla DNA pargalar1 denatiire edilir. Radyoaktif olarak isaretli DNA
probunun oldugu siviya daldirilir. Probun hibridizasyonu otoradyografi ile agiga
¢ikarilir [65].

Microaaray: Mikroarray calismalarinin temelleri DNA molekiiliiniin fiziksel ve

kimyasal 6zelliklerine dayanir. DNA molekiilii iki tamamlayict ipten olusur. Binlerce
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farkli gen sekanslart DNA microarraylerin iizerine belirli konumlarda yapisir veya
baglanir. Bu destekler cam lam, silicon ¢ip veya naylon membranlar olabilir. Buna
paralel olarak, RNA’ lar extrakte edilir, tamamlayici cDNA’ ya dontstiiriiliir, amplifiye
olur ve floras an boyalar veya radyoaktif olarak etiketlenir. Bu boyalar farkli dalga
boylarinda 1s1k yayar. Uygun lazerle uyarma sonucu kirmizi ve yesil goriinlir. Bu
yontem hizlidir, bircok genin aktivitesi ayni anda izlenebilir ve hasta ve saglikli
hiicrelerdeki genlerin aktivitelerinin karsilagtirilmasina olanak saglar. Lakin aym
zamanda fazla miktarda veri analizi yapidigindan zaman alicidir, verdigi sonuglar
komplekstir, sonuglar kantitatif degildir ve pahali bir yontem olusu dezavantajdir
[66,67].

DNA dizilimi: Niikleik asitler, hiicrede meydana gelen tiim biyolojik olaylar1 yoneten
ve genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasini saglarlar. DNA dizilimleri, DNA
molekiiliinde niikleotid baz denen Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin siralamasini
belirlemek maksadiyla kullanilan metodlart belirtir. Ilk DNA dizisi 1970 li yillarda iki
boyutlu kromotografi ile elde edildi. DNA her gen {iriiniiniin yapisin1 igeren bilgi
deposudur ve organizmanin her parcasini tasvir eder. DNA boyunca bazlarin
olusturdugu sira genetik kalittmi olusturan talimatlarin tiimiinii igerir. YOntemin
faydalari, dizinin varyasyon seklini gostermesi yani degisimin transversiyon yada
transisyon olup olmadig1 gibi konularda bilgi vermesidir. Bunun yani sira niikleotid
sapma derecesinin  Olciilebilmesi, farkli laboratuvarlardan gelen sonuglarin
karsilagtirilabilmesi, dizinin yayinlanip elektronik veri tabanlarinda saklaniyor olusu
gibi yararlarida vardir [68, 69, 70].

DNA Barkod: DNA barkot yontemi DNA dizisi temelli olup birkag lokus kullanilarak
tirlerin tanimlanmasini saglar. Mantarlarin DNA barkodlamasi yoluyla molekiiler
olarak tanimlanmasi, son 15-20 yil boyunca mantar ekolojisi arastirmalarinda onemli
hale gelmistir. 2012 yilinda Uluslar Aras1 Fungal Barkodlama Konsorsiyumu spacer
(ITS) bolgesinin birincil mantar barkodu olarak kullanilmasini 6nerdi [71, 72, 73].

Tiim canlilarda protein sentezi ortak 6zellik oldugundan organizmalar arasindaki
evrimsel iligkiyi ayirt edebilmek icin ribosomal RNA’ lar kullanigli molekiillerdir. r
RNA genlerini kodlayan DNA dizileri ¢alismalarda siklikla kullanilir. rfRNA gen
kiimesi ¢ekirdek ve mitokondride bulunur ve oldukc¢a korunmus degisken bolgelerden

olugur. Tekrarlanan birimlerde iic rRNA geni bulunur kii¢iik rRNA geni (18s), 5.8s
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rRNA geni ve biiyiilk rRNA geni. Korunmus diziler biiyiik alt birim (LSU) ve kiigiik alt
birim (SSU) genlerinde bulunur. Alt birimler arasinda ara bolgeler transkripsiyonu
yapilamayan bolgeler (ITS) ve genler arast bolge (IGS) olarak isimlendirilirler. Bu
bolgeler alt birim dizilerinden daha spesifiktir ve cins, tiir veya tiir i¢i popiilasyonlar
arasindaki ¢aligmalarda kullanilirlar. 18S r RNA boélgesi daha yavas evrim gegirir. Bu
yiizden uzak akraba organizmalarin kiyaslanmasinda daha ¢ok kullanilmistir. Ancak
kodlanmayan bolge (ITS ve IGS) daha hizli evrim gegirir ve cinse ait tiirlerin ve tiir i¢i

suslarin karsilastirilmasinda kullanilir [70,74].
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1. Materyal
Arastirma materyali Edirne Ili Karaagac Kent Ormam topragindan alinmistir.

Ornek 03. Ekim.2015 tarihinde almmistr.

3.1.1. Besiyerleri
Besiyeri 1: Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18)

Tablo 3. 1. DG18 Besiyeri Bilegenleri

Gliserol 220.0¢
Agar 1509
Glikoz 10.0¢g
Pepton 509
KH2PO4 1.0g
MgSO47H20 059
Dikloran 2.0 mg
Kloromfenikol 0.1g

LabM LAB218 hazir besiyeri kullanilmistir.
Gida ve yem lrilinlerinde kserofilik kiif tiirlerinin tespiti igin gelistirilen DG18

besiyerinin kapali alan kiifleri i¢cinde uygun oldugu kanitlanmistir. Hem kserofilik hem
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mesofilik kiifler DG18 besiyerinde iireyebilirler. Rhizopus ve Mucor gibi hizli1 gelisen
kiiflerin gelisimini besiyeri igerisinde bulunan dikloran engeller ve bu tiirlerin asiri
biiyiimesi engellenir. Besiyeri 31.6 g tartilir 1000 ml distile suda ¢6ziiliip homojen hale

getirilir i¢erisine 220 ml gliserol eklenir ve 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilir [68].
Besiyeri 2: Czapek Yeast Agar (CYA)

Tablo 3. 2. Czapek Yeast Agar Bilesenleri

K2HPO4 10g¢g
Czapek Konsantresi 10.0 ml
Yeast Extract 509
Siikroz 30.09
Agar 1509
Distile Su 1000 ml

CYA besiyeri Penicillium cinslerinin tiir tayininde kullanilmistir. Besiyeri

bilesenleri tartilir ve 1000 ml distile su eklenerek homojen hale getirilir. 121°C” de 15

dakika otoklavlanarak steril edilir. Besiyeri 5°C, 25°C, 37°C olmak iizere ii¢ ayri

sicaklik i¢in kullanilir [40].

Besiyeri 3: 25% Glycerol Nitrate Agar (G25N)

Tablo 3. 3. 25% Glycerol Nitrate Agar (G25N Bilesenleri)

K2HPO4 0.75g
Czapek Konsantresi 7.5 ml
Yeast Extract 3.7¢9
Gliserol 250.0 g
Agar 1209
Distile su 750 ml
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Bu besiyeri Penicillium tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilir. Besiyerinin
bilesenleri tartilir ve 1000 ml distile suda ¢oziiniir. Kullanilacak olan gliserol’lin yiiksek
kalite ve diisiik su igerigine sahip olmasi gerekmektedir. Kullanilan diger kimyasallar
analitik diizeyde olmalidir. Besiyeri 121°C* de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir
[75].

BESIYERI 4: Neutral Creatine Sucrose Agar (CSN)

Tablo 3. 4. Neutral Creatine Sucrose Agar Bilesenleri

CS konsantresi 10 ml
Siikroz 10.0¢g
Kreatine 509
KH2PO4 1.0g
Bromocresol purple 0.05¢
Agar 159
Distile su 1000 ml

Kreatine Siikroz Agar Penicillium alt tiirlerinin tanimlanmasi sorununa yeni bir
yaklagim olarak tanitild1 ( Frisvard, 1985). Bu alt tiirlerin proteince zengin gidalar veya
karbonhidratca zengin gidalarda biiylimelerine gore iki gruba ayrildigina dikkat cekti.
Icerisinde bulunan bromocresol isimli boya asit veya baz iiretimini belirlemek amaciyla
kullanilr. CSN besiyeri subgenus Penicillium identifikasyonunda 6nem arz eder.
Besiyeri bilesenleri tartilip homojenize edilmesinin ardindan pH 5.5- 6.8 arasinda
ayarlanir. Besiyeri 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. Sadece subgenus
Penicillium tanisinda kullanilmasi1 gerekmektedir [40].

BESIYERI 5: Malt Extract Agar (MEA)
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Tablo 3. 5. Malt Extract Agar Bilesenleri

Malt Extract 509
ZnS04.7H20 0.01g
CuS04.7H20 0.005¢g
Distile Su 1000 ml

Tabloda verilen degerler 1000 ml suda ¢oziiliip 121° C 15 dk otoklavlanmistir [76].
BESIYERI 6: Potato Dextrose Agar (PDA)

Tablo 3. 6. Potato Dextrose Agar Bilesenleri

Patates Infiizyonu 409
D(+) Glukoz 200 g
Agar 15.0¢
Distile Su 1000 mi

Merck 1.10130.0500 hazir besiyeri kullanilmagtir.

PDA besiyeri mayalarin ve kiiflerin kiiltiivasyon, sayim ve stok kiiltiir olarak
saklanmasinda kullanilan bir besiyeridir. Patates nisastasi ve dekstroz funguslarin
verimli bir sekilde biiylimesini saglarken pH’ 1n steril tartarik asit yardimiyla 3.5” in
altina distiriilmesi bakteriyel biiyiimeyi inhibe eder. Hazir besiyerinden 39 gr tartilarak
1000 ml su i¢inde homojen hale getirilir. 121°C’de 15 dakika steril edilir; stok
kiiltiirlerin saklanmasinda otoklavlanmadan 6nce deney tiiplerine tlip basma 5’er ml
gelecek sekilde paylastirilir ve daha sonra otoklav ile steril edilir [31].

BESIYERI 7: Yeast Extract Sucrose Agar
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Tablo 3. 7. Yeast Extract Sucrose Agar Bilesenleri

Sucrose 150.0 ¢

CuS04.7H20 0.005¢g

Agar 20.0¢

Otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edilir [68].

3.1.2. Cozeltiler
COZELTI 1: Czapek Konsantresi

Tablo 3. 8. Czapek Konsantresi Bilesenleri

KCI 50

FeSO4.7H20 019

CuS04.7H20 0.05¢

CYA ve G25N besiyerlerinin bilesiminde bulunur. Czapek konsantresi
sterilizasyon edilmeden saklanir. Fe(OHs) c¢ozeltisinin yeniden homojen sekilde
dagitilmasi i¢in Czapek Konsatresi her kullanimdan 6nce karigtiritlmalidir [40].

COZELTI 2: Creatine Sucroze Konsatresi (CS)
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Tablo 3. 9. Creatine Sucroze Konsatresi Bilesenleri

KCI 504
MgS0Oa4.7H20 5.09g
FeSO4.7H20 0.1g
ZnS04.7H20 01g
CuS04.7H20 0.05¢g
Distile Su 100 ml

CSN besiyerinin bilesiminde bulunur. Bilesenler homojen hale getirilir ve CSN
agar bilesenlerine dahil edilir [40].
COZELTI 3: Laktofenol Cozeltisi

Tablo 3.10. Laktofenol Cozeltisi Bilesenleri

Distile su 20 ml
Laktik Asit 20 ml
Fenol Kristalleri 20 ml
Gliserin 40 ml
3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Toprak ornekleri topragin 10 cm derininden aseptik sartlarda alinmigtir. Toprak
ornegi alilmiminda kullanilacak spatiil % 70 lik alkol ile temizlenmis ve steril posetlerin
icerisine konularak laboratuvara getirilmistir. Orman topraginda bulunan Penicillium
tirlerinin izolasyon islemi icin Waksman’m ‘° Toprag: Sulandirma Yontemi
kullanilmustir [77].

Laboratuvara getirilen toprak 6rneginden 10 gram tartilarak darasi alinmis petri

kabina konulmustur. Petri kab1 105 °C sicakligindaki firinda 24 saat tutulmus ardindan

yeniden tartilmistir. Bu sekilde toprak kurusu elde edilmistir. Bu nem miktari
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gozoniinde bulundurularak 25 g firin kurusu topraga denk gelen nemli topragin kag
gram oldugu hesaplanmaistir.

Hesaplama sonucunda 25 g toprak kurusuna gelen toprak 500 ml’ lik erlene
konularak {izerine % 09’ luk NaCl c¢ozeltisi konulmustur (107 diliisyon). Bu
sispansiyonun homejine olabilmesi i¢in mekanik ¢alkalama makinesinde 20-30 dakika
boyunca ¢alkalandi. Calkalama islemi ardindan 10 lik siispansiyondan toprak taneleri
dibe ¢okmeden 10 ml alinip iizerine 90 ml NaCl ¢ozeltisi konularak 10 liik diliisyon
elde edilmistir. Bu siispansiyondan da 10 ml alinarak 90 ml NaCl igeren erlene
aktarilarak 10 liik diliisyon elde edilmistir. Ayni islem tekrarlanilarak daha ileri
diliisyon serileri hazirlanmistir. Topraktan funguslarin izolasyonunda kullanilmaya en
elverigli serileri 1/1000 ve 1/ 10000 arasinda olanlardir. Bu diliisyon serilerinden alinan
1 ml 6rnek 9 cm ¢apindaki besiyelerine aktarilir, izerine PDA agar dokiiliir ve 6rnekler
dokme plaka yontemi ile ekilerek 25° C 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir.

Gelisen kiif orneklerinden saf kiiltiir izole edilip izolatlar PDA besiyerine

pasajlanmustir.

3.2.2. Mikrofunguslarin Morfolojik Tanis1

PDA besiyerine izole edilen tiirler yeniden DGI18 besiyerine ii¢ nokta ekim
yontemi ile ekilerek iiretilmis buradan kiiflerin gliserol stok cozeltileri hazirlanmistir.
Izole edilen Penicillium tiirlerinin morfolojik ve kolonial tanimlanmasi amaciyla
Czapek Yeast Extract Agara, Malt Extract Agar, 25% Glycerol Nitrate Agar, Neutral
Creatine Sucrose Agar ve Yeast Extract Sucrose Agar besiyerleri hazirlanmistir. Bu
cinsin tiir tayininde Pitt’in ‘° A Laboratory Guide to Common Penicillium Species
(2000)” , "The genus Penicillium and its teleomorphic states Eupenicillium and
Talaromyces (1979)”’, Samson ve Ark. ‘Food and Indoor Fungi (2010)’” ve ilgili
makaleler esas alinmistir. Czapek Yeast Extract Agardaki tiirler i¢in 3 farkli sicaklikta
inkiibasyon yapilmistir. 5°C, 25°C ve 37°C. 5°C’ de inkiibasyona birakilacak Czapek
Yeast Extract Agar petrileri asetath kalem yardimiyla boliinerek 2 ayri siipheli tiiriin
ekimi ayni petriye yapilmistir. 25 °C ve 37 °C’ de inkiibasyona birakilacak Czapek
Yeast Extract Agar petrilerine siipheli her tiir ayr1 ayr1 ekilmistir. Malt Extract Agar,
25% Glycerol Nitrate Agar, Neutral Creatine Sucrose Agar, Yeast Extract Sucrose Agar

besiyerine siipheli tiirler ayr1 ayri petrilere ekilerek 25 °C’ de 7 gilin inkiibasyona
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birakilmistir. Ayrica ilgili makaleler de gecen 6zel kosullar igin gerekli besiyerlerinde
gerekli inkiibasyonlar yapilmustir. Inkiibasyon siireleri ardindan renk, eksuda olusumu,
tekstiir, ¢oziinlir pigment varligi, koloni c¢aplart gibi makroskobik o6zellikleri
incelenmistir.

Kiiflerin makroskobik olarak incelenmesi ardindan 1 damla Laktofenol Cozeltisi
veya Lacto cotton blue ¢ozeltisi lam {izerine damlatilmistir, incelenicek olan kiif
kolonosinin iizerine selobant degrililerek kiif sporlarinin banta yapismasi saglamis ve
lam’in iizerine yapistirilarak preperat hazirlanmistir veya kolonilerden 6ze yardimu ile
almarak lacto cotton blue veya lactofenol ¢ozeltisi bulunan lam ile preperat

hazirlanmastir.

3.2.3. Mikrofunguslarin Molekiiler Tanis1

Mikrofunguslarin molekiiler tanisi i¢in hizmet satin alimi1 yapilmis olup, hizmet
alinilan firma funguslarin izolasyon islemi icin Bio-Speedy™, Fungal DNA izolasyonu
Kitini kullanmistir. PCR kiti olarak ise Bio-Speedy™, Maya ve Kiif Real- Time PCR
Hizli Tespit Kiti kullanilmastir.

3.2.3.1. Fungal DNA izolasyonu Akis Semasi

1- 2 mL’ lik pargalama tiipleri igerisine 500 pL %0,1 Tris Buffer veya Molekiiler
Dereceli Su ( Moleciilar Grade Water) konularak, Czapek Yeast Extract Agar besiyeri
tizerinde gelistirilen koloniler kazinarak eklendir.

2- Maximum hizda 10 sn vorteks

3- 14000 g’ da 1 dakika santrifiij

4- Ust faz atilir, pargalama tiipiine 500 puL Pargalama Tamponu ve 1.3 mm capli metal
boncuklar ilave edilir.

5- 7000 rpm’ de 2 dakika homejenize edilir ( 1 dakika 2 tur).

6- Homojenize numuneye 5 uL Proteinaz K ilave edilir hafif vortekslenir.

7-55° C’ de 2 saat inkiibasyon

8- 14000g‘da 1 dakika santrifiij

9- Ust faz yeni tiipe aktarilir.

10- 500 puL Baglama Tamponu-1 ilave edilir, hafif vorteks yapilir.

11- 95° C’ 15 dakika inkiibasyon
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12- 14000g’ da 1 dakika santrifiij
13-Ust faz yeni bir tiipe aktarilir
14- 500 uL Baglama Tamponu-1 ilave edilir, hafif vorteks yapilir.
15-Toplama tiipiine DNA kolonu yerlestirilir.
16- Karisimdan 750 pL. DNA kolonuna aktarilir
17- 14000 g’ da 1 dakika santrifiij edilir. Alir atlttaki siv1 (filtrat) atilir.
18- Numune bitene kadar 16. Ve 17. Adimlar tekrarlanir.
19- DNA kolonuna 500 pL yikama tamponu eklenir.
20- 14000d’ da 30 saniye santron tifiij edilir. Filtrat atilir.
21- 19. Ve 20. Adimlar tekrarlanir.
22- Kolon tiipii bos iken 14000 g’da 1 dakika santrifiij edilir ve yeni bir steril
mikrosantrifiij tiipline yerlestirilir.
23- DNA kolonuna 100 pL Coziici Tampon ( eliisyon tamponu veya molekiiler saf su)
ilave edilir ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
24- 14000 g’ da a dakika santrifiij edilir.
25- Tiipte kalan sivi DNA
Elde edilen DNA’ nin saflik ve miktar1 spektrofotometrik yontem ile elde edilir.
0OD260/280 1.6- 2.0 araliginda ve DNA konsantrasyonu >500 ng/uL olmalidir. DNA
konsantrasyonu >100 ng/uL oldugu durumda PCR islemi 6ncesi konsantrasyon 50 ng/

uL olarak sekilde Coziicii Tampon ile islem yapilir.

Tablo 3.11. Protokolde Gegen Kimyasal igerikleri

Parcalama Tamponu %2 CTAB hexadecyltrim ethylam
monium bromide-, 100 mM TrisHCI pH
8,20 mM EDTA, 1.4 M NaCl

Baglama Tamponu-1 4 M Guanidine thiocyanate, 20 mM
TrisHCI, pH 8

Baglama Tamponu-2 2- propanol

Yikama Tamponu 20 mM NaCl, 2 mM Tris- HCI, pH 8;

%80 v/v Etanol
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Tablo 3.12. PCR Kurulumu li¢in Gereken Bilesenler ve Miktarlar1 (1 Reaksiyon I¢in)

2X-MIX

Oligo Mix -10 pM (Forward primer +

Reverse primer)

MGW (molekiiler 6l¢ekli su)

Template (Kalip DNA)

Toplam Reaksiyon Hacmi

5uL
I uL

2 uL
2 uL
10 nLL

PRIMERLER:

ITS_F: TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS_R: GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Tablo 3.13. Real Time PCR Programi (ITS)

Program Dongii Adim Sicaklik Siire Hiz Floresan okuma
Sayisi (°O) (sn) (°C/s) (470 /510 nm)
(Ekzitasyon /
Tespit)
On Inkiibasyon 1 Denatiirasyon 95 600 4<
Cogalma 40 Denatiirasyon 95 15 4<
Baglanma 52 15
Uzama 72 30 Adim sonunda, tek
okuma
Erime Egrisi 1 Erime 65 1 0,5 65 °C- 98 °C arasi
98 1 stirekli okuma

3.2.3.2. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

1-PCR iiriinii 200 pL (0.2 ml) ‘lik tiipe almur.

2- Yaklasik olarak 10 uLL PCR iiriinii bulunan tiipe 10 nL. MGW eklenir, pipetleme ile

karistirilir.

3- 60 uL Baglama Tamponu-1 ve 20 uL Baglama Tamponu-2 eklenir, vortekslenir.

4- Toplama tiipiine DNA kolonu yerlestirilir.
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5- Karisimin tamami DNA kolonuna transfer edilir.

6- 14000g 1 dakika santrifiij edilir. Filtrat atilir

7- DNA kolonuna 500 pL yikama tamponu eklenir.

8- 14000g’ da 30 saniye santrifiij edilir. Filtrat atilir.

90-7. ve 8. Islemler tekrarlanir.

10- Kolon bos iken 14000 g’ da 1 dakika santrifiij edilir.

11- Kolon yeni bir mikrosantrifiij tlipiine yerlestirlir, toplama tiipti atilir.
12- 20 uL Coziicli Tampon eklenir ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
13- 14000 g’da 1 dakika santrifiij

14- Saflastirilan PCR iirlinleri tiipte kalan sividir.

15- Saf PCR iiriinleri -20°C’ de saklanur.
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BOLUM 4

SONUCLAR

Edirne ili Karagag Kent Ormanindan alman toprak orneginde 12 adet

Penicillium cinsine ait tiir tanimlanmistir. Bu tiirler; P. chrysogenum, P. citrinum,

P. commune, P. manginii, P. ubiquetum, P. camemberti, P. sanguifluum, P. janczewskii,

P. canescens, P. steckii, P. hirsutum, P. roseopurpureum’ dur.

Kingdom: Fungi

Sube: Ascomycota

Simif: Eurotimycetes

Ordo: Eurotiales

Aile: Trichomaceae

Cins: Penicillium

Tablo 4.1. Karsilagtirmali molekiiler ve morfolojik teshisler.

izolat  Morfolojik Teshis Molekiiler Teshis Eslesen Ornegin

Kodu Accession No

06 Penicillium chrysogenum  Penicillium chrysogenum  KC009774.1

K31 Penicillium citrinum Penicillium citrinum KX674625.1

K19 Penicillium commune Penicillium commune KC009828.1

K9 Penicillium manginii Penicillium manginii JN 617662.1

05 Penicillium ubiquetum Penicillium ubiquetum NR121514.1

K15 Penicillium camemberti Penicillium camemberti KF285997.1

K24 Penicillium sanguifluum  Penicillium sp. KF367534.1
Penicillium sp. NF2graRla )
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Penicillium sanguifluum

JN 617681.1

K29 *Penicillium janczewskii ~ Penicillium murcianum NR138358.1
Penicillium janczewskii KP016839.1
T HQ607858.1
Penicillium canescens
G4 *Penicillium canescens Penicillium murcianum NR138358.1
Penicillium janczewskii KP016839.1
e HQ607858.1
Penicillium canescens
K23 Penicillium steckii Penicillium steckii KP942904.1
G5 *Penicillium hirsutum Penicillium hirsutum JN 942853.1
Penicillium sp. JF 311967.1
e JF 311949.1
Penicillium sp.
AJ 004817.1
Penicillium hordei
09 *Penicillium roseopurpureum  Penicillium sanguifluum KJ 191428.1
Penicillium sanguifluum ~ JN617711.1
SRTIT GU 566236.1
Penicillium
roseopurpureum

e Molekiiler teshiste farkl tiirleri ayn1 query cover ve max. ident oraniyla veren
izolatlar

Penicillium chrysogenum (Thom 1910)

Koloniler CYA besiyerinde hizli biiylime gosterir ve 7. giinde ¢aplart 35-45mm’
dir. Miselyum beyaz veya sari, eksuda sar1 damlalar halindedir. Genellikle sar1 renkli
pigment iiretirler. Ters ylizeyleri sar1, bej veya soluk krem goriinebilir.

MEA besiyerinde koloniler 25-40 mm ¢apa ulasabilir. Koloniler kadifemsi,
nadiren merkez kisminda yiintimsiidiir. Miselyum gosterigsiz, konidia grimsi turkuaz
veya soluk yesil renktedir. Ters ylizeyleri soluk veya sarimsi renktedir.

G25N besiyerinde koloni ¢apt 18-22 mm’ dir. Koloniler 1sinsal sulkat veya
yogun, ters yiizeyleri soluk renkli, parlak sari, kahverengi veya kirmizimsi
kanverengidir.

CSN besiyerinde koloniler 12-18 mm ¢apindadir, biiyiime giiglii veya orta

derecelidir. Ortam ve ters yiizey notral ve hafif asidiktir.
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Konidioforlar ~ seffaf  200-300 pum  uzunlugundadir.  Tetravertisillat,
quaterverticilliate veya biverticillate olabilir. Rami 15-20 um, metula silindirik, konidia
elipsodial veya kiiremsidir.

Bu tiirtin tanimlanmasi Pitt” in ‘A Laboratory Guide to Common Penicillium Species

(2000)’ e gore yapilmustir.

Sekil 4.1. P. chrysogenum A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. CYA
25°C’ de ters koloni morfolojisi, C. MEA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi D.
G25N 25°C’ de 7 ginlik koloni morfolojisi E. CSN 25°C” de 7 giinliik koloni
morfolojisi F. P. chrysogenum mikroskobik goriintiisii

P. citrinum (Thom 1910)

CY A besiyerinde kolonilerde 1limli biiylime goriiliir ve ¢aplart 27-33 mm’ dir.
Konidia grimsi yesil veya mavi-gri-yesil, miselyum goze g¢arpmayan, bazi suslar
tarafindan kii¢iik eksuda damlalar iiretilir (soluk sar1 veya berrak renkte). Coziiniir
pigment sar1 renkte, koloni tersten kahverengimsi sar1. 5 °C’ de inkiibe edilen petrilerde

bliylime goriilmez.
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YES besiyerinde iyi sporulasyon, koloni cap1 29-37 mm, konidyal renk
degisken; gri-yesil veya koyu yesil. Coziiniir pigment suslarin ¢ogunlugunda mevcut,
pigment giiclii sar1 ve sar1 turuncu renkte.

MEA’ da 18-25 mm ¢apinda koloniler goriiliir. Koloniler beyaz yiiniimsiidiir.
Miselyum grimsi bazen grimsi turuncu renktedir. Konidia soluk yesil, kenarlarda grimsi
mavidir. Kolonilerin bu besiyerinde tersten goriiniimleri soluk kahverengi veya yogun
sarimsi1 kahverengi olabilir.

Sklerotium yok. Konidiofor baskin olarak bivertisilat, taze izolatlarda
tervetisillat olabilir. Fiyalidler ampulliform. Konidya kiiresel veya subglobose.

Bu tiiriin tanimlanmasi Pitt’ in ‘A Laboratory Guide to Common Penicillium
Species (2000), Jos A. M.P. Houbroken, Jens C. Frisvard, Robert A. Samson’ un °

Taxonomy of Penicillium citrinum and related species’ ve J. Houbraken, J. C. Frisvard

ve R. A. Samson’ un ‘Taxonomy of Sectian Citrina’ makalesine gore yapilmistir.

Sekil 4.2. P. citrinum A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. CYA 25°C’ de
ters koloni morfolojisi, C. MEA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi D. G25N 25°C’
de 7 giinliik koloni morfolojisi E. CSN 25°C’* de 7 giinliik koloni morfolojisi F. P.
citrinum mikroskobik goriintiisii.
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P. commune (Thom 1910)

CY A besiyerinde koloniler orta hizda biiyiir ve ¢aplar1 30-37 mm’ dir. Koloniler
kadifemsi veya ylinlimsii olabilir. Miselyum beyaz renkte, konidia grimsi turkuaz, soluk
mavi veya soluk yesil olabilir. Bej rengi eksuda olusur. Koloniler tersten kremsi, mat
sar1 veya kahverengimsi sar1 olabilirler. 37 °C’ de inkiibasyona birakilan petrilerde
biliylime goriilmez.

MEA’ da biiyliyen kolonilerin ¢aplar1 23-30 mm’ dir. Koloniler kadifemsi veya
fasikulat’tir. Miselyum beyaz, konidia gri yesildir. Ters yiizeyleri soluk veya agik
saridir.

G25N besiyerinde koloniler diiz, sulkat veya kirisik ve siklikla fasikulattir.
Miselyum beyaz veya sarimsi renktedir. Ters ylizeyleri soluk veya turuncu kahvedir.

CSN besiyerinde biiytime iyidir.

Konidyaforlar seffaf, tervetisillate ve 200-400 pm uzunlugundadir. Metula 10-
15 pm ve silindirik, fiyalidler 9 um uzunlugunda ve ampulliform’ dur. Konidia kiiremsi
veya elipsodial olabilir.

Bu tiiriin tanimlanmasi Pitt” in ‘A Laboratory Guide to Common Penicillium

Species (2000)’ e gore yapilmistir.
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’eg__ [" ?'_
Sekil 4.3. P.commune A. CYA 25°C’de 7 glinliik koloni morfolojisi B. CYA 25°C’de 7
giinliik ters koloni morfolojisi, C. MEA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi D. MEA

25°C’de 7 giinliik ters koloni morfolojisi E. CSN 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi
F.. G25N 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi

P. manginii (Duche &R. Heim 1931)

CYA besiyerinde orta dereceli biiylime goriiliir ve koloni ¢aplart 28-40 mm’ dir.
Koloni dokusu kadifemsi, konidia gri-yesil, miselyum agik sari, eksuda bazi suslarda
seffaf bazilarinda sar1 damlalar halinde, ¢Oziiniir pigment saridir. Koloniler tersten
turuncu veya merkezi kirmizi etrafi turuncudur.

YES besiyerinde orta derecede biiyiime, konidia gri yesil, miselyum agik sari,
giclii ¢ozinlir kirmizi pigment, koloniler tersten siyah-kirmizi veya kirmizi
kahverengidir

MEA’ da gelisim degisiklik gosterir. Gelisim goriilmeyebilir veya iy1 gelisim
gozlenebilir. Koloni yas aldik¢a yiiniimsii koloni dokusu gortiliir.

Sklerot gencken agik sari- kahverengi ve acik renkli, yas aldik¢a turuncu
kahverengine doner. Konidioforlar agirlikli olarak simetrik, bivertisillate; sap 200-200
um uzunlugunda, ince piiriizlii duvarli veya zaman zaman piiriizsiiz duvarli olabilir.

Fiyalidler ampulliform, konidialar elipsodial ve piiriizsiidiir.
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Bu tiiriin tanimlanmas: J. Houbraken, J. C. Frisvard ve R. A. Samson’ un

‘Taxonomy of Sectian Citrina’ makalesine gore yapilmistir.

TEniT |

Sekil 4.4. P.manginii A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. MEA 25°C’ de
koloni morfolojisi, C. G25N 25°C” de 7 giinliikk koloni morfolojisi D. CSN 25°C’de 7
giinliik koloni morfolojisi E. YES 25°C” de 7 giinliik koloni morfolojisi F. P. manginii
mikroskobik goriintiisii

P. ubiquetum (Frisvard & Samson 2011)

CYA besiyerinde koloni ¢ap1 24-34 mm’ dir. lyi sporiilasyon, kadifemsi koloni
dokusu, konidya mat yesil veya koyu yesil, miselyum gosterissiz, eksuda seffaf,
¢Oziiniir pigmentler yoktur. Koloni tersten ten rengi, turuncu merkezli pembemsi ve
siklikla turuncu pigmentlidir.

YES besiyerinde koloni ¢apt 30-36 mm’ dir. Besiyerinde iyi sporiilasyon,
miselyum beyaz, ¢Oziinebilir pigmentler yoktur. Kolonilerin ters ylizeyleri turuncu
tonlarda pembemsi turuncudur.

MEA’ da koloni ¢ap1 18- 26 mm’ dir. Orta veya iyi sporiilasyon, konidia rengi
mavi-yesil, yesil veya mavimsi-gri yesil veya koyu mavi yesildir. Koloni dokusu
stingerimsidir.

Sklerot yok, konidyaforlar simetrik birverticillat, sap kisa 300 um, diizgiin 2.5-
4.0 um genisligindedir.
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Bu tiirlin tanimlanmas: J. Houbraken, J. C. Frisvard ve R. A. Samson’ un

‘Taxonomy of Sectian Citrina’ makalesine gore yapilmistir.

\ )

Sekil 4.5. P. ubiquetum A. CYA 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi B. CYA 25°C’de
7 giinliik ters koloni morfolojisi C. MEA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi D. MEA
25°C’de 7 giinliik ters koloni morfolojisi E. G25N besiyerinde 25°C’ de 7 giinliik koloni
morfolojisi F. CSN besiyerinde 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi.

P.camemberti (Thom 1906)

Koloniler CYA besiyerinde yavas biiyiir ve ¢aplar1 25-35 mm’ dir. Genellikle 1
mm yiiksekligine kadar yiikselmis havasal miselleri vardir. Koloni dokusu yiintiimstidiir.
Eksuda nadiren goriiliir ve beyaz damlalar halindedir. Koloniler tersten krem veya
donuk sar1 goriiniirler.

MEA besiyerinde koloniler hizli biiylir. Caplar1 25-40 mm’ dir. Konidyalar
grimsi yesildir. Koloniler tersten soluk veya agik sari renktedir. Koloni dokusu
kadifemsi nadiren grantilar fasikulattir.

G25N besiyerinde koloni ¢ap1 18-22 mm’dir.

CY A besiyerinde 5°C’ de koloni ¢ap1 3-6 mm.

CYA besiyerinde 37 °C’ de biiylime yok.

44



CSN besiyerinde kolonilerin ¢aplar1 15-20 mm’ dir. Giiglii biiyiime goriiliir,
besiyeri ylizeyi alkalidir

Konidiaforlar havasal hiflrden dogar, sap 200-400 um, piiriizlii veya pliriizsiiz
duvarlidir. Metula 8-12 pm uzunlugunda; fiyalidler 10-12 (-15) um ve ampiilliform’
dur.

Bu tiiriin tanimlanmas: J. Houbraken, J. C. Frisvard ve R. A. Samson’ un

‘Taxonomy of Sectian Citrina’ makalesi ve R. A. Samson, J. Houbraken, U. Thrane, J.

C. Frisvard ve B. Andersen’ in ‘Food and Indoor Fungi’ isimli kitaba gore yapilmistir.

Sekil 4.6. P.camembertii A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. MEA 25°C’
de koloni morfolojisi, C. G25N 25°C” de 7 giinliik koloni morfolojisi D. CSN 25°C’ de
7 giinliik koloni morfolojisi E. YES 25°C” de 7 giinliik ters koloni morfolojisi F. P.
camembertii mikroskobik goriintiisii.
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P. sanguifluum (Biourge 1923)

CYA besiyerinde 18-26 mm c¢apinda sporulasyon orta veya zayif diizeydedir.
Kadifemsi koloni dokusu goriiliir. Konidya gri-yesil, miselyum beyaz veya soluk bej,
eksuda yok veya koyu kirmizi kahverengi rengindedir, ¢Oziiniir pigment kirmizi
renktedir. Koloniler terstten koyu kirmizi kahverengi veya kirmizidir.

YES besiyerinde sporulasyon yok veya seyrek, miselyum beyaz, soluk beyaz
veya soluk sar1. Coziiniir pigment yok veya turuncu, ters turuncu, turuncu kahverengi,
turuncu kirmizi merkezliveya degil.

MEA besiyerinde koloniler 17-26 mm’ dir.Koloni dokusu yiliniimsiidiir.

CSN besiyerinde 5-14 mm ¢apinda olan kolonilerde zay1f biiylime goriiliir. Asit
iretimi zayiftir veya goriilmez.

Sklerot  goriilmez. Konidiyoforlar monovertisillat, kisa, 15-20 mm

uzunlugundadir. Fiyalidler ampiilliform, konidia globose veya subglobose’dur.

Bu tiiriin tanimlanmas1 J. Houbraken, J. C. Frisvard ve R. A. Samson’ un ‘Taxonomy of
Sectian Citrina’ makalesine gore yapilmistir.

Sekil 4.7. Psanguifluum A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. MEA 25°C” de
koloni morfolojisi, C. G25N 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi D. CSN 25°C 7 giinliik
koloni morfolojisi E. YES 25°C’ de 7 giinliik ters koloni morfolojisi F. P. sanguifluum
mikroskobik goriintiisii
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Penicillium janczewskii (K. M. Zaleski 1927)

Koloniler CYA besiyerinde 25-32 mm, i1smsal sulkat, yogun veya orta
yogunlukta yiinlimsii koloni dokusu, miselyum beyaz bazi izolatlarda soluk sari,
konidya sporulasyonun yogun olmadigi petrilerde yesilimsi-gri, ama yogun sporulasyon
olan petrilerde daha koyu, mat yesil. Berrak eksuda ve ¢oziinebilir pigment bazen
tiretilir. Tersten kahverengi, koyu kahverengi turuncu veya koyu kirmizimsi turuncu.

MEA besiyerinde koloni ¢ap1 18-24 mm, radial sulkat, yliniimsii koloni dokusu,
miselyum beyaz veya soluk sar1, bazen soluk turuncu veya pembemsi; turuncu veya sari
¢cozlinlir pigment bazen {retilir. Koloni tersi somon rengi veya c¢oziinlir pigment
varliginda koyu turuncu.

G25N besiyerinde 15-20 mm ¢apinda, bazen 12 mm ¢apinda. Isinsal sulkat,
kadifemsi veya yiiniimsii koloni dokusu, miselyum beyaz- soluk sari, tersten genellikle
soluk sar1, mat kahverengi.

CY A besiyerinde 5° C’ de inkiibe edilen petrilerde mikrokoloni olusabilir.

CYA besiyerinde 37° C’de tipik olarak biiylime yok ancak bazen koloniler 10
mm’ ye ulasabilir.

Konidiyoforlar havasal hiflerden dogar, ince bir sap, diizgiin duvarlar ve 50-200
pum uzunlugundadir. Fiyalidler ampulliform ve 6-8 pm uzunlugundadir.

Bu tiiriin tanimlanmasi Pitt” in ‘A Laboratory Guide to Common Penicillium

Species (2000)’ e gore yapilmistir.
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Sekil 4.8. P.janczewskii. CYA 25°C’ de 7 giinliikk koloni morfolojisi B. MEA 25°C” de
koloni morfolojisi, C. G25N 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi D. CSN 25°C’ de 7
giinliik koloni morfolojisi E. YES 25°C” de 7 giinliik ters koloni morfolojisi F. P.
janczewski mikroskobik goriintiisii

N :

P. canescens (Sopp 1912)

CY A besiyerinde koloni ¢ap1 25-35 mm, 1sinsal sulkat, ylinimsii koloni dokusu,
miselyum tipik olarak acik gri- acik yesil, eksuda genellikle mevcut, berrak veya koyu
kahverengi ¢6ziiniir pigment her zaman bulunmamakla birlikte sarims1 kahverengide
olabilir. Koloni tersten koyu kahverengi, bazi izolatlarda daha soluk renkte.

MEA besiyerinde koloni ¢apt 15-25 mm’ dir. Yiiniimsii koloni dokusu,
miselyum beyaz, soluk agik sar1 veya kahverengimsi, bazen sari- kahverengi ¢0ziiniir
pigment mevcut. Tersten soluk, sari- kahverengi, turuncu kahverengi veya koyu
kahverengi.

G25N besiyerinde koloni ¢apt 15-20 mm’ dir. Sulkat veya burusuk, kadifemsi
veya hafifce yiiniimsii koloni dokusu, miselyum beyaz veya krem, tersten sari
kahverengi veya koyu kahverengi.

CYA 5 °C’ de mikrokoloni olusabilir.

CYA 37 °C’ de genellikle iireme yok, nadiren 15 mm olabilir.
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Konidyofor yiizey hiflerinden dogar genellikle. Fiyalidler genis ampulliform, 7-
8 um uzunlugunda.

Bu tiiriin tanimlanmasi Pitt’ in ‘A Laboratory Guide to Common Penicillium
Species (2000)’ e gore yapilmustir.

Sekll 4.9. Penicillium canescens A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morf010Jlsl B CYA
25°C’ de 7 giinliik ters koloni morfolojisi, C. MEA 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi
D. G25N besiyerinde 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi E. CSN besiyerinde 25°C’ de
7 giinliik koloni morfolojisi F. P. canescens mikroskobik goriintiisii.

P.steckii (K. M. Zaleski 1927)

CYA besiyerinde orta veya iyi sporulasyon, kadifemsi koloni dokusu, konidya
gri-yesil, miselyum goze garpmayan, kiigiik berrak veya sar1 eksuda damlalar halinde,
¢oziinlir pigment yok, tersten krem renginin tonlar1 (krem, soluk krem, sari-krem,
kahverengi krem).

YES besiortaminda orta veya iyi sporulasyon koloni ¢ap1 29-40 mm. Konidya
gri-yesil, bazen donuk yesil, ¢oziiniir pigmentler yok, ¢ogu izolatlarin tersi sar1 bazen
turuncu.

MEA besiyerinde 1yi sporulasyon, konidya gri yesil veya mat yesil, kadifemsi
koloni dokusu.
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Sklerot yok. Yiizey hiflerinden dogan konidyoforlar, cogunlukla simetrik olarak
bivertisillat. Fiyalidler ampulliform. Konidya genel olarak elipsoidal, baz1 suslarda hafif

fusiform .

Bu tiirlin tanimlanmasi J. Houbraken, J. C. Frisvard ve R. A. Samson’ un ‘Taxonomy of
Sectian Citrina’ ve Jos A., M.P. Houbroken, Jens C. Frisvard, Robert A. Samson’ un ¢
Taxonomy of Penicillium citrinum and related species’ makalesine gore yapilmistir.

Sekil 4.10. Penicillium steckii A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. CYA
25°C’ de 7 giinliik ters koloni morfolojisi, C. MEA 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi
D. G25N besiyerinde 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi E. CSN besiyerinde 25°C’ de
7 giinliik koloni morfolojisi F. P. steckii mikroskobik goriintiisii.

P. hirsutum (Dierckx 1901)

CYA besiyerinde 30- 40 mm ¢apinda, 1sinsal sulkat, ylizey dokusu tipik olarak
graniiler, miselyum kenarlarda beyaz, beyaz agik sar1, grimsi yesil, mat yesil, mavimsi
sarimst1 yesil renk, eksuda genellikle koyu kizil kahverengiye yakin violey kahverengisi
bazen agik kahverengi. Coziiniir pigment tipik olarak iiretilir, koyu sari-turuncu kahve

bazen kirmizimsi kahverengi, tersi ayn1 renklerde goriiliir.
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MEA besiyerinde 25-35 mm ¢apinda kiifler gelisir, miselyum koyu sari, eksuda
bazi izolatlar tarafindan iiretilir, oyu kirmizi, tersten soluk- koyu sar1 yesil veya turuncu
kahverengi.

G25N 18-22 mm capinda koloniler gelisir, koloni dokusu yiliniimsii, miselyum
beyaz veya sari, sar1 ¢oziiniir pigment genellikle tiretilir, tersten parlak sari-yesil veya
turuncu kahverengi.

CYA 5°C’ de 2-5 mm ¢apinda.

CYA 37°C’ de iireme goriilmez.

CSN besiyerinde 24- 30 mm c¢apinda, giiglii biiyiime gozlemlenir. Asit {iretimi
vardir, tersten sar1 bazen kahverengi pigment mevcut.

Konidioforlar ¢ogunlukla yiizey hiflerinden dogar, stipe 20-500 pm
uzunlugunda, tervetisillat veya quatervertisillat. Fiyalidler ampulliform, diizgiin duvarli,
9-12 um uzunlugunda.

Bu tiiriin tanimlanmasi Pitt” in ‘A Laboratory Guide to Common Penicillium

Species (2000)’ e gore yapilmistir.

i > - B 1
Sekil 4.11. Penicillium hirsutum A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. CYA 25°C’
de 7 giinliik ters koloni morfolojisi, C. MEA 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi D. G25N
besiyerinde 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi E. CSN besiyerinde 25°C’ de 7 giinliik koloni
morfolojisi F. P. hirsutum mikroskobik goriintiisii.
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P. roseopurpureum (Dierckx 1901)

CYA besiyerinde sporulasyon yok veya seyrek koloni ¢apt 7- 16 mm’ dir.
Koloni dokusu kadifemsi, konidya gri-yesil, miselyum beyaz veya soluk sari, eksuda
yok veya seyrek olarak koyu kirmizi kahverengi damlalar halinde, ¢oziiniir pigment
turuncu, koloni tersi kahverengi (kirmizi kahverengi, karamel veya sar1 kahverengi)

YES besiyerinde sporulasyon degisken veya zayif, koloni ¢ap1 12- 18 mm.
Miselyum beyaz veya soluk sari, ¢oziiniir pigment yok veya sar1 kahverengi, tersten
kirmizi- kahverengi merkezli etrafi sar1, turuncu-kirmizi veya sart.

MEA besiyerinde seyrek sporulasyon, koloni ¢apt 9-19 mm. Zamanla gri-yesil,
koloni dokusu kadifemsi veya yliniimsii.

Sklerot yok. Konidyofor gencken monovertisillat, yasla birlikte bivertisillat. Ana
konidyoforun uzunlugu 50- 150 pm. Fiyalidler ampulliform. Konidyolar globose veya
subglobose.

Bu tiiriin tanimlanmasi J. Houbraken, J. C. Frisvard ve R. A. Samson’ un

‘Taxonomy of Sectian Citrina’ makalesine gore yapilmistir.

Sekil 4.12. Penicillium roseopurpureum A. CYA 25°C’ de 7 giinliik koloni morfolojisi B. CYA 25°C’ de 7 giinliik
ters koloni morfolojisi, C. MEA 25°C’de 7 giinliik koloni morfolojisi D. G25N besiyerinde 25°C’de 7 giinliik koloni
morfolojisi E. CSN besiyerinde 25°C” de 7 giinliik koloni morfolojisi F. P. roseopurpureum mikroskobik goriintiisi
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BOLUM 5

TARTISMA

Toprak biinyesinde bir¢ok canliy1 6zellikle ¢esitli mikroorganizmalar1 barindiran
karmagik bir ortamdir. Mikroorganizmalarin topraktaki ortalama sayilari, ortam
sartlarina bagl olarak cesitlilik gosterir. Ortam sartlari; topragin organik madde miktari,
toprak profilinin yapisi, tizerindeki bitki ortiisti, pH, nem miktari, sicaklik, su tutma
kapasitesi, icerigindeki fosfor ve potasyum miktari, yilin mevsimleri’ dir. Yiiksek Os,
CO2 veya N seviyesine maruz kalmasinda durumunda orman topraklarindaki bakteri ve
mantar etkinliklerinin degisebilecegi ile ilgili rapor ortaya ¢ikmistir. Toprak mantarlari,
topraklarda bakterilere kiyasla yaklasik 100 kat daha az olmasina ragmen daha biiylik
bir biyokiitleye sahiptir [78,21].

Fungal popiilasyon toprak yiizeyinde her daim daha yiiksektir. Bu durum daha
yiiksek miktarda karbon, daha yiiksek havalandirma ve daha fazla nemin yani
funguslarin taleplerini karsilayan sartlarin toprak yiizeyinde daha ¢ok saglanmasindan
kaynaklanir. Benzer sonuglar bagka aragtirmacilar tarafindan da yiizey katinda mantar
sayisin1 daha fazla oldugunu ve toprak derinligi arttik¢a sayinin azaldigini géstermistir.
Bizde bu ¢aligmalarin 15181inda 6rnegimizi topragin 10 cm derininden aseptik sartlarda
aldik. Orman topraginda bulunan Penicillium tiirlerinin izolasyon islemi icin
Waksman’in ““ Topragi Sulandirma Yontemi’” kullanilmistir. Bu yontem funguslarin
izolasyonunda en ¢ok kullanilan ve en iyi sonug veren yontemdir [21, 79].

Toprak pH si, organik igerik, su fungal ¢esitliligi ve popiilasyonu etkileyen ana
faktordiir. Organik karbon, nitrojen, fosfor ve potasyum mantarlar i¢in 6nemlidir.
Bunlardan birinin yoklugunda kiiflerin biiylime ve sporulasyonunu etkiledigini ortaya

koymustur. Mantar popiilasyon yogunlugunun, muson mevsiminde, toprak nemi 6nemli
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derecede yiiksek oldugu zaman meydana geldigi bildirilmistir. pH, nem sicaklik,
organik azot gibi ¢evresel faktorlerin mikroflora dagliminda 6nemli rol oynadigini
bildirmislerdir [2].

Ahmet Asan ve Omer Kara yapmis oldugu calismada; toprak profilindeki
mantarlarin  sayisinin, tiim bolgelerde iistten alta dogru siirekli olarak azaldigini
bildirmislerdir. Tipik olarak A: horizonunda organik madde ve nem gibi faktorler ile
orantili olarak toprak mantar sayilari daha fazla bulunmustur. Cam ormanlarindaki
mantar bollugu yaprak doken ormanlardan diisiiktiir. Bunun nedeni iki faktor ile
aciklanmistir. Bunlardan birincici ¢am ormanlarnin A1 horizonundaki organik madde
iceriginin daha az olmasi iken ikincisi ¢cam dokiintiilerinin kimyasal bilesimidir. Onceki
caligmalar ( Christen, 1969; Jensen 1974) topraga giren dokiintii tiiriine gére mikrobiyal
kominitenin degistigini tespit etmistir. Yapilan ¢alismada Penicillium tiirlerinin belirgin
bir sekilde bol oldugu ve toplam taksonlardan daha yiiksek oranda bulundugunu ortaya
koymustur. Benzer sekilde Christensen’ de Penicillium tiirlerinin kuzeyyarim kiiredeki
orta enlemlerde 6nemli bir cins oldugunu ve toplam mantar tiirlerinin %27-49’ unu
olusturdugunu belitmistir. Yapilan ¢alismalar farkli agag tiirlerinin mantar topluluklar
arasinda bir fark oldugunu ortaya koymustur. A1 horizonunun aksine toprakalti mantar
toplulugunda en yiiksek benzerligin cam ve mese ormani arasinda oldugu ve bununda
kismen agilanabilir oldugunu bulmustur, asagiya sizan organik bilesiklerin kimyasal
farkliliklarindan dolay1. Agag tiirlerine bagli olarak, dokiintiilerden ¢ikan maddelerin
sizintilarinda farkliliklar vardir. Yiizay katmanmin lignin ve diger polifenolik
bilesiklerin yiiksek konsantrasyonu, igne ¢Opiiniin pargalanmasini zorlastiriken, yaprak
copleri kolayca siiziiliip ayrisan suda c¢oziiniir bilesikler igerir; seker, aminoasit ve
alifatik asitler. Onceki ¢aligmalar agag Ortiisiiniin, orman toprag: dzelliklerini belirleyen
en onemli faktorlerden biri oldugunu gostermistir. Bizim arastirma sahamizda ise igne
yaprakli agaclar seyrek olarak bulunurken yaprak doken genis yaprakli agaglarin
yogunlukta oldugu gézlenmistir [15, 80, 81]

Ayse Dilek Azaz Bandirma Kuscenneti Milli Parkindan aliman 15 toprak
numunesinden topragi seyreltme plaka ve yikama yontemi ile 199 fungal izolat elde
edilmistir. Yapilan ¢alismalarda en yiiksek tiir cesitliligine sahip olan cins 16 tiir ile

Penicillium’ dur [82].
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A.Dilek Azaz, Ismet Hasenekoglu Goktas Bakir Fabrikasr® nin kirlettigi
alanlarin mikrofungus florasi ve bunun normal ormal toprag: florasi ile karsilastirilmasi
lizerine bir aragtirma yaparak Goktas Bakir Fabrikasi civarindaki topraklarin
mikrofungus florasini kalitatif ve kantitatif olarak incelemistir. Yaptigi calisma
sonucunda 62 tiir ve varyete elde etmistir. Aragtirma alan1 topraklarinda tiir sayisi en
zengin cins ki aylarinda % 20.445 ile Penicillium cinsine aittir [83].

Oner (1973) Atatiirk Universitesi Erzurum Ciftligi Egerli dag1 kuzey yamaci
mikrofungus mikrobiyotasi ile alakali olarak yapmis oldugu ¢alismada 74 mikrofungus
tiirli izole etmistir. Bu ¢alismada Penicillium sp, Fusarium sp ve Aspergillus sp tiirleri
en yaygin tiirlerdir [84].

Hasenekoglu (1980) Sarikamis civari orman, ¢ayir ve tarlalarin mikrofungus
florasini tespit etmek amaciyla ¢ Topragi Sulandirma Yontemi’® ile ¢alisma yapmuistir.
Calisma sonucunda Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Paecilomyces ve
Trichoderma cinslerinin en yaygin cinsler oldugunu ortaya koymustur. Yaptigi
calismada tiim aragtirma sahasinda tiir sayist bakimindan da cins sayis1 bakimindanda
en yaygin cinsin Penicillium oldugunu belirtmistir [85].

Hasenekoglu(1982), Erzurum et kombinasi civarindaki kirlenmis topraklarin
mikrofungus popiilasyonunu incelemis Calisma sonucunda Penicillium cinsine ait
tiirlere siklikla rastladigini belitmistir [86].

Hasenekoglu ve Siiliin (1991) Erzurum Askale Cimento Fabrikasinin Kirlettigi
topraklarin mikrofungus mikrobiyotasin1 saptamak amaciyla calisma yapmistir.
Calismada ‘ Topragi Sulandirma Ydntemi’ kullanarak 37 farkli mikrofungus izolat1 elde
etmistir. Penicillium sp, Aspergillus sp, Clodosporium, Geomyces sp Beaueria sp en
yaygin tiirlerdir. Kirliligin olmadig1 topraklarda c¢aligma alanindan alinan Orneklere
nazaran daha zengin flora tespit etmistir [87].

Hasenekoglu ve Azaz (1991) yilinda Sarikamis civarindaki traglanmis orman
alanlar1 topraklarinin mikrofungus florasint ve bunu normal toprak florast ile
karsilagtirmistir. Calisma sonucu 87 ayr1 mikrofungus izolat1 elde etmis, her iki
alandada Penicillium spp ilk siray1 alirken sirasiyla Acremoniumsp, Aspergillus sp,
Trichoderma spp, Cladosporium spp tiirleri takip etmisti [88].

Siiliin ve Hasenekoglu (1993) Kuzey Anadolu Bolgesi topraklarmin Aspergillus

ve Penicillium Florasim1 arastirmistir. Topragi Sulandirma Yontemi ile yaptigi
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calismada 270 istasyondan alinan Orneklerden toplamda 40 farklt mikrofungus tiirii
izole etmistir. Bunlarda 21 tanesi Penicillium cinsine aitteken, 19 tanesi Aspergillus
cinsine aittir. Penicillium tiirleri gesitlilik ve frekans acisindan Aspergillus tiirlerine
oranla daha zengin bulunmus [89].

Yapilan galismalara gore Penicillium cinsine ait tiirlerin toprakta diger tiirlere
gore daha ¢ok bulundugu ve en yiiksek oranin kis aylarinda goriildiigii tespit edilmistir.
Bizim yapmis oldugumuz calismayi gesitli faktérler ve mevsim etkili olmustur.

Gelisen teknolojinin mikrobiyoloji alaninda bizlere sundugu en Onemli
yeniliklerden birisi molekiiler tanimlama yontemleridir. Molekiiler tanimlama
yontemlerine yenilerinin eklenmesi, c¢esitli amaglarla yiiriitiilmekte olan bilimsel
calismalara ¢ok onemli katki saglamaktadir. Bu yontemlerin bu denli kullanilmasim
saglayan faktorler maliyet ve deneyimli personel ihtiyacidir. Bu sebeple iilkemizde de
bu yontemlerin bilimsel c¢alismalarda kullanilmasi hiz kazanmistir. Bizde yapmis
oldugumuz g¢alismada molekiiler yontem kullanarak sonuglarimizi daha giivenilir hale
getirmeyi amag edindik. [90].

1990° I yillarda, DNA sekanslama, taksonomistler i¢in en gii¢lii araglardan biri
haline geldi. Ciinkii standartize kiiltiir rejimine ihtiya¢c duymadan tiirler arasindaki
iliskileri ¢ikartmak i¢in firsatti. Mantarlarin dahili transkripsiyonlu spacer r DNA alani
ITS idi. ITS mantarlarin en yaygin sekilde dizilenen isaretleyicidir ve evrensel primerler
mevcuttur. Ancak Penicillium ve diger birgok Ascomycotes igin ITS yakindan iligkili
tiim tiirlerin ayirt edilmesi i¢in yeterince degisken degildir [3]

John W. Taylor ve arkadaslarinin yaptigi c¢aligmaya gore ITS 1 ve ITS 2
bolgeleri, yaygin gida kaynakli Penicillium tiirlerinin taksonomik, ekolojik ve fizyolojik
verilerini desteklemek i¢in kullanilanilecek bilgileri igermektedir, ancak ITS
degiskenliginin derecesi, tlim bu yakindan iligkili olan tiirlerin ayrilmasini
kolaylastirmak i¢in diisiiktiir. Diger genlerden gelen ilave dizi verileri, tervetisillate
Penicillium arasindaki filogenetik iligkileri kurmak i¢in yeterli karakter saglayabilir
[91].

Penicillium cinsinde bir tiir isaretleyicisi olarak ITS ile ilgili sinirlamalar
nedeniyle, izolatlari tiir diizeyine gore tanimlamak i¢in genellikle ikincil bir barkod veya

tanimlama isareti gereklidir. Bu isaretleyici filogenetik aragtirmalar i¢in kullaniglh
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olmalidir. Kritere uygun olarak Penicillium cinsi i¢in ikinci tanimlama marker1 olarak {3
tubulin onerilmektedir. Ancak bu bolge ile de problemler yasanmaktadir [3].

Diger olasi ikincil isaretleyici secenekleri arasinda calmodulin veya RNA
polimeraz Il ikinci en biiyiik alt birin genleri RPB2 bolgeleri vardir. Gen B tubulin ile
aynt ayrimct giice sahiptir. RPB2 filogenide kullanildiginda amplikanda intron
icermeyen ek avantaja sahiptir ve filogenide kullanildiginda saglam ve kolay
hizalamalara izin verir ancak bazen amplikasyonu zordur ve veritabani eksiktir. Ayni
sekilde calmodulin ig¢in iyi bir veritabanina sahip degiliz. Bu nedenle ITS bdlgesinin
yani sira rutin kullanimda B tubulin tavsiye edilirken, yeni tiirlerin tanimi igin ITS, B
tubulin, Cam ve RPB2 kullanim1 &nerilmektedir [3].

J. Haubroken ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore ITS veri seti B tubulin ve
calmodulin veri setinden daha az farklilik gosterdi ve P. tropicum ve P. tropicoides’ in
ITS bolgeleri arasinda fark yoktu [92].

Soner Ozdil yapmis oldugu ¢alismada filogenetik galismalarda protein kodlayan
genlerin  kullanildigim1 ve bu genlerin ¢ok degisken intron bdlgeleri igerdigini
belirtmistir. Bu genlerden en ¢ok kullanilanlar1 elangation factor 1, calmodulin,
tubulin, actin ve histone genleridir. Bu genler tiirler arasinda ITS bdlgesine gore daha
fazla degiskenlik gdsterir ve bu nedenle tiirlerin teshisinde daha kullanighdir [65].

Elgin Tiiney yaptig1 calismada 6rnekleri cins diizeyinde 3 farkli gruba ayirmis ve
A grubunda actin ve ITS, B grubunda B tubulin ve ITS, C grubunda ise actin ve B
tubulin gen bolgelerini aragtirmistir. Yaptigi caligmada B tubulin gen bolgesi ile 14
Penicillium cinsine ait tiir tespit ederken ITS gen bolgesi ile ayn1 grupta 25 adet
Penicillium cinsine ait tiir tespit etmistir [93].

Yapilan bu ¢aligmada ITS bolgesi ile P. chrysogenum, P.citrinum, P. commune,
P. manginii, P. ubiquetum ve P. camemberti tiirleri ITS bolgesi ile molekiiler olarak
problemsiz sekilde tespit edilmis ve c¢alisma morfolojik c¢alismalar ile de
desteklenmistir. K29, G4, G5 ve 09 kodlu izolatlarin molekiiler tespitinde ITS bolgesi
yeterli olmamus tiirlerin tanimlanmasi morfolojik veriler kullanilarak yapilmistir.

09 kodlu izolatta molekiiler sonu¢ bize tiirin ayn1 oranda P.sanguifluum
ve P. ubiquetum olabilecegini verdi ve tiiriin tanimlanmasinda CYA petrileri 30°C’ de
7 giin inkiibasyona birakildi. P. sanguifluum 30°C 1sida 7 giinde 13 mm ulasabildigi
halde P. ubiquetum 30°C’ de gelisim gostermez [94].
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K29 ve G4 kodlu izolatlarin molekiiler verileri ayn1 quary cover, ident ve max.
skor ile P. canescens, P. murcianum ve P. janczewski tiirlerini vermistir. Bu izolatlarin
teshisinde morfolojik verilerden yararlanilmistir. P. canescens ve P. janczewski esit
kosullarda ayni oranda biiyiir, ayn1 pigmentleri iiretir ancak P. canescens’ in daha koyu
pigmenti olabilir ve P. canescens’ in P. janczewski ye gore daha uzun bir sap1 vardir
[94].

Stephen Peterson isimli ¢alisan P.spinulosum, P. glabrum, P. montanense, P.
purpurascens tiirlerinin r DNA sekans datalarinin birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen
4-8 niikleotid ile farklilik gosterdiginden farkli tiirler olarak tanimlayabilmistir. P.
thomii- Eupenicillium lapidosum ile morfolojik olarak farkli olmasina ragmen DNA
sekanslar1 farklilik icermez. Bu nedenle yapilan calismalarin hem morfolojik hem
molekiiler ¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir [65].

Calismay1 bir adim daha ileriye gotirmek amaciyla incelenilen ITS bolgesi
disinda, cinse 0zgii spesifik alternatif bir bolgenin incelenmesi ¢alismayi daha ileriye

tasiyabilir.
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