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Oz: Calismamizda, Edirne ili orman topraklarindan izole edilen Aspergillus tirlerinin
morfolojik-koloniyal ve molekiler yontemlerle teshis edilmesi amaclanmistir. Bu amagla, Edirne
Sogatlik Ormanindan, 2016 yi Mart ayinda Brown’'un metodu kullanilarak toprak &rnekleri
alinmistir. Topraktan fungus izolasyonu igin “Topradi Sulandirma Metodu” kullaniimigtir.
Morfolojik calismalar icin CZ, CYA, CY20S, MEA besiyerlerine yapilan ekimlerden sonra,
mikroskobik ve makroskobik karakterler incelenmigtir. Molekller ¢alismalar igin ise sirasiyla DNA
izolasyonu, calmodulin gen bélgesini hedefleyen PCR islemleri, PCR Urlininin saflastiriimasi,
dizi analizi ve filogenetik analiz asamalari uygulanmistir. Calismalar sonucunda 7 adet
Aspergillus turu tespit edilmistir. Bu turler, Aspergillus affinis (Turkiye i¢in yeni kayit), Aspergillus
awamori, Aspergillus carbonarius, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus europaeus (Turkiye icin
yeni kayit), Aspergillus spelaeus (Turkiye icin yeni kayit) ve Aspergillus fischeri'dir.

Anahtar kelimeler: Toprak, Aspergillus, Calmodulin geni, S6gutlik Ormani,Yeni kayit,
Edirne

Biodiversity Of Aspergillus Species Isolated From
Sogutluk Forest Soil Of Edirne City

Abstract: We aimed to isolation and identification of Aspergillus species in Edirne Sogutluk
Forest soil by morphological-colonial and molecular methods in our study. For this purpose, soll
samples were taken by using Brown's Method in March, 2016 from mentioned forest soil. “Soil
Dilution Method” was used for fungus isolation from soil. For the morphological studies,
microscopic and macroscopic characters were examined after the operation of inoculating in CZ,
CYA, CY20S, MEA media. For the molecular studies, DNA isolation, PCR operations that
targeting Calmodulin gene region, purification of the PCR product, sequence analysis and
phylogenetics analysis processes were performed respectively. Seven Aspergillus species were
detected as a result of studies. These species are Aspergillus affinis (New record for Turkey),
Aspergillus awamori, Aspergillus carbonarius, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus europaeus
(New record for Turkey), Aspergillus spelaeus (New record for Turkey) and Aspergillus fischeri.

Key words: Soil, Aspergillus, Calmodulin gene, Sogutluk Forest, New record, Edirne

Ekim(2018)9(2)126-141

Aragtirma Makalesi
D0i:10.30708/mantar.424172

Giris

Toprak, bunyesinde c¢esitli mikroorganizmalari
barindirir (Asan ve Ekmekgi, 1994). Funguslar dogada ¢ok
yaygin olmalarina ragmen, sayl ve g¢esit bakimindan en
bol olduklari habitat toprakdir (Asan ve Ekmekgi, 1994;
Asan, 2002; Asan ve Ark., 2010; Ozdemir ve Ark., 2011).
Toprak funguslari ile ilgili 6éncl arastirmacilardan biri
Adametz’'dir ve konuyla ilgili eserini 1886’da yayinlamistir;

bu calismayla 11 fungus tirl izole edilmis ve topragin
karisik bir fungus florasina sahip oldugunu belirlenmistir
(Tresner ve Ark., 1954; Asan ve Ekmekgci, 1994; Paul,
2007; ilhan ve Asan, 2001). 1902 yilinda Oedemans ve
Koning tarafindan toprak funguslarinin ilk detayli
siniflandiriimasi yapilmigtir (Paul, 2007; Waksman, 1927).
Ulkemizde bu alandaki énci calismalardan biri, 1970
yilinda Oner tarafindan baglatiimistir. Aspergillus tiirleri,
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bircok alanda yararlanilan birincil ve ikincil metabolitler
Uretmeleri sebebiyle ticari édnemi olan funguslardandir
(Domsch ve Ark. 1980). Urettikleri enzim ve organik asitler
diginda, biyoteknoloji alaninda énem tasiyan birgok
sekonder metabolit Uretirler (Hasenekoglu, 1991; Machida
ve Gomi, 2010). Bu bilesikler arasinda antibiyotikler,
bagisiklik baskilayicilar, kolestrol disurtiici maddeler ve
mikotoksinler sayilabilir (Goldman ve Osmani, 2008).
Aspergillus tarlerinin bazilari ise Ozellikle bagisikhig
baskilanmis kisilerde hastaliklara (aspergillosis) ve
alerjiye neden olabilirler (Klich, 2002). Bu enfeksiyon
etkenlerinin basinda Aspergillus fumigatus gelir (Klich,
2002; Machida ve Gomi, 2010). Bunu, A. flavus, A.
terreus, A. niger, A. nidulans ve A. ochraceus takip eder
(Klich, 2002). Bitki patojeni tlrlerden A. niger ise siyah
curlklik hastaligi sebebidir (Simer, 2006). Tim bunlar
g6z onine alindiginda Aspergillus’lar tir dizeyinde
tanimlamanin énemli oldugu gorilmektedir (Asan, 2004;
ilhan ve Ark., 2006).

Calismamizda, orman topragindan izole edilen
Aspergillus tdrlerinin  hem mikroskobik- makroskobik
Ozelliklerine dayali morfolojik ve koloniyal ydntemlerle
hemde calmodulin gen bdlgesine dayali molekiler
yontemlerle tespit edilmesi amacglanmigtir.

Colakoglu (2002)nun Belgrad Ormani karagam
mescerelerine ait topraklarda mikrofunguslar Uzerine
yaptigi galismada Aspergillus cinsine ait 2 tiir bulunmustur
(Colakoglu, 2002). Kara (2005) Demirkdy (Kirklareli)
civarindaki Kuzey Trakya Daglik Orman alanlarinda
mikrofunguslar ile ilgili arastirma gergeklestirmistir. Edirne
ili orman topraklarinda gergeklestiriien Asan ve Ekmekgi
(1994)’nin morfolojik-koloniyal yontemlere dayali yapilan
calismasinda Aspergillus cinsine ait 7 tir ve 2 varyete
tespit edilmigtir.

Funguslar, uzun yillar boyunca fenotipik
karakterlere dayali morfolojik ©&zellikleri kullanilarak
tanimlanmistir (Waksman, 1952; Rossman, Tulloss, Dell
ve Thorn, 1998). Fakat bazi tirleri teshis etmek icin bu
ozellikler yeterli degildir (Hasenekoglu ve Sulin, 1990). Bu
nedenle DNA tabanli molekuler yaklasimlar
mikrofunguslarin teghisinde 6nemli bir alternatif haline
gelmistir (Biyik ve Ark., 2016; Bruns ve Ark., 1991).
Molekiler ydntemler, ¢cok sayida Aspergillus tirinin
tanimlanmasinda da yaygin olarak uygulanmistir
(Rodrigues ve Ark., 2007). Bizim c¢alismamizda da
Aspergillus tirleri  fenotipik karakterlere dayanan
morfolojik ve molekdiler ¢calismalar ile tir dizeyinde tespit
edilmistir.

Materyal ve Metot

Toprak drnekleri

Toprak 6rnekleri, Mart 2016'da Edirne ili S6gutlik
Ormanrndan alinmigtir. Edirne Sogutlik Ormani, Merig
Nehri Kenarinda, halka acik, piknik ve yurtyds alanlari
iceren, Ozellikle Subat-Mart doénemlerinde nehrin
tasmasiyla birlikte nehirden gelen allivyonlara maruz

kalan ve bu bakimdan verimli bir alandir. Toprak funguslari
bakimindan cesitlilik beklendiginden segilmistir. Toprak
orneklerinin - alinmasinda Brown (1958)un ydntemi
kullanilmigtir. Alinan toprak O&rnekleri steril posetler
icerisinde laboratuvara getiriimis ve 4°C'de muhafaza
edilmigtir.

Funguslarinin izolasyon islemi “Topragi Sulandirma
Metodu” kullanilarak yapiimistir. Bu metod, toprak
mikrobiyolojisinde en fazla tercih edilen metoddur
(Waksman, 1922). Toprak o6rneklerinin nem miktari
hesaplanmistir. hassas terazi ile oérneklerden 10 gram
tartilmistir daha sonra 105°C'de 24 saat tutulduktan sonra
tekrar tartiimis ve bdylelikle 25 gram kuru topragi verecek
yas toprak miktari bulunmustur (Cireli ve Ark., 1973).

Olgiilen agirliklarin yiizde nem miktari asagidaki
esitlik yardimi ile belirlenmistir.

Yas agirlik-Firin kurusu agirhik
Nem miktari (%) = x 100
Firin kurusu agirlik

Aspergillus Tiirlerinin izolasyonu

Toprak érneklerinin ilk ekimi icin Dichloran Glycerol
Chloramphenicol (DG18) Agar besiyeri kullaniimigtir
(Hocking ve Pitt, 1980). Yas toprak tartiimis ve tizerine 250
mL’ye tamamlanacak sekilde Dilisyon sivisi Maximum
Recovery Diluent (MRD) eklenmistir. Elde edilen 1/10’luk
toprak suspansiyonu, 150 rpm hizda 30 dakika boyunca
calkalanmistir.

Dilisyon serileri hazirlanmistir. Ekim islemlerinde
1/10.000’lik sispansiyon kullaniimigtir. 1/10.000’lik toprak
sispansiyonundan, 1 mL o6rnek ¢ekilmis ve DG18

besiyerine aktariimig, islem 10 petri kabi igin
tekrarlanmigtir. Daha sonra besiyerleri inkUbatore
kaldirlarak 25°C’de 7-10 gin sireyle inkiibasyona

birakilmistir.

inkiibasyon siiresi boyunca kurumayi engellemek
icin inklbator icerisine su dolu kiiguk bir kap konulmustur
(Tansey ve Jack, 1976; Singh ve Sandhu, 1986).
inkiibasyon siiresi sonunda karisik fungus Uremesi
go6zlenen petri kaplarindan Aspergillus oldugu distnulen
koloniler secilerek DG18 besiyerine U¢ nokta ekim teknigi
ile aktariimis (Raper ve Thom, 1974), sonra 25°C’de 7-10
gun sireyle inkibasyona birakiimistir.

Aspergillus Turlerinin Fenotipik Tanisi

Makroskobik inceleme igin, her bir kif izolatindan
Czapek Dox Agar (CZ), Czapek Yeast Agar (CYA25), %
20 sukrozlu Czapek Yeast Agar (CY20S) ve Malt Extract
Agar (MEA) iceren petrilere ¢ nokta ekimi yapilmis,
25°C’de 7 gln sureyle inkibe edilmigtir. Czapek Yeast
Agar (CYA37)daki ornekler ise 37°C'de 7 gin
bekletiimistir. Daha sonra kolonilerin yapisi, sekli, alt ve Ust
rengi, buyukligl, eksudasyon ve pigmentasyon varlig
incelenmigtir. TUrlerin vezikul yapisi, konidi rengi, sekili,
blyUkligu ve yapisi, konidiofor sekli, uzunlugu, genisligi,
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ceper 6zelligi ve duvar yapisi, konidial baglk yapisi, fiyalid
sekli, metula, sklerotia gibi yapilar ve hille hicrelerinin
varligi, boyut ve sekilleri incelenmigtir. Tarlerinin
tanimlanmasinda c¢esitli  eserlerden  (Klich, 2002;
Hasenekoglu, 1991; Raper ve Fennell, 1965) eserlerinden
yararlaniimistir.

Aspergillus Turlerinin Genotipik Tanisi

DNA izolasyonundan sonra, PCR ile Calmodulin
gen bdlgesine 6zgu primerler kullanilarak trin ¢ogaltiimis,
elde edilen saf DNA oOrneklerinden dizi analizi ve
filogenetik analiz yapilimigtir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu islemleri icin Bioeksen Ar-Ge
Teknolojileri  Tic. Ltd. Sti’den  hizmet  alimi
gergeklestirilmistir. islem, Bio-SpeedyTM Fungal DNA
izolasyonu Kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.

PCR Kurulumu

PCR islemi igin kalip olarak kullanilacak DNA’nin
safligi ve konsantrasyonlari spektrofotometrik dlctimler
yapilarak (MSP-100 Mikro Spektrofotometre; Inovia

Teknoloji Ltd. Sti., Turkiye); miktari en az 20 ng/pL ve

absorbans degeri (ABS260 /ABS280) 1,6-2,0 araliinda olan
DNA ornekleri kullaniimigtir. PCR kurulumu igin gerekli
olan bilesenler ve miktarlari Tablo 1'de verilmigtir.

Tablo 1. PCR kurulumu igin gerekli olan bilesenler ve miktarlar

Kullanilan
Bilesenler _

Miktar
2x-Mix 5uL
OligoMix-10 pM (Forward Primer + Reverse Primer) 1L
MGW (Molekiiler Olgekli Su) 2 uL
Template (Kalip DNA) 2 L
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 uL

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR iglemleri, Bio-Speedy™ Maya ve Kif Real-
Time PCR Hizh Tespit Kiti kullanilarak
gergeklestiriimigtir.  Kit, Calmodulin gen bdlgesini
hedefleyen ileri 5-GCKWAAYAGGACAAGGATGG-3' ve
geri 5-CTGGTCVGCCTCACRAAT-3'"  primerlerini
icermektedir. Aspergillus Calmodulin primeri dejenere bir
primer oldujundan, standart PCR ile Urin elde
edilememis ve bu nedenle Touchdown PCR
uygulanmistir. Daha sonra PCR drunleri saflagtiriimigtir.

Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Dizi analizi icin Trakya Universitesi Teknoloji
Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TUTAGEM)nden hizmet alimi gergeklestiriimig, elde
edilen fungal amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemi
ile tespit edilmistir. Elde edilen dizilere karsilhk gelen

diziler, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresindeki NCBI
gen bankasindan Blast yontemi ile belirlenmistir.

Sonuglar

izole edilen Aspergillus cinsine ait 52 izolatdan 7
Aspergillus tiri tespit edilmistir. Bunlar Aspergillus
affinis, A. awamori, A. dimorphicus, A. europaeus, A.
spelaeus ve A. fischeri'dir. Caligilan Orneklere ait
morfolojik ve molekiler sonuclar Tablo 2°'de verilmigtir. 3
tir Tarkiye icin yeni kayitdir (Asan, 2004); bunlar:
Aspergillus affinis, A. europaeus ve A. spelaeus’dur.

Elde edilen tirlerden Aspergillus carbonarius ve
Aspergillus awamori'nin tlr dizeyinde morfolojik teshisi
yapilarak molekller teshis ile karsilastinimis ve
dogrulanmistir. Aspergillus fischeri morfolojik, Aspergillus
affinis, Aspergillus dimorphicus, Aspergillus europaeus,
Aspergillus  spelaeus ise  molekiler teshis ile
tanimlanmistir.
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Eslesen

Kod Morfolojik Teshis Molekiiler Teshis Orneg_ln Benzerlik

Accession

Numarasi
1A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((372/9581)7
2A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 582g591)0
3A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{95;))3
4A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis JF805764.1 5(102{9591)3
5A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((3)/%2:’590)3
6A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5(3;/%2:’593)5
TA Aspergillus Section Flavipedes *Aspergillus spelaeus HG916745.1 5(?)2{9591)0
8A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{95;))3
9A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5(3:72/9583)5
10A Aspergillus Section Circumdati *Aspergillus affinis GU721091.1 5(3:72/9583)7
11A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)/?){95;))4
12A Teshis Edilemedi DNA izolasyonu Yapilamadi - -

. . . . 506/507
13A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 (%99)
14A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)223’590)6
15A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 432?58
16A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2{95;))4
17A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(%/302:’590)4
18A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3%:’590)8
19A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{955)6
20A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{95;))7
21A Aspergillus awamori Aspergillus awamori FN394670.1 5((3)223’590)9

. . . Dizileme yapilamadi
22A Aspergillus Section Nigri - -
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Aspergillus welwitschiae LT558746.1 508/509
) ) o Aspergillus awamori KJ777809.1 (%99)
23A Aspergillus Section Nigri
. . 507/509
Aspergillus niger JF838354.1 (%99)
Aspergillus tubingensis KP739458.1 507/508
24A Aspergillus Section Nigri Aspergillus phoenicis KJ123904.1 (%99
Aspergillus niger KJ123900.1 699)
Aspergillus welwitschiae LT558746.1 507/508
) ) o Aspergillus awamori KJ777809.1 (%99)
25A Aspergillus Section Nigri
. . 506/508
Aspergillus niger JF838354.1 (9%99)
26A Aspergillus Section Nigri Dizileme yapilamadi - -
27A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3%955)2
28A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3)/?){95;))5
29A Aspergillus carbonarius Aspergillus carbonarius KR020714.1 5((3)22)590)3
30A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)223’590)6
31A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)2/%))6
32A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 432{955)6
33A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43)/1’55)4
34A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5((3%:’590)9
35A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5((32{955)7
36A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{95;))7
37A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2/;;))7
38A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)223’590)6
39A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5((3)2195;))6
40A Aspergillus Section Cremei *Aspergillus europaeus LN909009.1 5(?)2{955)6
41A Teshis Edilemedi Dizileme yapilamadi - -

. . . . . . 499/506
42A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
43A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5((3)2195;))7
44A Aspergillus fischeri Dizileme yapilamadi - -
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45A Teshis Edilemedi Dizileme yapilamadi - -

. . . . . . 501/508
46A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
47A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 5(?,25)5)4
48A Aspergillus fischeri DNA izolasyonu Yapilamadi - -

. . . . . . 499/506
49A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 (%99)
50A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 43,22,590)6
51A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus LT158494.1 5(?,2{955)6
52A Aspergillus Section Cremei Aspergillus dimorphicus EF652135.1 432{955)6

“Turkiye igin yeni kayit.

Tiir Diizeyinde Teshis Edilen Aspergillus Turleri
Tarlerle ilgili elde edilen bilgiler agagida verilmigtir (Sekil 1-
7). 3 ornek ise Aspergillus Section Nigri'de oldugu
gOrulmis ancak tur dizeyinde teshis edilememistir.

Aspergillus affinis Davolos, Persler, Pietrangeli & Maggi
2011:

7 gunlik inkibasyon sonunda koloni c¢api CYA25
besiyerinde 35-37 mm, MEA besiyerinde 34-35 mm, CZ
besiyerinde 26-30 mm, DG18 besiyerinde 47-48 mm’dir.
CYAS37 besiyerinde ise mikrokoloniler goruldr.

Aspergillus awamori Nakaz. 1907

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 60-70 mm, MEA besiyerinde 60-70 mm,
CY20S besiyerinde 60-70 mm, CYA37 besiyerinde
65-70 mm ve CZ besiyerinde 30-60 mm'dir.

Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom 1916

7 gunlik inkibasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 65-70 mm, MEA besiyerinde 55-70 mm,
CY20S besiyerinde 68-70 mm, CYA37 besiyerinde
10-30 mm ve CZ besiyerinde 35-45 mm’dir.

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

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde yaklasik 30-35 mm, MEA besiyerinde
25-30 mm, CY20S besiyerinde 40-50 mm ve CZ
besiyerinde 25-30 mm’dir.

Aspergillus europaeus Hubka, A. Novakova,
Samson, Houbraken, Frisvad & M. Kolafik 2016

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 32-45 mm, MEA besiyerinde 21-30 mm,
CZ besiyerinde 25-38 mm, CY20S besiyerinde 53-
65 mm’dir.

Aspergillus spelaeus A. Novakova, Hubka, M.
Kolarik & S.W. Peterson 2015

7 gunlik inkibasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 16-30 mm, MEA besiyerinde 15-32 mm,
CZ besiyerinde 6-26 mm’dir.

Aspergillus fischeri Wehmer 1907

7 gunlik inkGbasyon sonunda koloni ¢api CYA25
besiyerinde 60-70 mm, CYA37 besiyerinde 60-70
mm MEA besiyerinde 65-70 mm, CZ besiyerinde
53-60 mm, CY20S besiyerinde 60-70 mm’dir.
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Sekil 1. Aspergillus affinis A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 giinliik koloni gértinimleri E. Spor
yapisi x40 F. Konidiaal bas x40
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Sekil 2. Aspergillus awamori A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 guinluk koloni gériiniimleri E. Spor
yapisi x40 F. Konidial bag x40
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Sekil 3. Aspergillus carbonarius A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 giinlik koloni gériinumleri E.
Spor yapisi x40 F. Konidial bag x40
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Sekil 4. Aspergillus dimorphicus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 gunlik koloni gériintimleri E.
Spor yapisi x100 F. Konidial bas x40
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Sekil 5. Aspergillus europaeus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 gunluk koloni goriinimleri E.
Spor yapisi x40 F. Konidial bas x40
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Sekil 6. Aspergillus spelaeus A. MEA B. CYA25 C. CZ D. CY20S besiyerlerinde 7 glinliik koloni gértinimleri E.
Spor yapist x100 F. Konidial bag x40
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H

Sekil 7. Aspergillus fischeri A. MEA B. CYA25 C. CY20S besiyerlerinde 5 gunliik koloni gériinimleri D. Askus x100
E. Kleistotesyum x10 F. Konidial bas x40 G. Askospor x100 H. Konidiospor x100

138



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Ekim(2018)9(2)126-141

Tartisma

izolasyon igin kullanilan “Topradi Sulandirma
Metodu”, ilk olarak bakteri izolasyonu icin uygulanmaya
baslanmig, daha sonra funguslara uyarlanmigtir. Bu
yontem Aspergillus cinsi gibi fazla spor Gireten funguslarin
izolasyonunda avantaj saglamaktadir. Fazla spor
uretiminden dolayr diger bazi tdrlerin  Uremesinin
baskilanmasi s6z konusu olabilir. Bu durum, petri kabina
daha fazla paralel ekim yapilarak azaltilabilir, nitekim
calismamizda ekimler 10 adet petri kabiyla yapilmistir.

Elde edilen 52 adet fungal izolat tizerinde morfolojik
ve molekiler tanimlama c¢alismalari yapilmis ve 7
Aspergillus tiri tespit edilmistir. Fenotipik olarak tir
dlzeyinde tanimlanamayan tdrlerin varligi molekiler
veriler ile belilenmistir. Aspergillus dimorphicus’un
morfolojik olarak Aspergillus Section Cremei’ye ait oldugu
bulunarak, tir dizeyinde teshisi molekiler yontem ile
yapilmigtir. Aspergillus affinis’in  Aspergillus Section
Circumdati, Aspergillus europaeus’un Aspergillus Section
Cremei ve Aspergillus spelaeus’'un Aspergillus Section
Flavipedes bdlimlerine ait olduklari bulunarak, tir
duzeyinde teshisleri molekller yontem ile yapilmistir.
Aspergillus affinis, Aspergillus europaeus, Aspergillus
spelaeus tirleri Turkiye igin yeni kayitlardir (Asan, 2004).
Morfolojik calismalar ile teshis edilemeyen bazi tirler,
molekdler yontemlerle de ayirt edilememistir. Morfolojik
yontemler ile bu orneklerin yalnizca Aspergillus Section
Nigri Gyesi turler olduklari tespit edilmistir. 22A ve 26A
kodlu érneklerin dizi analizleri yapilamamistir. 23A ve 25A
kodlu érneklerin blast analizleri sonucunda ayni Ident ve
Query cover oranina sahip U¢ adet tur gorilmektedir.
Bunlardan Aspergillus welwitschiae ve Aspergillus
awamori ayni Max score deerine sahiptir. 24A kodlu
ornegin blast analizleri sonucunda ayni Ident ve Query
cover orani ve ayni Max score degerine sahip U¢ adet tir
gorulmektedir.

Teshis igin morfolojik, koloniyal ve molekiler
tekniklerin birlikte kullaniimasi yararlidir ve kiyaslama
imkani da vermektedir. Molekuler yontemler gitgide
gelismesine ragmen yine de morfolojik ve koloniyal
calismalar 6nemini korumaktadir (Asan, 2007).

Aspergillus tanimlamalari  morfolojik tekniklere
dayanmasina ragmen, DNA tabanli molekuller ¢galismalar
da hiz kazanmigtir (Gupta, 2016). Ozellikle PCR
yontemleri, tire 6zgi primerler kullanarak hedef fungal
gen bdlgesini ¢odaltan duyarli yéntemlerdir (Goldman ve
Osmani, 2008). Evrensel ribozomal DNA bdlgelerine ITS
(Internal Transcribed Spacer), biyik ribozomal alt birim
D1-D2, B-tubulin (BenA) ve calmodulin (CaM) 6rnek

Kaynaklar

gosterilebilir (Balajee ve Ark., 2007). Bunlarin iginde ITS,
funguslarin resmi DNA barkodu olarak nitelendirilir. Ancak
bu lokus bitin Aspergillus tirlerini dogru tanimlamak igin
yeterli degildir (Gupta, 2016). Bazi durumlarda yakin
turlerin ayinmini yapabilecek nikleotid farkliliklarina sahip
degildir (Katoch ve Kapoor, 2014). Son dénemlerde
filogenetik galismalarda, olduk¢ca degdisken intron
bolgelerine sahip protein kodlayan genler tercih
edilmektedir. Bu genlere, elongation factor 1 alpha,
calmodulin, B-tubulin, actin ve histone genleri 6rnek
gOsterilebilir. Bunlar ITS’ye gore daha ¢ok degiskenlik
gOsterir ve daha elveriglidir. Calismamizda kullanilan
calmodulin bolgesi, Aspergillus tirlerinin ayiriminda
oldukga yararhdir (Gupta, 2016).

Aspergillus cinsine bagl tirler toprakda bol bulunur.
Bircok c¢alismada en sik izole edilen toprak funguslari
olarak gérilmektedir. Ornegin; Colakoglu (2001)’nun
istanbul Belgrad Ormanr’nda yaptigi calismada, arastirma
alanindaki topraklarda tlr bakimindan en zengin cins %
23.66 oranla  Aspergillus  olarak  belirlenmistir.
Hasenekoglu ve Silin (1993) tarafindan yapilan ¢alisma
ve Eltem ve Ark. (2009) tarafindan yapilan galismalarda
da Aspergillus carbonarius ve Aspergillus awamori tirleri
tespit edilmistir. Aspergillus carbonarius, C6l (2006)’Un
galismasinda ve Gogmen ve Ozkan (2001)In
calismasinda tespit edilmistir. Aspergillus awamori, Asan
(1997)'In gahsmalarinda tespit edilmistir. Aspergillus
fischeri, Oner (1970, 1973)nin Cigden ve Ekmekgi
(1994)'nin ve Kara ve Bolat (2007)'in ¢alismalarinda da
bulunmustur. Calistigimiz bodlgede, Asan ve Ekmekgi
(1994)'nin daha once yaptigi galisma da mevcuttur ancak
s6zkonusu calisma molekuler yontemlerle
desteklenmediginden, biyocesitliligi tam olarak
yansitmadigi disuinulmas, nitekim iki arastirma arasinda
tar gesitliligi bakimindan farkhlik oldugu gortlmustar.

Toprak funguslari, bakterilerle beraber toprakdaki
organik maddeleri pargalamalari bakimindan toprak
vermliliginde dnemlidirler. Toprak mikrobiyal ¢esitliligi ve
sayisinin tespiti toprak verimliliginin de durumda olduguyla
ilgili bize degerli bilgiler verir. Calismamizda, toprakda bol
oldugu bilinen Aspergillus turleri Uzerinde durularak,
calisilan bolgedeki biyogesitliligi arastiniimis, cesitliligin
yuksek oldugu gérulmustir. Fungus agisindan ¢ok zengin
olan toprak ¢alismalarina gesitliligi ortaya koymak oldukga
zordur. Calismamizda yeni kayitlarin tespit edilmis olmasi
kullanilan yénteminin biyogesitlilik ¢alismalari igcin uygun
oldugunu go6stermektedir. Calisilan bdlgenin  nehir
tasmalari nedeniyle alivyon bakimindan zengin olmasi,
Aspergillus tir gesitliligini desteklemis olabilir.
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