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OZET

ESKISEHIR TOPRAKLARINDAN ISIYA DIRENCLI ASPERGILLUS CINSI
UYELERININ INCELENMESI

Fatma AYVA
Biyoloji Anabilim Dal1
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Bilim Dali

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Dog. Dr. Rasime DEMIREL

Isiya direncgli Aspergillus cinsi iiyeleri olusturduklari askospor adi verilen eseyli
tireme yapilar1 sayesinde uygulanan 1si1l islemlerden (75°C’de 30 dk gibi) etkilenmeyerek
oda kosullarindaki depolama sirasinda iriinlerde gelismeye devam ederler ve
bozulmalara neden olurlar. Isiya direngli mikrofunguslar, {iriinlerin biyokimyasal
ozelliklerini degistirebilir ve biiyiik ekonomik kayiplara neden olurlar. Aspergillus cinsi
tyeleri en sik karsilagilan 1siya direngli mikrofungus cesitlerinden biridir. Bu
organizmalarin ana bulasma kaynagi topraktir. Bu tez ¢alismasinda Eskisehir’deki tarim
topraklarinda 1siya direngli Aspergillus cinsi liyelerinin biyogesitliligi aragtirilmistir.
Eskisehir ilinin dogu, bati, kuzey ve giliney bolgelerindeki nadas alanlarindan dort farkl
toprak ornegi toplanmistir. Toprak orneklerinde 1s1l islemi ve toprak seyreltme yontemi
kullanilarak izolasyon islemi yapilmistir. Saflastirma asamasindan sonra, geleneksel
yontemler ve multilokus gen sekansi kullanilarak izolatlar teshis edilmistir. Isiya direngli

Aspergillus cinsine ait toplam 19 izolat teshis edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Aspergillus, Eskisehir, Isiya direngli mikrofungus, Multilokus gen

sekansi, Toprak.



ABSTRACT

HEAT RESISTANT ASPERGILLUS GENUS FROM ESKISEHIR SOIL
EXAMINATION OF ITS MEMBERS

Fatma AYVA
Department of Biology
Programme in Basic and Industrial Microbiology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2020
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rasime DEMIREL

Heat resistant Aspergillus members are not affected by the heat treatments (for 30
minutes at 75 © C) thanks to the sexual reproduction structures called as ascospor, they
continue to develop in products during storage and cause deterioration. Heat resistant
microfungi can alter the biochemical properties of the products and cause great economic
losses. Members of the genus Aspergillus are one of the most common heat resistant
microfungi. The main source of contamination of these organisms is soil. In this thesis,
the biodiversity of members of the heat resistant Aspergillus genus was investigated in
agricultural soils in Eskisehir province. For this purpose, four different soil samples were
collected from fallow lands in east, west, north and south locations of Eskisehir Province.
Isolation process was performed by using heat treatment of soil samples and the soil
dilution method. After purification step, isolates were diagnosed by using conventional
methods and multi locus gene sequencing. A total of 19 isolates of heat resistant

Aspergillus were identified.

Keywords: Aspergillus, Eskisehir, Heat resistant fungi, Multi locus gene sequencing,
Soil.
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1. GIRIS

Bakteriler, funguslar ve arkeler, toprak ekosisteminde belirli roller oynayan toprak
mikrobiyal topluluklarinin énemli iiyeleridir. Ornegin; Gram pozitif bakteriler kompleks
bilesikleri bozarken, Gram negatif bakteriler ise daha az karmasik molekiiller tizerinde
etkilidirler. Fakat mikrofunguslar toprak organik maddesinin baskin ayristiricilart olarak
rol oynarlar (Krishnan vd., 2018).

Mikrofunguslar tatli sulardan denizlere, soludugumuz havadan besinsel
ihtiyaclarimiz1 karsiladigimiz topraga kadar bir¢ok ortamda bulunur ve biiyiikk bir
cogunlugu topraklarda yasar (Amaeze vd., 2010; Panek ve Frac, 2018).

Toprak, mikroorganizmalarin yasami i¢in gerekli olan suyu, havayi, oksijeni,
mineral maddeleri, karbon ve azot kaynagini bol miktarda bulundurmaktadir ve gerek
topragin fizikokimyasal yapisi, gerek iklim degisiklikleri ve gerekse uygulanan tarimsal
faaliyetler mikrofunguslarin dagilimini ve ¢esitliligini 6nemli Slglide etkilemektedir
(Kirk vd., 2004; Gams, 2007; Krishnan vd., 2017).

Istya direngli mikrofunguslar da toprak kaynakli olup direkt olarak toprak temast
ile tarimsal besinlerimizi kontamine ederler (Kikoku vd., 2008). Olusan bu durum tiim
besinsel ihtiyaclarimizin toprak kaynakli olmasindan dolayi risk faktorii olusturmaktadir.

Mikrofungus ¢esitliliginin 2,2 ila 3,8 milyon arasinda oldugu tahmin edilmektedir
ancak giliniimiizde sadece 120.000 tiir bilinmektedir ve birgok tiir hala tanimlanmamastir
(Hyde vd., 2019).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, Eskisehir il bolge sinir1 dahili toprak drneklerindeki
Aspergillus cinsi iiyelerinin tarim topraklarindan izole edilerek geleneksel ve molekiiler
teknikleri kullanarak 1stya direngli mikrofunguslarin tanimlanmasi ve biyocesitliligin

belirlenmesi amaglanmustir.



1.1. Genel Bilgi
1.1.1 Mikrofunguslarin genel ozellikleri

Mikrofunguslar dkaryotik canlilar olup filamentli (ipliksi) yapidadirlar (Martin vd.,
2019). Filamentli funguslar, tatli sulardan denizlere kadar tiim habitatlarda bulunmakla
beraber biiylik olgiide toprakta yasarlar (Tischner vd., 2019; Martin vd., 2019). Hiicre
duvarina sahiptirler ve spor tiretirler (Martin vd., 2019).

Mikrofunguslar klorofil icermezler ve bu nedenle heterotrof beslenirler (Valik,
2001; Amaeze, 2010; Kasik, 2010). Aerobik olarak gelisirler ve enerjiyi organik
maddelerin oksidasyonundan temin ederler (Kirk vd., 2004). Funguslarin ¢ogu saprofitik
olarak yasamakla beraber, ¢esitli ¢liriiyen bitki ve hayvan materyallerini ¢liriitme
kabiliyetine sahiptirler ve 6zellikle baz1 mikrofungus tiirleri bitki ve hayvan patojenleridir
(Martin vd., 2019). Fotosentetik pigment igermedikleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 besinleri
diger canlilarin hazirladigi organik maddelerden saglarlar (Fokom vd., 2019).

Mikrofunguslar, kompleks organik bilesikleri monomerik bilesikler halinde
parcalayabilen hiicre dis1 enzimler salgilarlar ve bu bilesikler daha sonra funguslar
tarafindan enerji, karbon ve diger besin kaynaklar1 olarak kullanilir (Sugiharto, 2019).
Urettikleri hiicre dis1 hidrolaz enzimleri ile karmasik organik molekiilleri daha basit
forma doniistiirebilirler (Krishnan vd., 2017).

Mikrofunguslar toksin tiretme yetenekleri ile de taninirlar ve iirettikleri toksinlere
mikotoksin ad1 verilir (Oliveira vd., 2018; Sugiharto, 2019). Mikotoksinler esas olarak
Aspergillus, Fusarium, Penicillium gibi toksijenik filamentli funguslar tarafindan tretilir
(Oliveira vd., 2018; Sugiharto, 2019). Baz1 fungus tiirleri, hastalik ajanlart ve yem
kirletici maddeler olarak dikkat ¢ekmektedir (Sugiharto, 2019).

1.1.2. Mikrofunguslarin yeryiiziinde dagilimi ve ekosistemlerdeki rolii

Mikrofunguslar yayilis sekilleri misel yapilariyla, spor yapilariyla, suda, havada,
hayvanlar ve insanlarin etkileriyle yayilabilmektedir (Kasik, 2010). Mikrofunguslar,
biitliin ekosistemlerde, ayristiricilar, epifitler, endofitler, bitkilerin diger simbiyontlari,
hayvan ve bitki patojenleri gibi rol oynarlar (Hyde vd., 2019).

Mikrofunguslar bir¢ok farkli ortamda gelisim gosterirler. Toprak bunlar arasinda
biiyiikk bir 6neme sahiptir, ¢iinkii toprak, mikrofunguslarin gelisimi igin gerekli pH,
sicaklik, nem, organik madde gibi optimum kosullarin biiyiik bir ¢ogunlugunu igerir.

Toprak mikrofunguslar1 organik maddenin bozulmasi i¢in 6nemlidir, boylelikle bitkilerin



biiyiimesi i¢in besin saglar (Asan vd., 2009). Mikrofunguslarin yayilisinda kiiltiir ortama,
hava kalitesi, endiistriyel tesisler, asit yagmuru, kiiresel 1sinma gibi mikrofungusun spor
yapist gibi etkenler de etkilir (Asan vd., 2009; Sayed ve Morsy, 2006). Mikrofunguslarin
dagiliminda mevsimsel ve yer faktorleri de etkilidir. Mikrofunguslarin buna baglh
dagilimlar1 meyve ve sebzelerde olumsuz etkilere neden olmaktadir (Paulus vd,. 2006).
Bitkilerde tozlagsmada arilar, bocekler, kuslar gibi etkenlerin yaninda mikrofunguslarin da
etkisinin oldugu bilinmektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda ¢igek nektarlarinda bulunan
mikrofunguslarin da mikrobiyal dagilimda etkili olduklar1 gézlenmistir (Belisle vd.,

2011).
1.1.3. Funguslarin simiflandirilmasi

Funguslar iireme 6zelliklerine gore (eseyli, eseysiz) ve molekiiler verilerine gore
smiflandirilmis ve 5 ana filuma ayrilmiglardir. Bunlar Chytridiomycota, Zygomycota,

Ascomycota, Basidiomycota ve Glomeromycota’dir (Kasik, 2010; Schiifler vd., 2001)
1.1.3.1. Chytridiomycota

Chytridiomycota'daki tek sinif Chytridiomycetes'tir. En basit ve en ilkel funguslari
icerir. Yapilan bircok sucul calismalarda fungal topluluklar arasinda g6l havzalari
igerisinde ve denizlerde bulunan tiirlerin ¢ogunlugunun Chytridiomycota filumuna ait
oldugu goriilmiistiir. Bu dagilimda tuzlulugun etkisinin 6nemli oldugu da kaydedilmistir
(Jimenez vd., 2017). Bu grup tyeleri hiicre duvarlarinda kitin bulundururlar ancak bazi

tiyeleri hiicre duvarinda hem kitin hem de seliiloz bulundurur.
1.1.3.2. Zygomycota

Vesikiiler- arbiskiiler mikorizal funguslari iceren gruptur. Rhizopus stolonifer bu
boliimiin en tipik liyesidir. Eseysiz lireme sporangioforlar tizerinde bulunan konidia veya
sporangiosporlar ile gergeklesir. Eseyli lireme ise zygosporlar ile gergeklesir (Spatafora
vd., 2016).

1.1.3.3. Ascomycota

Ascomycota, bitki, hayvan ve insan patojenleri olarak bilinirler (Guo-liang vd.,
2019). Ascomycota grup iiyeleri diger mikroorganizmalarin dayanamayacag1 agir kirli
kosullar gibi ¢evresel strese direng gostererek bu tiir ortamlarda sik olarak bulunurlar.
Ascomycota funguslart nort pH’da hizla biiyiiyebilme 6zelligine sahiptirler ve enzim

iiretimi i¢in substrata ihtiya¢c duymazlar (Aranda vd., 2017). Bu boliimiin tipik bir 6zelligi



eseyli lireme sonucu olusan sporlarin (askospor) askokarp adi verilen bir kese igerisinde

olusmasidir (Jones vd., 2015). Vejetatif evre septali hiflerden meydana gelir.
1.1.3.4. Basidiomycota

Bu grup tyeleri de Ascomycota liyeleri gibi bitki, hayvan ve insan patojenleri
olarak bilinmektedirler (Guo-liang vd., 2019). Cogunlukla saprofitiktirler (Gomes vd.,
2019). Basidiomycota tiirleri 1950°den bu yana antibiyotiklerin ve diger ikincil
metabolitlerin iiretimi i¢in kullanilmislardir (Sandargo vd., 2019). Eseyli iiremeleri
basidium adi verilen ve icerisinde basidiospor tasiyan yapilar ile gergeklesir (Kasik,
2010). Eseyli tireme yapilarini tasima ve koruma 6zelligine sahip basidiokarp yapisina

sahiptirler (Kasik, 2010).
1.1.3.5. Glomeromycota

Bu grup iiyeleri Ascomycota ve Basidiomycota ile ayn1 atadan ayrilan tiirleri
icermektedir (Schiifler vd., 2001). Glomeromycota, otsu bitkilerin ve tropik agaglarin
biliyiik ¢ogunlugunun kokleri ic¢inde hiicre i¢i olarak asbuskiiler mikorizal (AM)
birlesmeleri olusturan karsilikli simbiyoz iligkisi olan iiyeleri icerir (Kolaczek vd., 2013).

Sporlarin genellikle eseysiz olarak ¢ogaldigi bilinmektedir.
1.1.4. Mikrofunguslarin iiremesi

Mikrofunguslar hem eseyli hem de eseysiz olarak lireme 6zelligi gosterirler (Riley
ve Corradi, 2012; Ojeda-Lopez vd., 2018). Cogunlukla eseysiz olarak iirerler (Kasik,
2010; Ojeda-Lopez vd., 2018; Sugiharto, 2019). Eseysiz iireme hif ad1 verilen vejetatif
yapilar ve eseysiz sporlarla gerceklesir (Ojeda-Lopez vd., 2018). Eseyli iireme ise iki
uyumlu hiicrenin (haploid) bir araya gelmesi (plazmogami), ¢ekirdeklerin birlegsmesi
(karyogami) ve g¢ekirdegin boliinmesiyle (mayoz) gergeklesir (Sekil 1.1) (Ojeda-Lopez
vd., 2018).

Mikrofunguslarda iireme yontemleri, biiyiik 6l¢iide beslenme ve ¢evresel kosullara
baglhidir (Sugiharto, 2019). Cogu, pH 3 ila 8 arasinda biiyiir ve bazilar1 ¢ok diisiik su
aktivitesi seviyesinde (yani, 0.7 ila 0.8) hayatta kalabilir (Rawat, 2015; Sugiharto, 2019).
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Sekil 1.1. Ornek bir eseyli ve eseysiz iireme semasi (http-1)

1.1.5. Funguslarda eseyli ve eseysiz spor tipleri
1.1.5.1. Eseyli spor tipleri
Oospor

Oomycetes grup iiyeleri tarafindan olusturulan spor tipidir. Disi ve erkek gametlerin
birlesmesi sonucu kalin ¢eperli, dis etkenlere dayanikli olan oosporlar olusur (Kasik,

2010).
Zygospor

Zygomycetes tyelerinde goriiliir (Kasik, 2010). Rhizopus spp. ve Mucor spp.
zygospor iireten microfungus tiirlerine drnektir (Dannaoui, 2009). Hif uglarinda bulunan

niikleuslarin bir araya gelmesi ile (gametangium) zygosporlar olusur (Sekil 1.1)

(Richardson, 2009).
Ascospor

Ascomycetes lyelerinde goriiliir (Kasik, 2010). Askus adi verilen bir keseye

sahiptirler ve bu kese igerisinde genellikle sekiz (bazen 2-4 olabilir) spor bulunur. Bu



sporlara da askospor adi verilir. Askuslar da askokarp adi verilen bir yap1 icerisinde

bulunarak korunakli yap1 kazanirlar (Cousin, 2014).
Basidiospor

Basidiomycetes {liyelerinde goriilir. Basidiomycota sinifi  iiyelerindeki
basidiumlarda olusan sporlardir. Makro funguslarda goriiliir. Bazen 4 adet olarak
meydana gelirken bazen de ikili olarak meydana gelebilir (Kasik, 2010).

1.1.5.2. Eseysiz sporlar

Eseysiz iiremede, havaya acik olan ve hif uzantilarinda bulunan konidiaforlarin
ucundaki konidia adi verilen eseysiz iireme sporlari en sik goriilen eseysiz spor tipidir
(Ojeda-Lopez vd., 2018). Yine hiflerin uglarindaki sporangiumlarin olusturdugu

sporangiosporlar da eseysiz tireme sporlaridir (Dijksterhuis, 2019).
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Sekil 1.2. Konidia olusumu (Ojeda-Lopez vd., 2018)

1.1.6. Mikrofunguslarin karakteristik o6zellikleri

Tipik olarak filamentli (ipliksi) yapida olup her bir ipliksi yap1 hif olarak
adlandirtlir ve hiflerin olusturdugu topluluklara ise misel denilmektedir (Sariozlii ve
Demirel, 2010). Misel veya hiflerin tamamina da miselyum adi verilir (Sugiharto, 2019).
Miseller septa adi verilen bolmelerle ayrilmis hiicrelerden olusur. Hifler zarar gordiigii
zaman eger tiir bolmeli hif yapisina sahip ise sadece zarar goren kisim bu durumdan
etkilenir fakat bolmelere sahip degil ise tiim hif zarar goriir. Bazi fungus tiirleri kitin ¢eper

Ozelligi gosterirken bazi tiirlerin ¢eper yapist seliilozdan olusur (de Vries vd., 2017).
1.1.7. Mikrofunguslarin insan, hayvan ve bitki saghgi icin 6nemi

Mikrofunguslar, biyoteknolojik potansiyelin arttirilmasinda, bazi enzim ve
bilesiklerin liretiminde, biyoyakit iiretiminde ve pek ¢ok alanda onemli rol oynarlar.

Ayrica mikrofunguslar insanlar i¢in 6nemli bir besin kaynagidir ve dogrudan tiiketilebilir



veya peynir ve alkollii icecekler gibi iiriinlerin iiretiminde de kullanilirlar (Schuster ve
Kahmann, 2019).

Mikrofunguslarin atmosferde her yerde olduklari bilinmektedir (Barberan vd.,
2015). Havadaki mikrofungus ¢esitliligi insan, hayvan ve bitki saglig1 tizerinde gok ¢esitli
etkenlere sahiptir ve insanlarin, hayvanlarin ve bitkilerin 6nemli patojenleridir (Barberan
vd., 2015; Schuster ve Kahmann, 2019). Mikotoksin tiretme yetenekleri ile birgok gidanin
bozulmasina neden olurlar. Ornegin, bir sig1r yeminde olusan mikotoksin, s1g1rin bu yemi
yemesi ile hayvanin saglig1 acisindan tehdit olustururken diger yandan siitiine karisir ve
insanlarin gereksinimi olan siit ve siit tiriinlerine gegerek insan sagligr agisindan da tehdit

olusturur (Alonso vd., 2013).
1.1.8. Mikrofunguslarin mikotoksin iiretme yetenekleri

Mikotoksinler, insansal, hayvansal ve bitkisel gidalarda ve yemlerde gelismis bazi
mikrofunguslarin olusturdugu diisiik molekiil agirlikli ikincil metabolitler olarak
bilinirler. 350’den fazla olan ve her gecen giin sayist artan mikotoksin iiretici olarak
bilinen mikrofungus tiirleri bulunmaktadir (Alonso vd., 2013; Mutlu-ingok ve
Karbancioglu Giiler, 2015). Mikotoksin iiretici olan bazi fungus tiirleri Tablo 1.1.’de

verilmigtir.

Tablo 1.1. Mikotoksin ireten bazi mikrofungus ornekleri (Sugiharto, 2019)

Mikrofungus Mikotoksin Tiirii
A. flavus Aflatoksin Bl ve B2, siklopiazonik asit, kojik asit, beta-
nitropropiyonik asit, aspertoksin, aflatrem ve aspergilik asit

A. parasiticus Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. pseudotamarii Aflatoksin B1, B2

A. togoensis Aflatoksin B1, B2

A. aflatoxiformans Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. cerealis Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. austwickii Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2




Tablo 1.1. (Devam) Mikotoksin iireten bazi mikrofungus ornekleri (Sugiharto, 2019)

Mikrofungus

Mikotoksin Tiirii

A. arachidicola

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. minisclerotigenes

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. mottae

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. luteovirescens

Aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve tenuazonik asit

A. nomius

Aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve tenuazonik asit

A. novoparasiticus

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. pseudocaelatus

Aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve tenuazonik asit

A. pseudonomius

Aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve tenuazonik asit

A. sergii

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. transmontanensis

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

A. alliaceus s. str.

Okratoksin A

A. neoalliaceus

Okratoksin A

A. vandermerwei

Okratoksin A

A. bertholletius

Tenuazonik asit

A. caelatus

Tenuazonik asit

A. pseudotamarii

Tenuazonik asit

A. tamari

Tenuazonik asit

Penicillium viridicatum

Okratoksin A

A. ochraceus

Okratoksin A

A. carbonarius

Okratoksin A

Fusarium monilifornte

Fumonisin

F. graminearum

Deoksinivalenol, nivalenol, trikotesenler, zearalenon

Penicillium citrinum

Sitrinin

Penicillium expansum

Patulin

Fusarium moniliforme

Fusarik asit, fumonisin ve moniliformin




Tablo 1.1. (Devam) Mikotoksin iireten bazi mikrofungus ornekleri (Sugiharto, 2019)

Mikrofungus Mikotoksin Tiirii
Fusarium langsethiae T-2 toksin
F. poae T-2 toksin
F. sporotrichioides T-2 toksin

Phomopsis leptostromiformis | Fomopsin

Claviceps purpurea Ergot alkaloitleri

Neotyphodium coenophialum | Ergopeptin alkaloidler

Penicillium citreoviride Sitreoviridin
Fusarium verticillioides Fumonisin
Cochliobolus kusanoi Oosporein

Mikotoksin olusumunda bir¢ok etken bulunmaktadir. Bunlar tiriin{in nemi, ortamin
bagil nemi, iiriine uygulanan islemler, ortamdaki CO2 ve Oz orani gibi birgok etkenden
olusmaktadir (Mutlu-Ingdk ve Karbancioglu-Giiler, 2015; Sugiharto, 2019)

Giinlimiizde tanimlamalar1 yapilmigs 6nde gelen mikotoksinler; aflatoksinler,
okratoksin A (OTA), patulin, deoksinivalenol, zearalenon, T-2, HT-2 toksinleri ve
fumonisinler olarak bilinmektedir (Mutlu-Ingok ve Karbancioglu-Giiler, 2015; Frisvad
vd., 2019).

1.1.9. Toprak mikrofunguslari

Toprak, prokaryotik ve Okaryotik mikroorganizma igeren biiyiikk bir biyolojik
cesitlilik deposunu temsil eden degerli ve karmasik bir dogal kaynaktir (Kazerooni vd.,
2017). Besinleri yetistirme teknikleri, yonetim uygulamalari, {iriin rotasyonu, toprak
isleme, hayvan otlatma, bitki tiirleri ve iklimsel degisiklikleri dogrudan veya dolayli
olarak mikrobiyal ¢esitliligi etkiler. Toprak sicakligi, yagis ve toprak pH'sindaki
degisiklikler topraktaki mikrofungus c¢esitliligini etkilemektedir (Chen vd., 2017;
Kazerooni vd., 2017).

Toprak mikrofunguslar1 karbon ve besin dongiisiinde rol oynayan énemli mikro
canlilardir (Krishnan vd., 2018). Diinya iizerinde yaklasik 75.000 c¢esit toprak
mikrofungusun oldugu bilinmektedir (Seth vd., 2016). Toprak mikrofunguslari canli



organizmalar1 ve 06lii organik maddeleri tiiketirler, bitki cesitliligi ekosisteminde de
onemli rol oynarlar (Tedersoo vd., 2014). Toprak mikrofunguslari, toprak derinligine ve
besin kosullarina bagli olarak tipik olarak bakterilerden daha fazla toprak biyokiitlesini
Olusturan toprak mikrobiyotasinin 6nemli bir bilesenidir. Mikrofunguslarin toprakta
dagilimi, topragin organik iceriginden ve dogasindan, ayrica diger toprak ve iklim
kosullarindan, yiizey bitki ortiisiinden ve toprak dokusundan etkilenir (Devi vd., 2012).
Toprak mikrofunguslar1 topragin ekosistem yapisini ve isleyisini giiglii bir sekilde
etkileyerek onemli bir rol oynar (Seth vd., 2016). Yiiksek sicaklik ve bagil nem, hasat
sonras1 organizmalarin gelisimini destekler ve bu nedenle tarim alaninda hasat sonrasi
donemde meyve ve sebze kaybinin 6nemli bir kismi1 mikrofunguslarin neden oldugu

hastaliklara baglanmaktadir (Rawat, 2015).

Sekil 1.3. Mikrofungusilarin tarim alanlarindaki zararlary (http-2)

Toprak mikrofunguslarinin yararli ve zararli birgok etkisi vardir. Toprak
mikrofunguslar1 orman ekosistemlerinde 6nemli bir canli grubudur. Ekosistem igindeki
temel gorevleri; organik maddenin ayristirilmasi, N, P, K, S ve diger iyonlarin
mineralizasyonu, simbiyoz ortakliklara katilmak, humik maddeler sentezlemek, besin
elementlerini sitoplazma iginde tutarak topraktan yagis sulari ile yikanmalarini ve kok
zonundan digar1 ¢ikmalarini engellemek, topraklarin kirmtili bir yapr kazanmasini
saglamak, toprak olusum ve gelisim olaylarina katilmak, antibiyotik liretmek, zararh
toprak mikroorganizmalari ile miicadele etmek, zehirli maddeleri ayristirmak seklinde
Ozetlenebilir (Oskay ve Simsek, 2017; Hyde vd., 2019; Martin vd., 2019). Toprak
mikrofunguslarinin yararh faaliyetleri yaninda, ne yazik ki ¢ok ¢esitli zararlar1 da vardir.
Toprak mikrofunguslarinin bir kismi insan, hayvan ve bitkilerde parazit olarak
yasamaktadirlar. Bu canlilarda ¢esitli hastaliklara hatta 6liimlere sebep olmaktadirlar.
Bazi mikrofunguslar 6zellikle kiiltiir bitkilerine kontamine olarak biiyiik ekonomik
kayiplara sebep olmaktadirlar. Tarimsal hammaddelerde olusan kontaminasyon biiyiik

¢ogunlukla toprak ile temasin bir sonucudur (Tedersoo vd., 2014; Frac vd., 2015).
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1.1.10. Isiya direncli mikrofunguslar

Istya direngli mikrofunguslar iiriinlere uygulanan 1sil islemlerden (75 °C’de 30 dk
gibi) etkilenmeyerek bozulmalara neden olan, kisa sicaklik uygulamalarina ve gida
iiretim proseslerindeki c¢esitli 1s1l islemlere direng gostererek yasamlarini siirdiiren
mikroorganizmalardir (Demirci ve Arict, 2006; Yaguchi vd., 2012; Frac vd., 2015; Santos
vd., 2018). Bu mikroorganizmalar 1s1ya kars1 direnci askosporlari, klamidosporlari veya
sklerotialar1 sayesinde kazanirlar ve uygulanan 1s1l islemlerden etkilenmeyerek gidalarda
kontaminasyona neden olurlar (Valik, 2001).

Istya direngli mikrofunguslar meyve yapisim1 tahrip edebilir, iriinlerin
biyokimyasal ozelliklerini degistirebilir ve biiylik ekonomik kayiplara neden olur
(Tranquillini vd., 2017). Istya direngli mikrofunguslar, 1s1l islem gormiis meyve ve meyve
tiriinlerini ¢liriitme yetenekli patojenler olarak pek cok iilkede kaydedilmistir (Kikoku vd.,
2008). Yapilan aragtirmalar sonucunda Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium ve
Talaromyces cinsi iiyeleri en sik karsilasilan 1s1ya direngli mikrofungus ¢esitlerinden biri
olmustur (Kikoku vd., 2008; Yaguchi vd., 2012). Bu mikroorganizmalarin ana bulagsma
kaynag1 topraktir.

Sekil 1.4. A: Iswya diren¢li Aspergillus sp. B: Istya direngli Paecilomyces sp. C: Isiya direngli
Talaromyces sp. D:Iswa direngli Penicillium sp.

1.1.11. Aspergillus cinsi iiyeleri ve 1s1ya direngli Aspergillus’lar

Aspergillus cinsi iiyeleri, tibbi alanda, yiyeceklerin bozulmasinda ve endiistriyel
alanda en ¢ok calisilan filament6z fungus cinsinden biridir (de Vries vd., 2017).
Funguslar aleminin en kalabalik familyas1 olan Ascomycetes iiyeleridir. Ugyiiz kirk
takson igerir ve bunlarin yaklasik 40'imin saglik sorunlarina neden oldugu bilinmektedir.
Aspergillus sporlar1 hava, toprak, gida iiriinleri, i¢ mekan ve bitki kalintilarinda bol
miktarda bulunur (Shishodia vd., 2019).

Aspergillus’lar hif olarak adlandirilan hiicre zincirlerinden olusan ipliksi fungus
tiirleridir. Spor yapilarini askuslar i¢inde iiretirler. Askus icerisinde de mitoz ve mayoz
boliinmeler sonucunda 8 adet eseyli lireme yapist olan askospor {liretirler. Bu sporlar

olumsuz tiim etkilere kars1 oldukca dayanikli bir yapiya sahiptirler (Shishodia vd., 2019).
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Isiya direngli mikrofunguslar 75°C’de 30 dk’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda hayatta
kalirlar ve organik madde ciiriitiilmesine devam ederler (Kikoku vd., 2008). Bunun yani
sira toksik metabolik olarak adlandirilan mikotoksin iiretmeye devam ederler. Diisiik su
aktivitesine sahip gidalarin bozulmasinda da 6nemli bir yer tutmakta ve toksik etki
olusturmaktadirlar (Ali vd., 2009; Mutlu-Ingék ve Karbancioglu-Giiler, 2015). Isiya
direncli mikrofunguslar 6zellikle 1s1l islem gérmiis meyve ve meyve iiriinlerini (meyve
sular1 gibi) ¢iiriitme yetenekleri ile 6nemli bir yere sahiptirler (Frac vd., 2015; Tranquillini
vd., 2017).

Aspergillus cinsi tiyelerinin tanimlanmasi i¢in ilk olarak koloni rengi, mm cinsinden
koloni ¢ap1, koloni arka rengi, misel rengi, eksuda, ¢oziiniir pigment 6zelikleri gibi gozle
goriiliir 6zellikleri karsilastirilarak ayirt edilebilirler. Tiirler arasinda fenotipik farkliliklar
bulunur, bu nedenle bu tiirlerin genetik temellere dayali ayirt edilmesi olduk¢a 6nemlidir.
Tiir tanimui i¢in, tireme yapisi 6zellikleri, askokarplarinin bulunup bulunmama durumlari,
askospor ve konidia yapilar1 gibi 6zellikleri degerlendirilir (Klich, 2002). Aspergillus
cinsi tyeleri farkli renklere ve yiinlii bir yapiya sahiptirler. Yogun spor olustururlar.
Mikroskobik olarak incelendikleri zaman septali hifler olusturduklari goriiliir. Bu hif
boliimlerinin bazilari konidiofor seklinde farklilagir (Mousavi vd., 2016). Konidioforlarin
ucu yuvarlaklasarak vezikiil seklini alir ve vezikiillerin ucunda fiyalitler bulunur.
Fiyalitlerin ucunda da havaya acik bir sekilde konidialar bulunmaktadir (de Vries vd.,
2017).

Aspergillus

Konidia

Sekil 1.5. Aspergillus sp. mikroskobik semas: (http-3)

1.1.12. Mikrofunguslar1 tanimlama yontemleri ve fungal sistematikte kullanilan

molekiiler yontemler

Mikrofunguslarin tanimlanmasinda morfolojik ve koloni 6zellikleri 6nemli dl¢lide

taksonomik kriterleri olusturmaktadir. Morfolojik ve koloni &zelliklerine dayanarak
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gecmisten gliniimiize kadar tanimlanan tiim mikrofunguslarin fenotipik 6zellikleri 6nemli
bir kriter olmustur (Tuney vd, 2018). Mikrofunguslarin substrat ve ¢evresel kosullara
bagl olarak morfolojilerinde 6nemli 6lglide degisimler oldugundan dolay1 tanimlamada
morfolojik 6zelliklerin yetersiz oldugu gériilmiistiir (Fischer ve Dott, 2002). Ilerleyen
yillarda mikrofungus g¢esitliliginin ve yayiliminin ortaya koyulmasi i¢in molekiiler
yontemler kullanilarak organizmalar arasindaki evrimsel siirecin ve birbirleriyle olan
iliskilerin belirlenmesi amaciyla filogenetik agaglar sayesinde sistematik sistemler
olusturulmustur. Mikrofunguslarin siniflandirilmasindaki temel kriterler, olusturduklari
eseyli veya eseysiz lireme yapilart olmustur. Fakat sadece lireme Ozelliklerine gore
simiflandirma yapmak c¢ok faydali olamamis bazi karigikliklara neden olmustur.
Molekiiler yontemler ile bu karisikligin ortadan kaldirilmasi amaglanmistir (Kilicoglu ve
Ozkog, 2008). Daha sonraki calismalarda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
karakterlere dayanan bir sistematik amaglanmigtir. 2000°1i yillardan itibaren SSU rRNA
filogenisine dayanarak tanimlamalar yapilmaya baglanmistir. Multilokus DNA dizilerine
dayanarak yeniden tanimlamalar yapilmistir (Zhang vd., 2017). Mikrofunguslarin suan ki
smiflandirilmast morfolojik, fizyoloji ve molekiiler verileri birlestirerek polifazik

taksonomiye dayanmaktadir (Restrepo vd., 2017).
1.1.13. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR islemi, organizmalarin molekiiler karakterizasyonu icin kullanilir (Khan ve
Bhadauria, 2018). PCR, fungus spesifik primer olarak adlandirilan oligontikleotid diziler
ile organizmanin gDNA’simin hedeflenen gen bolgeleri ile ¢ogaltilmasi islemidir (Levin,
2012).

PCR islemi temelde denatiirasyon (94-95 °C), baglama (anneling, 55-65 °C) ve
uzama (72 °C) olmak iizere 3 basamaktan olusmaktadir. Ik basamak DNA kompleksinin
ayrilmasidir. Ikinci basamakta gDNA {izerindeki hedef gen bolgesine spesifik primerlerin
yerlesmesi ve son basamakla polimerizasyonun devam ederek uzamasi gerceklesir
(Kahya vd., 2013).

Hedef DNA (templeyt), tag DNA polimeraz enzimi, primerler, deoksiniikleotitler,
tampon sivi, pH, Mg*? iyonlari, PCR reaksiyonunun temel bilesenleri olarak kullanilir
(Kahya vd., 2013).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calisma materyali Eskisehir ilindeki (Sekil 2.1. ve Sekil 2.2) tarim topraklarindan

secilmis ve segilen alanlardan drneklemeler yapilmistir. Ornekleme yapilan alanlar Tablo

2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Toprak ornekleme konumlar

GPS kayitlar: (derece ve ondalik dakika)

Sehir Ornek No (DMM) Rakim
Kuzey Dogu (m)
1 (Bat1) 39 46.8429 30 24.9482 767
Eskisehir 2 (Kuzey) 39 50.2406 30 30.6429 762
3 (Giiney) 39 43.5098 30 29.6615 954
4 (Dogu) 39 45.8257 30 35.5961 753

2.1.1 Cahsmada kullanilan besiyerleri

2.1.1.1 Dichlaren %18 gliserol agar (DG18 Merck 1.04092)

Pepton
Glikoz
KH2PO4
Dichloran
MgSO47H20
Klormfenikol
Agar
Gliserol
Distile Su

59

10 g
lg
0.002 g
059
01g
159
175 mi
825 ml

Yukaridaki besiyeri 1siya direngli Aspergillus cinsi {iyelerini topraktan izolasyonu

icin kullanilmistir. DG18 besiyeri igerikte belirtilen miktarlarda tartilip distile suda

¢oziindirildikten sonra 121 °C’de 15 dk 1.5 atm. basincinda otoklavlanarak steril

edilmistir.

2.1.1.2. Czapek yeast autolysate agar (CYA, Samson vd., 2010)

KH2PO4

Czapek Concentrate (CC)

Yeast autolysate veya extract

Sukroz
Agar

Distile su

1g

10 ml
5¢
304¢g
159
1000 ml
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Yukaridaki besiyeri 1siya direngli Aspergillus cinsine ait tiirlerin morfolojik teshisi
icin kullanilmigtir. CYA besiyeri icerikte belirtilen miktarlarda tartilip distile suda
¢oOziindirildikten sonra 121 °C’de 15 dk 1.5 atm. basincinda otoklavlanarak steril
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, standart boyutlardaki steril petrilere

dokilmustir.

2.1.1.3. Creatin sucrose agar (CREA, Samson vd., 2010)

Kreatin 30
Sucrose 309
K2HPO4.3H,0 1.3¢
Bromocresol purble 0.05¢
KClI 05¢
MgS0O4.7H20 05¢g
FeS04.7H-20 0.01g
ZnS04.7H.0 0.01g
CuS04.5H,0 0.005 g
Agar 159
Distile su 1000

Yukaridaki besiyeri 1stya direncli Agp;ergillus cinsine ait tiirlerin morfolojik teshisi
icin kullanmilmistir. CREA besiyeri igerikte belirtilen miktarlarda tartilip distile suda
¢oOziindirildikten sonra 121 °C’de 15 dk 1.5 atm. basincinda otoklavlanarak steril
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, standart boyutlardaki steril petrilere

dokiilmiistiir.
2.1.1.4. Malt extact agar (MEA Samson vd., 2010)
Malt ekstract 509
ZnS04.7H,0  0.01g
CuSO4.5H,0  0.005g
Agar 204¢

Distile su 1000 ml

16



Yukaridaki besiyeri 1siya direngli Aspergillus cinsine ait tiirlerin morfolojik teshisi
icin kullanilmistir. MEA besiyeri igerikte belirtilen miktarlarda tartilip distile suda
¢oOziindirildikten sonra 121 °C’de 15 dk 1.5 atm. basincinda otoklavlanarak steril
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, standart boyutlardaki steril petrilere

dokilmustir.

2.1.1.5. Potato dextrose agar (PDA Merck 1.10130)
Potato dextrose 399
Distile su 1000 ml

Yukaridaki besiyeri 1siya direngli Aspergillus cinsine ait tiirlerin DNA ekstaksiyonu
icin kullanilmigtir. PDA besiyeri igerikte belirtilen miktarlarda tartilip distile suda
¢oziindiiriildiikten sonra 121 °C’de 15 dk 1.5 atm. basincinda otoklavlanarak steril
edilmigtir. Sterilizasyon isleminden sonra, standart boyutlardaki steril petrilere

dokilmistir.
2.1.2. Cahsmada kullanilan ¢ozeltiler

2.1.2.1. Czapek concentrate (CC, Samson vd., 2010)

NaNO3 39
KCI 059
MgS04.7H20 05¢g
FeS04.7H20 0.01g
CuS04.5H,0 0.005 g
Distile su 10 ml

Hazirlanan ¢ozelti CY A besiyeri igeriginde kullanilmigtir.
2.1.2.2. Agaroz jel
%"’1 lik agaroz 19
TAE (Tris-Asetat EDTA) 100 ml

P

" Hazirlanan ¢Ozelti PCR iirlinlerinin kontrolii amacli kullanilmastir.
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2.1.2.3. TAE tamponu (50X) (Sambrook ve Russell, 2001)

Tris Base 242 g
Naz EDTA (2H0) 3759
Distile su 900 ml
Asetik asit 57.1ml

Hazirlanan ¢ozelti 49 ml distile suya 1 ml oraninda ilave edilerek seyreltilmis ve

agarozun ¢0ziinmesi i¢in kullanilmistir.
2.2. Yontem
2.2.1. Tarim arazisinden toprak 6rneklerinin alinmasi

Toprak orneklerinin alinmasinda Brown yontemi (Brown, 1958) kullanilmistir ve
ornekleme ESTU-BAP-1704F102 ve TUBITAK-118Z359 no’lu projeler kapsaminda
gerceklestirilmistir. Ornekleme islemi Eskisehir ilinin kuzey, giiney, dogu ve bati
bolgelerinden olmak iizere 4 farkli noktasindan (Sekil 2.3) ve her bir noktaya ait ayr1 ayri
kompozit numune olusturma esaslarma gore yapilmistir. Nadas halindeki sahsa ait
tarlalardan toprak ornekleri alinirken arazi iizerinde dairesel olarak yaklasik 50 m
araliklarla biri merkez olmak tizere 5 profil agilmistir (Sekil 2.4). Her bir profilin hava ile
temas eden ylizeyinden steril bir ¢apa ile bir miktar toprak uzaklastirildiktan sonra 10 cm
derinlikten alinan topraklar (yaklasik toplam 3 kg), steril polietilen torbalara konulmustur.
Toprak ornekleri mikrofungus izolasyonu ve toprak analizlerine kullanilmak iizere 2
paralel halinde alinmistir (Sekil 2.5). Ornekler +4 °C’ de muhafaza edilmistir. Ornekleme
noktalarinin enlem, boylam ve vyiikseklik degerleri FENIX 5 (Garmin, Isvigre)
kullanilarak kaydedilmistir (Tablo 2.1). Toprak orneklerinin bir paraleli fiziksel ve
kimyasal analizleri yapilmak tizere Eskisehir Orman Genel Miidiirligli Arastirma

Enstitiisii Miidiirliikleri Laboratuvarlarina ulastirilmistir.

X

X ESKISEITR X

X

A

Sekil 2.3. Planlanan érnekleme noktalari. Her bir noktadan 4 adet kompozit toprak drnegi temin
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edilmistir (X; Ornekleme noktalari)

27X N
// ; \\
.
\ l /
\\ ; //

Sekil 2.4. Calisma kapsaminda ornekleme yapmak iizere belirlenen illerin her bir kuzey, giiney,
dogu ve bati noktalarindaki nadas halindeki tarim topragindan kompozit numune olusturmak iizere
kullanilan 6rnekleme konumlart. Ornekleme yapilacak olan ilin kuzey, giiney, dogu ve bati bélgesinden
ayrt ayri olmak iizere belirtilen sekilde ornekleme yapilmis ve sonug olarak 4 adet kompozit toprak ornegi
temin edilmistir (X; Ornekleme noktalar, - - - - - ; 50 m’lik mesafe)

Sekil 2.5. Ornekleme noktasindan temin edilen 2 paralel toprak érnegi goriintiisii

2.2.2. Toprak analizi ve mikrofunguslarin izolasyonu
2.2.2.1. Toprak analizi

Doku, nem, pH, organik madde, fosfor, azot, potasyum, tuzluluk, sertlik gibi
toprak orneklerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden bazilari, “Eskisehir Orman Genel
Midiirliigi  Arastirma  Enstitisit  Miudiirliikleri Laboratuvarlari”’nda  6l¢tilmistiir.
Calismada kullanilan toprak orneklerinin fiziksel ve kimyasal analizinde uygulanan

yontemler Tablo 2.2’ de verilmistir (Anonymous, 1994).

Tablo 2.2. Calismada kullanilan toprak drnekierine uygulanan fiziksel ve kimyasal analizler

Yapilacak Toprak Analizleri Kullanilacak Yéntemler
1| pH Potansiyometrik pH tayini
2 | Organik Madde Miktari Modifiye Walkley-Black Yontemi
3 | Azot Organik madde miktarindan hesaplanmistir
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Tablo 2.2. (Devam) Calismada kullanilan toprak érneklerine uygulanan fiziksel ve kimyasal analizler

Yapilacak Toprak Analizleri Kullanilacak Yoéntemler
4 | Fiziksel Analiz (Tekstiir) Bouyoucus Hidrometre Yontemi.
5 | Kullanilabilir Fosfor Miktar1 Sodyum Bikarbonat (Olsen) Y ontemi
6 | Potasyum tayini Spectro Flym Fotometre Y6ntemi

7 | Elektriksel iletkenlik ve Tuzluluk Saturasyon Ekstraktinin Conductivity Bridge Aletinde
tayini Olgiimii

8 | Toplam Kireg (CaCO3) Tayini Scheibler Kalsimetresinde Olgiim

2.2.2.2. Mikrofunguslarin izolasyonu

Mikrofunguslarin  topraktan izolasyonu i¢in ¢ok sayida spor iireten
mikrofunguslarin izolasyonunda etkili olan “Topragi Seyreltme Yontemi” (Waksman,
1922; Martin, 1950; Warcup, 1955) kullanilmistir ve incelenen 1siya direngli
mikrofunguslarin geleneksel yontemler ile morfolojik teshisi asamasina kadar olan
laboratuvar ¢alismalar1 Trakya Universitesi Biyoloji Béliimii’nde gergeklestirilmistir.

Her toprak 6rnegi alindig1 giin igerisinde 10 g tartilmis ve 105°C’ lik sicaklikta 24
saat bekletildikten sonra tekrar tartilarak kuru agirliklart belirlenmistir. Bu sekilde her
ornegin nem orant % olarak hesaplanmis ve 25 g kuru topragi verecek yas toprak
miktarmin kag gram oldugu belirlenmistir. Olgiilen agirliklardan, toprak érneklerinin %
nem miktarimin belirlenmesinde % = (¢ — g) / g formiilii kullanilmistir. Burada c, 1slak
topragin agirligidir ve g, 24 saat boyunca 105 °C’de kurutulmus topragin agirlhigidir.

Istya direngli mikrofunguslarin topraktan izolasyonu i¢in Houbraken ve Samson
(2006) tarafindan gelistirilmis olan modifiye yontem kullanilmistir. Orneklerin topraktan
izolasyonu i¢in her bir toprak 6rneginin % nem miktar1 g6z Oniine alinarak tartilmistir.

Tartim islemi yapilan toprak oOrnekleri stomacher torbalarinda steril su ile
homojenize edilmistir ve bu torbalar 75 °C’de su banyosunda 30 dk siire boyunca 1s1 ile
muamele edilmistir. Siire sonunda torbalar 55 °C’ye kadar sogutulmustur. Bu islemden
sonra Dichlaren %18 Gliserol (DG18) agar ortamina ilave edilmistir. (Sekil 2.6.)

Olusan karisim 15 cm ¢apl steril petrilere dokiilerek 30 °C’de 14 giin boyunca

inkiibasyona birakilmistir (Sekil 2.7.) Inkiibasyon siiresince gelisen mikrofunguslarin
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sayimlart yapilmis ve bu organizmalar izole edildikleri ayni kiiltiir ortaminda

saflastirilmiglardir.

Sekil 2.7. DG18 ile olusturulan karisimin steril petrilere dékiilmesi

Inkiibasyon siiresince gelisen mikrofunguslarin saymmlar1 yapilmis ve bu

organizmalar izole edildikleri ayni kiiltiir ortaminda saflagtirilmislardir.

2.2.3. Incelenen 1s1ya direncli mikrofunguslarin geleneksel yontemler ile morfolojik

teshisi

14 giin sonunda saflagtirilan tiim izolatlarin cins diizeyinde morfolojik olarak
teshisleri “Identification of Common Aspergillus Species” (Klich, 2002) ve “Food and
Indoor Fungi” (Samson vd., 2010) literatiirleri kullanilarak yapilmistir. Bu literatiirlere
gore Aspergillus cinsi tiyeleri igin teshis besiyerleri olan CYA 25 °C, CYA 37 °C, MEA
25 °C, CREA 25 °C ortamina {i¢ nokta ekim yontemi ile inokiile edilmis (Sekil 2.8) ve 7
giin boyunca inkiibasyona birakilmastir.
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CYA25°C CYA 37°C

O W

MEA 25 °C CREA 37 °C

L

Sekil 2.8. Funguslarin ii¢ nokta ekim teknigi ile sematize edilmis hali

7 giinliik inkiibasyon siireci sonucunda her bir 6rnegin ilk olarak koloni rengi, mm
cinsinden koloni ¢api, koloni arka rengi, misel rengi, eksuda bulundurmasi, ¢6ziiniir
pigment olusturmasi, sklerotyum veya kleistotesyum bulundurmasi gibi makromorfolojik
ozellikleri incelenmis ve mikrofungus teshis dokiimani tablosuna (Tablo 2.3) not

edilmistir.

Tablo 2.3. Mikrofungus teshis dokiimani (morfolojik ézelliklerine gére)
CYA25°C | CYA37°C | MEA25°C | CREA25°C

KOLONI RENGI

KOLONI CAPI

MISEL RENGI

EKSUDA

KOLONI ARKA RENGI

COZUNUR PIGMENT

SKLEROTYUM

KLEISTOTESYUM

Daha sonra MEA besiyerinden preparat hazirlanmistir. Preparat hazirliginda steril
kosullarinda transfer ignesi ile alinan 6rnek bir damla laktik asit bulunan lam {izerine
transfer edilmistir. Sonrasinda 6rnek {izerine 1 damla % 96°lik alkol damlatilmis ve fazla
sporlarin uzaklagmasi saglanmigtir. Son olarak laktofenol-blue damlatilip lamel

kapatilmis ve 151k mikroskobunda incelenmistir.
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Mikroskobik incelemede seriat/dal 6zelligi, um cinsinden vezikiil ¢api, vezikiil
sekli, um cinsinden konidia ¢api, konidia sekli, um cinsinden konidiafor boyu,
kleistotesyal duvar 6zelligi, askospor sekli, um cinsinden askospor ¢ap1 gibi yapilari

incelenmis ve yine mikrofungus teshis dokiimani tablosuna (Tablo 2.4) not edilmistir.

Tablo 2.4. Mikrofungus teshis dokiimani (mikroskobik ozelliklerine gore)
SERIAT/DAL OZELLIGI:

VEZIKUL CAPI:

VEZIKUL SEKLI:

KONIDIA CAPI:

KONIDIA SEKLI:

KONIDIOFOR BOYU:

KLEISTOTESYAL DUVAR OZELLIGI:

ASKOSPOR SEKLI:

ASKOSPOR CAPI:

Incelemeler sonucunda tiir isimleri not edilmistir. Tiir isimlerinin giincel bilgisi ve
yazar bilgileri http-5 sayfasindan kontrol edilmistir. Morfolojik identifikasyon siirecinde

her bir izolata ait teshis petrileri 6n ve arka goriintiileri arsivlenmistir.
2.2.4. Incelenen isiya direncli mikrofunguslarin molekiiler identifikasyonu
2.2.4.1. DNA izolasyonu

Morfolojik teshis sonucu ayni tiir oldugu belirlenen izolatlardan temsili izolatlar
secilerek molekiiler identifikasyon uygulamasina alimmistir. DNA izolasyonu igin
izolatlar PDA besiyeri ortamina ii¢ nokta ekim teknigi ile inokiile edilmis ve 25 °C’de 5
giin boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinden sonra saflik kontrolii yapilarak
DNA ekstraksiyon iglemine alinmistir.

DNA izolasyon islemi i¢in “Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit” (MoBio
Laboratories, Carlsbad, CA, USA)’ i kullanim kilavuzu takip edilerek kullanilmistir.
Uygulanan islem basamaklar1 su sekildedir (Sekil 2.9):

1. 300 pl “MicroBeed Soliisyonu” “MicroBead” tiipiine aktarilmistir.
2. Uzerine 6nceden 60 °C’lik su banyosunda bekletilerek c¢ozdiiriilmiis olan MD1

soliisyonundan 50 pl ilave edilmistir.
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3. Uzerine DNA izolasyonu yapilacak kiif kiiltiiriinden transfer edilmis ve bu amag i¢in
steril, genis uglu kiirdan kullanilmistir.
4. 10 dakika boyunca vorteksleme yapilmis ve sonrasinda 10.000g x 30 saniye oda
sicakliginda santrifiij yapilmstir.
5. Santrifiij sonrasinda olusan siipernatant temiz bir ependorf tiipiine transfer edilmistir.
(Alinabilecek yaklasik siipernatant hacmi 300-350 pl’dir.)
6. 100 ul MD2 ilave edilmis, 5 saniye vortekslenmis ve 4 °C’de 5 dakika bekletilmistir.
10.000 g x 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmistir.
7. Santrifiij sonrasinda olusan beyaz renkli pellete dokunmaktan kaginilarak siipernatant
temiz bir ependorf tiipiine aktarilmistir. (Yaklasik hacim 450 pl’dir)
8. 900 ul MD3 soliisyonu ilave edilmis ve 5 dakika vortekslenmistir. Elde edilen hacmin
700 ul’si “Spin Filter” (kolona) aktarilmis ve 10.000 g x 30 saniye oda sicakliginda
santrifiij edilmistir. Alt tiipe gecen hacim atik kutusuna bosaltilmistir. Geri kalan numune
hacmi tekrar ayni “Spin Filter” (Kolon) igerisine aktarilmis ve santrifiij islemi tekrar
edilmistir.
9. 300 ul MD4 soliisyonu kolona ilave edilmistir. 10.000 g x 30 saniye oda sicakliginda
santrifiij yapilmistir. Sonrasinda alt tiipe gecen hacim bosaltilmis ve herhangi bir soliisyon
ilavesi olmadan bos kolon 10.000 g x 1 dakika tekrar santriflij edilmistir.
10. Kolon yeni bir tiipe aktarilmis, iizerine 50 pul MDS5 soliisyonu ilave edilmistir.
Soliisyon ilavesi yapilirken kolondaki filtreye dokunmadan, orta kismina soliisyonun
ilave edilmesine dikkat edilmistir. 10.000 g x 30 saniye santrifiij yapilmistir.

Tipte elde edilen hacim DNA o6rnegini igermektedir. -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

Fungal hiicrelevin =~ .. Protein artiklarn DNA'nin

toplanmasi uzaklagtirilmast membrana .
baglanmas: Elisyon

-

- o

Sekil 2.9. Fungal genomik DNA izolasyon basamaklart (http-6)
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2.2.4.2. Bazi PCR reaksiyon iceriklerinin hazirlanmasi
Primer hazirlanmast

Mevcut pmol konsantrasyonun 100 um stok vermesi i¢cin M1 X V1= Mz X V2
formiilii ile hesaplama yapilmis ve daha sonra hazirlanan ana stok yari yariya diliie
edilerek 50 um ara stok olusturulmustur. 50 um ara stok primerden kullanilacak 2,5 pm
primer hazirligt M1 X V1= M2 X V2 formiilii ile hesaplanarak hazirlanmistir.

Ornegin; mevcut primer konsantrasyonu 103,7 nmol ise oncelikle bu deger
umol’e ¢evrilir ve 0,1037 umol olur. 100 um stok hazirlamak igin,

M1 X V1= M2z X V2 formiilii ile 100 x V = 1000 x 0.1037 = 1,037 mL olarak bulunur.
Yar yartya diliie edilerek 50 um ara stok olusturulur. M1.V1 = M2.V; formiilii ile
hesaplama yapilarak olusturulan ara stoktan kullanilacak olan 2,5 pm primer hazirlanir.

Olusturulan karisim PCR igeriginde kullanilmistir.
dNTP karisitminin hazirlanmasi

2,5 mM dNTP karisim igerigi elde etmek igin;

25 pl Adenin (100 mM)

25 pl Timin (100 mM)

25 pl Guanin (100 mM)

25 pl Sitozin (100 mM) karistirilarak 900 pl niikleaz icermeyen su ilave edilir.

Olusturulan karisim PCR mix iceriginde kullanilmistir.
2.2.4.3. PCR ile amplifikasyon

DNA izolasyonu sonucunda elde edilen gDNA’lar kalip olarak kullanilmis ve
hedeflenen gen bolgeleri PCR ile c¢ogaltilmistir. Aspergillus tiirlerinin molekiiler
identifikasyonu i¢in B-Tubulin, Kalmodulin, ITS gen bolgeleri kullanilmistir. B-Tubulin
bolgesinin primerleri olan Bt2a, Bt2b, Kalmodulin bdlgesinin primerleri olan CL, CL2

ve ITS bolgesinin primerleri olarak VG9, LS266 (Tablo 2.5) kullanilmistir.
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Tablo 2.5. Iswya diren¢li Aspergillus iiyelerinin molekiiler identifikasyonunda kullamlan primerlerin
hedeflenen gen bdlgeleri ve iiriin boyutlart

Primerler | Baz dizisi (5°-3") Bilge Uriin Kaynak
boyutu

De Hoog e

VIG-F TTACGTCCCTGCCCTTTGTA Gerrits van den

ITS 1100bp | Ende, 1998
LS266-R | GCATTCCCAAACAACTCGACTC Masclaux  vd.,
1995
Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC Glass ve
Donaldson, 1995
B-Tubulin | 550 bp
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Glass ve
Donaldson, 1995
CL1 GA(AG)T(AT)CAAGGAGGCCTTCTC 500-700 Hong vd., 2005
Kalmodulin
bp
CL2 TTTTGCATCATGAGTTGGAC Hong vd., 2005

Gen bolgelerinin amplifikasyonu sirasinda her bir 6rnek i¢in 25 pl PCR igerigi

hazirlanmistir (Tablo 2.6).

Tablo 2.6. PCR reaksiyon icerigi

Bilesen Kullanilacak Hacim (ul)
(1 PCR o6rnegi icin)

10X Taq Buffer (+KCI, -MgCly) 2.5

25 Mm MgCl; 2.5

dNTP Karigimi (2.5 mM) 2

fleri Primer (2.5 pM) 25

Geri Primer (2.5 uM) 2.5

DMSO 1.3
Niikleazsiz su 10.4

Tag DNA Polimeraz 0.3

gDNA 1

PCR reaksiyon igerikleri olusturulurken gDNA haricindeki igerik (Tablo 2.6) ayni

oranlarda arttirilarak ependorf tiipiinde bir araya getirilerek karigim olusturulmus,
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hazirlanan karisim 24 pl hacminde PCR tiiplerine dagitilmis ve son olarak 1 ul gDNA
ilave etmek kaidesi ile uygulanmistir. PCR cihazinda (Verity®) PCR islem basamaklari
uygulanarak PCR islemi baslatilmistir. Hazirlanan PCR reaksiyonunun kosullar1 Tablo

2.7. de verilmistir.

Tablo 2.7. Hedeflenen gen bolgelerine ait PCR reaksiyon basamaklar

VI9G-LS266 B-Tubulin Kalmodulin
95°C’de 5 dk 95°C’de 3 dk 94 °C’de 10 dk
(Denatiirasyon) (Denatiirasyon) (Denatiirasyon)
35 dongii 30 dongii 35 dongii

94 °C 45 sn 95°C1dk 94 °C 50 sn

56 °C 30 sn 65 °C 55 sn 55°C 50 sn
72°C2dk 72°C1dk 72°C1dk
72°C 6 dk 72°C 10 dk 72°C7dk

4 °C Siiresiz 4 °C Siiresiz 4 °C Siiresiz
(Samson vd., 2010) (Glass ve Donaldson, 1995) (Serra vd., 2006)

2.2.4.4. Elektroforez

PCR islemi tamamlaninca %]1’lik agaroz jel hazirlanarak elektroforez ile PCR
uriinleri kontrol edilmistir. Bu asamadaki amag¢ PCR ile ¢ogaltilan ve hedeflenen gen
bolgesine ait olan DNA parcalarinin jelde boyutlarma gore ayrilmasidir. Agaroz jelin
hazirlanmasinda %1°lik agaroz TAE tamponu igerisinde 1sitma islemi ile ¢ozdiirtilmistiir.
Agaroz jel elektroforez tabagina dokiiliip tarak aparati yerlestirilerek donmasi ve kuyucuk
igeren agaroz jelin olusmasi saglanmistir. Donma islemi tamamlaninca PCR fiiriinlerinin
jeldeki kuyucuklara yiiklemesi yapilmigtir. PCR iiriinlerini jele yliklemek i¢in, 5 ul PCR
trtinii 3 pl yikleme boyasi (Gelred (floresan boya) boyasi igeren) ile karigtirilmistir.
Agaroz jeldeki ilk kuyucuga jel analizi sirasinda hedeflenen boyutta iiriin elde
edilmesinin degerlendirilebilmesi igin uygun boyutlarda DNA pargalar iceren marker (1
Kb) yiiklemesi yapilmistir. Yiikleme islemi tamamlaninca elektrotlar negatif (-)
yoniinden pozitif (+) yoniine dogru yerlestirilmis ve 90 V’da 50 dk boyunca yiiriitme
islemi yapilmigtir. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra PCR firiinlerinin UV

illuminator (Uvtech)’de jel goriintiisii incelenmistir.
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Jel goriintiileme sonucunda gerekli goriilen tiriinler saflagtirma islemine alinirken,

tek bant ve istenilen boyutta elde edilen tiriinler sekans iglemine hazirlanmistir.
2.2.4.5. PCR iiriiniiniin saflagtirilmast

PCR islemi sonucunda spesifik olmayan bantlasma parcalar1 elektroforez islemi
sonucunda UV goriintiillemede ¢ift bant olarak goriilmiistiir ve ¢ift bantli olan bu
orneklerin saflastirma islemi yapilmigtir. Saflastirma islemi uygulanacak 6rnekler agaroz
jelden kesilerek isleme alinmistir. Bunun igin “Illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” (GE Healthcare Life Sciences)’i kullanilmistir. Uygulanan islem
basamaklari su sekildedir:

1. Kesilen jelin agirligi kadar Capture buffer type 3 soliisyonu ilave edilmis ve su
banyosunda 60 °C’de jelin ¢dziinmesi saglanmigtir.

2. Elde edilen hacmin 600 pl’si filtreli tiipe (GFX Microspin) aktarilmis ve 16000 g x 30
saniye oda sicakliginda santrifiij edilmigtir. Alt tiipe gegen hacim atik kutusuna
bosaltilmistir. Geri kalan numune hacmi tekrar ayn1 GFX Microspin igerisine aktarilmig
ve santrifiij islemi tekrar edilmistir.

3. 500 ul Wash buffer type 1 soliisyonu kolona ilave dilmis ve 16000 g x 30 saniye
santrifiij edilmistir. islem sonucunda kolon yeni bir ependorf tiipe aktarilmistir.

4. 50 pl Elution buffer type 4 kolona ilave edilmis ve 16000 g x 60 saniye santrifiij
edilmistir.

Elde edilen hacim saflastirilmis PCR iiriiniinii igermektedir. -20 °C’de muhafaza

edilmistir.
2.2.4.6. DNA dizi analizi

Elde edilen PCR iiriinleri REFGEN-Gen Arastirma ve Biyoteknoloji Merkezinde
(http-7) hizmet alimi yolu ile Applied Biosystems (3130 XL Genetic Analyser)

kullanilarak sekanslanmaistir.
2.2.4.7. Sekans verilerinin analiz edilmesi

Incelenen izolatlarin gen bdlgelerine ait dizi bilgileri NCBI “National Center for
Biotechnology Information”, (http-8) gen bankasindaki verilerle BLAST (Altschul vd.,
1997) programi iizerinden karsilastirilarak benzerlikleri incelenmistir. Hizalamalar,
MEGA X yazilim paketindeki Muscle kullanilarak ve NCBI GenBank'tan elde edilen

morfolojik ve filogenetik olarak ilgili tip tiirlerin diger dizileriyle birlikte
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gerceklestirilmistir (Tamura vd., 2013). Hizalanan veri setleri, MEGA X' te 1000 tekrarli
olarak (1000 bootstrap), Tamura-Nei modeline (Tamura ve Nei, 1993) dayali Maksimum
Likelihood (ML) analizi kullanilarak incelenmistir. Bosluklar ve eksik veriler igeren tiim
pozisyonlar elimine edilmistir. Dis grup olarak Aspergillus clavatoflavus (EF669713,
EF669686, EF669700) kullanilmistir.

izolatlara ait yazar ve giincel tiir isimleri, Index Fungorum web sitesine (http-5)

gore standardize edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Toprak Analizi ve Mikrofunguslarin izolasyonu

Calisma kapsaminda incelenen toprak Orneklerinin nem (%) oranlar1 ve bazi

fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin sonuglar1 Tablo 3.1 ve 2’ de verilmistir.

Tablo 3.1. Toprak orneklerine ait nem olgiim Sonuglart

Ornek Adi Ik Agirlik | Son Agilik | Fark % Kuru Agirhik Miktar % Su Miktar1
Eskisehir 1 30,2 27,45 2,75 90,89 9,11
Eskisehir 2 30,1 28,7 1,4 95,35 4,65
Eskigehir 3 30 26,8 3,2 89,33 10,67
Eskisehir 4 30,05 27,92 2,13 92,91 7,09
Tablo 3.2. Toprak orneklerine ait fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar

Organik Organik Elektrik
.. - Tuzluluk ) .
Ornek Ad1 | Toprak Tipi pH (%) Karbon Madde iletkenligi

(%) (%) mS/cm
Eskigehir 1 | Kil 7,89 6,70 1,12 1,94 0,21
Eskigehir 2 | Killi toprak 8,14 13,07 0,93 1,60 0,23
Eskigehir 3 | Kil 7,96 21,36 1,41 2,43 0,18
Eskigehir 4 | Kil 8,12 31,65 1,09 1,88 0,21

Topraktan izole edilen 1siya direngli Aspergillus cinsine ait izolasyon g¢aligmasi

sonucunda elde edilen koloni sayilar1 grafik 3.1°de paylasilmistir. izolasyon siirecinde

olusan petri goriintiileri Sekil 3.1-4’de, izolatlarin 14 giin siire sonundaki gelisimleri Sekil

3.5’te verilmistir.

Eskisehir 3: 260;

8%

Eskisehir4; 590;
18%

Eskisehir 1; 550;

17%

Eskigehir 2; 1820,
57%

Grafik 3.1. Toprak orneklerinde koloni sayim sonu¢lar: (kob/ml)
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Sekil 3.2. 14 giin sonunda Eskigehir 2 numarali toprak érnegindeki mikrofungus ¢esitliligi
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Sekil 3.4. 14 giin sonunda Eskigehir 4 numarali toprak érnegindeki mikrofungus ¢esitliligi
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Sekil 3.5. Toprak orneklerinden saflagtirilmig olan Aspergillus cinsi tiyeleri
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3.2. Morfolojik identifikasyon

Saflastirilan her bir izolatin cins diizeyinde tanimlamalari yapilmistir ve Aspergillus
cinsi iiyeleri oldugu tanimlanan izolatlarin daha sonra mikroskobik ve koloni 6zelliklerine
gore tiir diizeyinde tanimlamalar1 yapilmistir (Tablo 3.3). Inkiibasyon siiresi sonunda
tanimlamalar1 yapilan tiim Aspergillus orneklerinin 6n ve arka petri goriintiileri ve

tanimlanmis olan tiir isimleri sirastyla sekil 3.6-22°de verilmistir.

Tablo 3.3. [zolatlarin morfolojik teshis sonuclari

izolat | Morfolojik Teshis Sonucu Giincel Tiir Ad1
No
26.03 | A. herbariorum (Weber ex F.H. Aspergillus glaucus (L.) Link, Mag. Gesell. naturf.
Wigg.) E. Fisch. 1897 Freunde, Berlin 3(1-2): 16 (1809)
26.07 | A.chevalieri Thom & Church 1926 | Aspergillus chevalieri Thom & Church, The Genus
Aspergillus: 111 (1926)
26.08 | A. amstelodami Thom & Church Aspergillus amstelodami Thom & Church, The
1926 Genus Aspergillus: 113 (1926)
26.10 | A. amstelodami Thom & Church Aspergillus amstelodami Thom & Church, The
1926 Genus Aspergillus: 113 (1926)
26.12 | A. herbariorum (Weber ex F.H. Aspergillus glaucus (L.) Link, Mag. Gesell. naturf.
Wigg.) E. Fisch. 1897 Freunde, Berlin 3(1-2): 16 (1809)
26.27 | A. chevalieri Thom & Church 1926 | Aspergillus chevalieri Thom & Church, The Genus
Aspergillus: 111 (1926)
26.30 | A. fisheri Wehmer 1907 Aspergillus fischeri Wehmer, Centbl. Bakt.
ParasitKde, Abt. | 18: 390 (1907)
26.31 | A. amstelodami Thom & Church Aspergillus amstelodami Thom & Church, The
1926 Genus Aspergillus: 113 (1926)
26.32 | A. amstelodami Thom & Church Aspergillus amstelodami Thom & Church, The
1926 Genus Aspergillus: 113 (1926)
26.34 | A. herbariorum (Weber ex F.H. Aspergillus glaucus (L.) Link, Mag. Gesell. naturf.
Wigg.) E. Fisch. 1897 Freunde, Berlin 3(1-2): 16 (1809)
26.50 | A. amstelodami Thom & Church Aspergillus amstelodami Thom & Church, The
1926 Genus Aspergillus: 113 (1926)
26.52 | A. chevalieri Thom & Church 1926 | Aspergillus chevalieri Thom & Church, The Genus
Aspergillus: 111 (1926)
26.56 | A.chevalieri Thom & Church 1926 | Aspergillus chevalieri Thom & Church, The Genus
Aspergillus: 111 (1926)
26.57 | A.chevalieri Thom & Church 1926 | Aspergillus chevalieri Thom & Church, The Genus
Aspergillus: 111 (1926)
26.59 | A. fisheri Wehmer 1907 Aspergillus fischeri Wehmer, Centbl. Bakt.
ParasitKde, Abt. | 18: 390 (1907)
26.60 | A.chevalieri Thom & Church 1926 | Aspergillus chevalieri Thom & Church, The Genus
Aspergillus: 111 (1926)
26.61 | A.chevalieri Thom & Church 1926 | Aspergillus chevalieri Thom & Church, The Genus
Aspergillus: 111 (1926)
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Tablo 3.3.(Devam) [zolatlarin morfolojik teshis sonuglart

Izolat | Morfolojik Teshis Sonucu Giincel Tiir Ad1
No
26.70 | A. fisheri Wehmer 1907 Aspergillus fischeri Wehmer, Centbl. Bakt.
ParasitKde, Abt. 1 18: 390 (1907)
26.71 | A.fisheri Wehmer 1907 Aspergillus fischeri Wehmer, Centbl. Bakt.
ParasitKde, Abt. 1 18: 390 (1907)

Tablo 3.3’te verilen 26.08, 26.31, 26.32 ve 26.50 kodlu 6rnekler mikroskobik

teshis sonucunda tek bir tiir 6zelligi gosterdikleri i¢in 4 6rnegi temsilen yalnizca 26.08

kodlu 6rnek DNA izolasyonuna alinmistir.

Sekil 3.6. 26.03, Aspergillus glaucus A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka goriintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri on goriintiisii H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.7. 26.07 Aspergillus chevalieri A) CYA2S5 petri arka goriintiisii B) CYA3T petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka gortintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri 6n goriintiisii H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii
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goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka gortintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri 6n goriintiisii H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.9. 26.12 Aspergillus glaucus A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA2S5 petsi arka goriintiisii E) CYA25 petri én
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA2S5 petri on goriintiisti H) CREA25 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.10. 26.27 Aspergillus chevalieri A) CYA25 petri 6n goriintiisii B) CYA37 petri én
gortintiisii C) MEA25 petri 6n goriintiisii D) CREA25 petri 6n goriintiisti
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Sekil 3.11. 26.30 Aspergillus fischeri CYA25 A) petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA2S5 petsi arka goriintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA2S petri on goriintiisti H) CREA25 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.12. 26.31 Aspergillus amstelodami A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisti D) CREA2S5 petsi arka goriintiisii E) CYA25 petri én
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA2S5 petri on goriintiisti H) CREA25 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.13. 26.32 Aspergillus amstelodami A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA3T7 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka gortintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri on goriintiisti H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii
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Sekil 3.14. 26.34 Aspergillus glaucus CYA25 A) petri arka goriintiisii B) CYA3T petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA2S5 petsi arka goriintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri on goriintiisti H) CREA2S5 petri dn goriintiisii

Sekil 3.15. 26.50 Aspergillus amstelodami A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA3T7 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisti D) CREA2S5 petsi arka goriintiisii E) CYA25 petri dn
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA2S5 petri on goriintiisti H) CREA25 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.16. 26.56 Aspergillus chevalieri A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka gortintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri 6n goriintiisii H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii
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Sekil 3.17. 26.57 Aspergillus chevalieri A) CYA25 petri on goriintiisii B) CYA37 petri 6n
goriintiisii C) MEA25 petri on goriintiisii D) CREA2S5 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.18. 26.59 Aspergillus fischeri A) CYA2S5 petri arka gériintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA2S5 petri arka goriintiisii D) CREA2S petsi arka goriintiisii E) CYA2S5 petri én
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri 6n goriintiisti H) CREA2S petri én goriintiisii

Sekil 3.19.26.60 Aspergillus chevalieri A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka gortintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri 6n goriintiisti H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii
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Sekil 3.20. 26.61 Aspergillus chevalieri A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka gortintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri on gorintiisii H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii

Sekil 3.21. 26.70 Aspergillus fischeri A) CYA25 petri arka goriintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA2S5 petri arka goriintiisii D) CREA2S petsi arka goriintiisii E) CYA2S5 petri én
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri 6n goriintiisti H) CREA2S petri én goriintiisii

Sekil 3.22. 26.71 Aspergillus fischeri A) CYA2S5 petri arka gériintiisii B) CYA37 petri arka
goriintiisii C) MEA25 petri arka goriintiisii D) CREA25 petsi arka gortintiisii E) CYA25 petri on
goriintiisii F) CYA37 petri on goriintiisii G) MEA25 petri 6n goriintiisti H) CREA2S5 petri 6n goriintiisii
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3.3. Multi Lokus Gen Identifikasyonu

Mikroskobik ve koloni 6zelliklerine gore tanimlamalari yapilan tiim izolatlarin
daha sonra DNA izolasyonlar1 (Sekil 3.23) yapilmis ve devaminda yapilan PCR ve
elektroforez islemleri sonucunda UV cihazinda olusan profiller Sekil 3.24’te
gosterilmistir. Burada kalmodulin gen bolgesinde PCR islemi sonucunda bazi 6rneklerin
reaksiyona girmemis, amplifikasyon sonucu ¢ift bantli DNA’larin  olustugu
goriilmektedir. Cift bantli olan bu DNA 6rneklerin saflagtirilmasi yapilmis ve saflagtirma

sonucu yeniden agaroz jel elektroforez islemi yapilarak kontrol saglanmistir (Sekil 3.25).

1234856 78010111213

oa wn e ek i P e

14 15 16 17

Sekil 3.23. DNA ekstraksiyon iiriinleri

15 1617 N N

(2‘=_:__ -.—-—---‘

© 123 45 678 9 1011213141516 17N N

1000b
PH M

2N T LLITELTE

Sekil 3.24. A) Betatubulin gen bélgesine ait jel goriintiileri; B) Kalmodulin gen bolgesine ait jel
goriintiileri; C) ITS gen bélgesine ait jel goriintiileri (ilk kuyucuk marker olarak, N yazan kuyucuklar
negatif kontrol amagl kullanimigtir)
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Sekil 3.25. Kalmodulin gen bolgesinde ¢ift bantli 6rneklerin saflastirma islemi sonrasinda kontrol
sonuc¢lari(ilk kuyucuk marker olarak kullanilnugtir)

Her bir gen bolgesine ait istenilen boyutta bantlagsmalar elde edildikten sonra tim
ornekler sekans analizi i¢in RefGen Biyoteknoloji Laboratuvar Merkezi’ne génderilmis
ve sekans analizleri geri primerler kullanilarak tek yonlii ger¢eklestirilmistir. Daha sonra
olusan sekans verileri NCBI (http -8) veri bankasindaki tip tiirler ile kiyaslanmis ve

kiyaslamalar sonucu filogenetik analizlari yapilmistir.

ErT=E T RS [comesmmran | sneseoen searnsummary v O owmraamipord M ELAS Hep s "D —
2R@ad @@lﬂ Baa 2~ Goonda Job Title Nucleotide Sequence Filter Results B

R sLol w0 REUKGHTOIE  Seorch expieson v Dosmload Al < ‘
S e L T ITATITNARRTNNIRTRANRR} Program BLASTN@  Citation oAt B 2 ol cvors erclude

3 i Sl enes e enenianegaee Darabase w Seecemlsv | .

[ J 'l [} f] QueryID o 73  Add ormaniam
| i Description None —— -
F‘W}W'h hllw\w J‘L r\!. hwm I\ \“H A \ .N ul Mw:wp‘ - Percent ld ‘.: ek
. . QueryLength 507

(i o u Otherreports  Distance tee of results MS )

Sekil 3.26. A): Sekans verisi(temsili); B): Sekans verisinin NCBI gen bankasindaki tip tiirler ile
kiyaslanmas (temsili)

Tiim izolatlarin NCBI veri bankasindaki tip tiirleri ile kiyaslamalar1 sonuglari her
takson i¢in en yakin Blast sonuglarina ait veriler sekans degerlendirme dokiimani

tablosuna not edilmistir.
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Tablo 3.4. Izolatlarin NCBI veri bankasindaki tip tiirler ile kiyaslama sonuglart

Dizi
" Analizi Elde Edilen NCBI Gen
Eeokans INZ(())lat icin Dizinin gzlelssfn Baz Bankasindaki En
Secilen Uzunlugu y Yakin Karsihigi
Primer
%100 Aspergillus ruber
0
BT2B 350 350/350(100%) MH644028 1
%100 Aspergillus ruber
0
1 26.03 CL2 507 507/507(100%) ME185907 1
519/519(100% %100 Aspergillus ruber
ITS 519 ( ) MH858702.1
%100 Aspergillus
0
BT2B 352 352/352(100%) costiformis HE801338.1
403/403(100% %100 Aspergillus
2 2607 | CL2 il (100%) | ostiformis HE801320.1
419/419(100% %100 Aspergillus
pr ke ( ) costiformis LT627256.1
%99 Aspergillus
0
3 26.08= B128 343 344/345(99 /0) costiformis LT627281.1
4 26.31= -
5 26.32= | CL2 518 513/518(99%) %699 Aspefgilus
6 26.50 costiformis HE801320.1
%100 Aspergillus
ITS 430 430/430(100%) | ¢octiformis LT627256.1
%99 Aspergillus
BT2B 353 352/353(99%) costiformis HE801338.
1
7 26.10 478/483(99% %99 Aspergillus
CL2 483 ( ) costiformis HE801320.1
%99 Aspergillus
ITS 467 466/467(99%) amstelodami
MK267406.1
%99 Aspergillus ruber
0
BT2B 311 307/311(99%) MH644028 1
%100 Aspergillus ruber
8 26.12
CL2 484 484/484(100%) ME185907 1
ITS 598 528/528(100%) %100 Aspergillus ruber

MH858702.1
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Tablo 3.4. (Devam) Izolatlarin NCBI veri bankasindaki tip tiirler ile kiyaslama sonuglart

Dizi
. Analizi Elde Edilen NCBI Gen
Eeokans INZ(())lat icin Dizinin g:lelssfn Baz Bankasindaki En
Secilen Uzunlugu y Yakin Karsihigi
Primer
355/355(100% %100 Aspergillus
BT2B 355 ( ) costiformis HE801338.1
%100 Aspergillus
0,
9 2627 | CL2 440 440/440(100%) | stiformis HEB01320.1
506/507(99%) %99 Aspergillus
ITS 507 chevalieri MH752443.1
417/417(100%) %100 Aspergillus
BT2B atr fischeri KY808692.1
%99 Aspergillus
10 26.30 CL2 265 264/265(99%) fischeri
XM_001264942.1
518/518(100%) %100 Aspergillus
/0 518 fischeri MH858711.1
. .
BT2B 355 355/355(100%) I\/A"lHO&ﬁgggrg”'“S ruber
: .
11 2634 | CL2 454 454/454(100%) fé?é’lﬁzaegg'”“s ruber
. .
ITS 463 463/463(100%) l\//l"lHOSOSQ;g;rg"'“S ruber
BT2B DEVAM ETMEKTEDIR
%96 Aspergillus
CL2 385 369/385(96%) amstelodami HE97444
12 26.52 51
%99 Aspergillus
ITS 479 478/479(99%) amstelodami
MK267406.1
%99 Aspergillus
BT2B 358 357/358(39%) cgstiforﬁwingRS?)?Q?O.l
: :
13 2656 | CL2 491 486/491(99%) C/ gzz fﬁ?gﬁggll:éuasmszo )
%99 Aspergillus
ITS 530 520/530(99%) c?]evaliepri I?/IH752443.1
350/358(98%) %98 Aspergillus
BT2B 358 chevalieri KF499571.1
%95 Aspergillus
14 26.57 CL2 512 488/512(95%) chevalieri MG199956.1
474]475(99%) %99 Aspergillus
ITS ar4 chevalieri MH859013.1
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Tablo 3.4. (Devam) Izolatlarin NCBI veri bankasindaki tip tiirler ile kiyaslama sonuglart

Dizi
" Analizi Elde Edilen NCBI Gen
Eeokans INZ(())lat icin Dizinin Eslesen Baz Sayis1 | Bankasindaki En
Secilen Uzunlugu Yakin Karsihigi
Primer
386/386(100% %100 Aspergillus
BT2B 386 ( ) fischeri KY808692.1
15 26.59 0(0100 _Aspergillus
CL2 309 309/309(100%) fischeri
XM_001264942.1
%100 Aspergillus
0
ITS 453 453/453(100%) fischeri MH858711.1
%100 Aspergillus
BT2B 349 349/349(100%) costiformis
HE801338.1
%100 Aspergillus
16 26.60 CL2 457 457/457(100%) costiformis
HE801320.1
%99 Aspergillus
ITS 460 459/460(99%) amstelodami
MK?267406.1
%100 Aspergillus
BT2B 358 358/358(100%) costiformis
HE801338.1
%100 Aspergillus
17 2661 | cL2 421 421/421(100%) costiformis
HE801320.1
%100 Aspergillus
ITS 437 437/437(100%) costiformis
LT627256.1
%100 Aspergillus
0
BT2B 446 446/446(100%) fischeri K'Y808692.1
%98 Aspergillus
18 2670 | cL2 321 314/321(98%) fischeri
XM_001264942.1
%100 Aspergillus
0
IS s STTI3TT(100%) | ficcneri MG925212.1
%100 Aspergillus
0
BT2B 457 457/457(100%) fischeri K'Y808692.1
%99 Aspergillus
19 26.71 CL2 312 311/312(99%) fischeri
XM_001264942.1
5 .
ITS 484 484/484(100%) /100 Aspergillus

fischeri MH858711.1

Eskisehir tarim topraklarinda teshis edilen 6rneklerin dagilimlar1 Tablo 3.5°te

gosterilmistir. Bu 6rneklerin ylizdelik oranlar1 da Grafik 3.2.’de sematize edilmistir




Tablo 3.5. Eskisehir tarim topraklarindan teshis edilen tiirler

Tiir Ad1 izolat numarasi Yiizdelik izolat
orani(%) Sayisi

Aspergillus amstelodami Thom & 26.52 5 1
Church 1926
Aspergillus chevalieri Thom & Church 26.27, 26.56, 26,57 16 3
1926
A. costiformis H.Z. Kong & Z.T. Qi 26.07, 26.08, 26.10, 26.31, 42 8
1995 26.32, 26.50, 26.60, 26.61
A. fischeri Wehmer 1907 26.30, 26.59, 26.70, 26.71 21 4
A. ruber (Jos. Ko6nig, Spieck. & W. 26.03, 26.12, 26.34 16 3
Bremer) Thom &Church 1926

A. costiformis
4 0,

A. fischeri
21%

A. chevalieri
16%

) A. ruber
amstelodami 16%
5%

Grafik 3.2. Eskisehir tarum topraklarindaki izole edilen isiya direngli Aspergillus cinsi iiyelerinin
dagilimlar

Kiyaslamalar sonucu elde edilen tiim verilerin hizalamalar1t MEGA X yazilim
programindaki Muscle kullanilarak ve NCBI GenBank’tan elde edilen morfolojik ve
filogenetik olarak ilgili tiirlerin diger dizileriyle birlikte gergeklestirilmistir. MEGA-X
programi sonucunda tiirlerin filogenetik agaclar1 olusturulmustur (Sekil 3.27, Sekil 3.28;
Sekil 3.29).
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3.4. Filogenetik Analiz Sonuclar

3.4.1. ITS gen bilgesi

—

Aspergilus mallochit KX450907
Aspergilus megazporss KX450910
- Aspergilius levisporus LT67095
Aspergiltus glowers EFE52052

Aspergillus cumulatus KF928303
Aspergius cibarius JOOIS177

Aspergilus brummeus EF652060

Aspergillus aerius LT670916

Aspergillus gloscss AY373887
Aspergillus ghowcus EF632083
Asperpillus neocarnayi EF652057
F Aspergillus proliferans EF652064
Aspergils niveoghaucus EF632058

Asporgillus ruber EF652066
Aspergilus zloamit KJ775540
Aspergilius tonophilem EFS3208)
Aspergillus rutonggfi LT670986
Aspergillus ruber 26.34
Aspergilius mder 26.03

{ | Aspergiiius rber 26,
Aspergillus cibaring Q918178
Aspergilius caperarus LT670922
Aspergilius chevoliers EF652068
Aspergltas cosnforms HEG13136
Aspergalius crustatus EF6S)
Aspergsllus montevidenais EFS
Aspergilius porosss LT87096)

2077

Aspergilus amstelodams KUST2158
Aspergillus awstelodaw KUS72160
ras 208>

9%

Y spergilins chevalier 26.57
b Aipwrgilins stermedios EF032074
Aspergillus chevalieri 26.27
Aspergillus chevaleri 26.56
Aspergilias coutiformis 26.08
Aspergillus costiformis 26.6)
Aspergillus amstelodami 26.52
Aspergillus awsielodami 26.60
Aspergillus courtformis 26.07

il 2

Aspergillus tamarindasols LT67098 1

Aspergilius amophihs KC473921
l Aspergiius xerophitua EF652085

Aspergilu teporis LT670952
Aspergiius ha

Aspergiilus

tews EF632088

Aspergilins caesieliv: EF632044

”

'S Atpergilles gracitis JINSS0991

Apergilius graciis EF652045

s L]

_{

Aspergillns kamagawaersis EF601176
Aspergiliug kamagawaersia EF601275
Aspergilius longivesica EF66999)]
Asperpilius giganteus EFOC9928
3 | Aspergitiss clanatonanicus EUIG8040
| Aspermiltss clavasonamcus EF669986
Aspergilies gipantews EF670000
| Aspergillus aurealus EFE69930
P Aspergillus folls JX021683
Aspergilius aureolus KMG13144
b Aspergillus unilaseralls EF669997
- Aspergilius falis KF358318
Aspergilis drevipes EF 609954
Aspergilius duricaulis EF669971

A llas aculeatss EF661221

Aspergillus curantiacaflaves LT670917
Aspergillus qppendiculatus HESI$132

Aspergillus appendiculatus HESIS133

Aspergillus preudoglaucus EF632050

EF6$2087

_éect.
Aspergillus

—

g [ Apergsius brevisnpicarus HF937386
{ Aspergilius avstrolewsts EFG60953
| spergitus comversis HF937385
Aspergilina kvatndkoe KU761142
Aspergillus fumsganagfing HES 78059
Asperg atiaffis KLOSO926
Aspergiliu fischer: 26.70
Aspergiilus fischert EF609936
Aspergiiius fischert 26

Aspergillua fumisynnematus AB2S0779

Aspergillus lentulis EF6699¢9
Asperyilins movofumigans AB299411
Aspergillus movafumigans FR733874
EF609713 Out Growp

0.020

Sekil 3.27. NCBI Genbank'ta daha once bilinen takson ile bu ¢alismada yeni olugturulan 1TS
dizilerinin iligkilerini gosteren Aspergillus tiyelerinin dizilerine dayanan en iyi maksimum olabilirlik
agaci (dis grup olarak Aspergillus clavatoflavus (EF669713) (bootstrap 1000) belirlenmistir)

Aspergilus ¢k
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ect.



3.4.2. Beta tubulin gen bolgesi

62

Aspergillus costiformis 26.60
Aspergillus costiformis 26.61

Aspergillus costiformis 26.27

Aspergillus costiformis 26.07
Aspergillus costiformis HES01338

Aspergillus costiformis 26.08
Aspergillus costiformis 26.50

o} || Aspergilius chevalieri 26.57

2
=

Aspergillus costiformis 26.10
Aspergillus cristatus EF651914
\— Aspergillus chevalieri EF651911

79

Aspergillus caperatus LT671008

Aspergillus porosus LT671130
89 | Aspergillus intermedius EF651892
Aspergillus amstelodami KUS72155
Aspergillus hollandicus EF651900
Aspergillus montevidensis EF651898

Aspergillus cibarius JO918180
Aspergillus endophyticus LT671067
Aspergillus brunmeus EF651907
Aspergillus niveoglaucus EF651905
Aspergillus neocarnoyi EF651903
Aspergillus glaucus EF651887
Aspergillus proliferans EF651891

- Aspergillus awrantiacoflavus LT670993

Aspergillus aerius LT670090
I_V[ Aspergillus levisporus LT671004
oreil g2 KX450892

illus meggspor;

illus ruber 26.1

Aspe
99 | Aspergillus ruber 26.03

Aspergillus ruber
Aspergillus ruber EF651020
Aspergillus zutongqii LT671206

Aspergillus tonophilum EF651919
Aspergillus sloanii KJ775074
Aspergillus cumulatus KF028207
Aspergillus pseudoglaucus EF651917
Aspergillus appendiculatus HE801333
97 | Aspergillus mallochi; KX450889

72

Aspergillus tamarindosoli LT671191
Aspergillus osmophilus LT671127
o7 Aspergillus xerophilus EF651923
Aspergillus teporis LT671194
pus EF651925

EF651026

EF651884

Asp
Asp
%9 illus gracilis EF651883

EF661239 —

922

Aspergillus k
Aspergillus clavatonanicus EF669842)

99
4’“(—‘:@@:/{“ giganteus EF669750
Aspergillus longivesica EF669847

Aspergillus fischeri
Aspergillus fisch
Aspergillus fischeri EF669706
Aspergillus fischeri 26.70
4 Lscheri 26359

22

L dspergillus oerlinghausensis KT359604
Aspergillus fumisynnematus AB248076

Aspergillus lontulus EF669825

Aspergillus brevipes EF669812

Aspergillus duricaulis EF669827

Aspergillus aureola EF669808

Aspergillus hiratsukae AF057324

Aspergillus caatingaensis AB743854
Aspergillus brevistipitatus HF933364

Esp«rgﬂhu conversis HF933363

_LAJperg'lllus multiplicata DQ114120

5 — Aspergillus tsunodae AB488755

L spergillus tasmanicus AY685180

\— Aspergillus assulatus DQ114123

— Aspergillus wnilateralis HE974386

87

2

L Aspergillus marvanovae HE974387
96 — Aspergilius fumigatiaffinis DOOO48SS
L Aspergillus novofumigatus DQ094886
Aspergillus australensis EF669811
Aspergillus waksmanii EF669794
-[E-kpcrgi”u.r nishimurae AB201360
Aspergillus turcosus DO534143

HE577806

7 I

EF669686 Out Group

0.050

Sect.
Aspergillus

——

Sect.
Fumigati

Sekil 3.28. NCBI Genbank'ta daha énce bilinen takson ile bu ¢alismada yeni olusturulan beta-
tubulin dizilerinin iliskilerini gésteren Aspergillus tiyelerinin dizilerine dayanan en iyi maksimum
olabilirlik agact (dis grup olarak Aspergillus clavatoflavus (EF669713) (bootstrap 1000) belirlenmistir)
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3.4.3. Kalmodulin gen bolgesi

—
Aspergillus brunneus EF651998

Aspergillus niveoglaucus EF651093
Aspergillus neocarnoyi EF651985
Aspergillus aerius LT67009]
Aspergillus sloanii LT671038
Aspergillus aurantiacoflavus LT670094
Aspergillus glaucus EF651989
Aspergillus proliferans EF651988
Aspergillus levisporus LT671095
Aspergillus pseudoglaucus EF652007
Aspergillus endophyticus LT671068
Aspergillus tonophilus EF6352000
Aspergillus cumulatus KF928300
Aspergillus megasporus KX450905.
r Aspergillus tamarindosoli LT671192
—Edorgillu: osmophilus LT671128
% Aspergillus xerophilus EF651983
99 — Aspergillus appendiculatus HE§01318
Aspergillus mallochii KX450902
Aspergillus cibarius JO918183
Aspergillus zutonggii LT671207
Aspergillus ruber EF652009
Aspergillus ruber 26,03

Sect.
Aspergillus

7 | Aspergiltus ruber 26,

97 | Aspergillus montevidensis EF652020

90| |Aspergillus amstelodami KU8S6693
Aspergillus amstelodami HE974441

Aspergillus intermedius EF652012

t— Aspergillus caperatus LT671009

L Aspergillus porosus LT671131

E{ Aspergillus chevalieri EF652002

Aspergillus chevalieri LT671024
Aspergillus cristatus EF652001

[Aspergmu chevalieri 26.57 *

Aspergillus amstelodami 26.52
Aspergillus costiformis 26.08 *
Aspergillus costiformis 26.10
Aspergillus costiformis 26.56
Aspergillus costiformis 26.07
Aspergillus costiformis 26.27
Aspergillus costiformis 26,60
Aspergillus costiformis 26.61
Aspergillus costiformis HE301320 —
| Aspe EF052034

99 Aspergillus caesiellus EF652030

Aspergillus gracilis EF652031
EF652023

| @
2
Log

Aspergillus
Aspergillus teporis LT671195
Asp EF661263
89 I—— Aspergillus giganteus EF669857

EF669917

68 (— Aspergillus fischeri EF669865

Aspergillus oerlinghausensis KT359606
95 |- Aspergillus fumigatiaffinis DQ094891
Aspergillus lentulus EF669895
89 Aspergillus fumisynnematus AB259968
Aspergillus novofumigatus DQO94893
_{— Aspergillus aureola EF669877
89 - Aspergillus felis JX021715
99 _‘—-_Axpergllu: brevipes EF669881
Aspergillus duricaulis EF669597

(——— Aspergillus clavatonanicus EF669912
Aspergillus multiplicata HE974390
Aspergillus tsunodae AB488763
Aspergillus hiratsukae AY870699
Aspergillus. tasmanicus AY689367
Aspergillus umilateralis HE974388
Aspergillus brevistipitatus HF933388
Aspergillus conversis HF933387
Aspergillus australensis EF669880
Aspergillus caatingaensis AB743860
Aspergillus assulatus DQ114131

Aspergillus turcosus DQ334148

Aspergillus marvanovae HE974389

Aspergillus nishimurae HEO74302
Aspergillus waksmanii EF669863
aculeatus EF661148
Aspergill flavus EF669700 Out Group

54

54

61

0.050

Sekil 3.29. NCBI Genbank'ta daha dnce bilinen takson ile bu ¢alismada yeni olusturulan
kalmodulin dizilerinin iliskilerini gésteren Aspergillus tiyelerinin dizilerine dayanan en iyi maksimum
olabilirlik agaci (dis grup olarak Aspergillus clavatoflavus (EF669713) (bootstrap 1000) belirlenmistir)
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
4.1. Sonug ve Tartisma

Aspergillus tiirlerinin biyoteknolojide, endiistride, gida =zincirinde, i¢ hava
ortamlarinda ve insan sagliginda énemli etkilere neden olduklar1 bilinmektedir. Ozellikle
1stya direngli Aspergillus tiirlerinin 1s1 uygulamasi yapilmig gidalarin bozulmalarina
neden olduklar1 goriilmektedir (Kikoku vd., 2008). Gidalarda meydana gelen bu
bozulmalarin toprak ile temas sonucunda oldugu da bilinmektedir (Krishnan vd., 2017).
Bu nedenle tarim topraklarindaki bu canlilarin ve 6zeliklerinin tanimlanmalarina ihtiyag
duyulmaktadir.

Bu tez ¢caligmasinda da tarim topraklarindan izole edilen ve uygulanan 1s1l iglemler
sonucunda hala hayatta kalmaya devam edebilen Aspergillus cinsi iyelerinin
tanimlanmas1 amacglanmistir. Uygulanan 1s1l islemler sonucunda hayatta kalabilen bu
canlilar, gidalar agisindan tehdit unsuru olusturmaktadirlar (Kikoku vd., 2008). insan ve
hayvanlar acisindan gidalarda olusan zararli etkenlerin Onlenmesi amaci ile de bu
canlilarin tanimlanmalar1 gerekmektedir.

Bu amagcla ilk olarak tiirler fenotipik Ozelliklerine dayanarak cins seviyesinde
tanimlanmis ve daha sonra molekiiler karakterizasyonlarina gore tiir diizeyinde teshis
edilmislerdir.

Toprak analiz sonuglarinda Eskisehir il tarim topraklarindaki nem degerleri % 4,65-
10,67 aralifinda belirlenmistir. 3 numarali toprak (giiney) en yiiksek nem degerine
sahipken 2 numarali toprak (kuzey) en az nem oranina sahiptir. Bu sonuglardan toprak
tipinin etkili oldugu goriilmektedir. En diisiik nem orani ve en diisiik organik madde
miktarina sahip olan 2 numarali toprakta en fazla 1siya direncli mikrofungus gelisimi
goriiliirken en fazla nem oran1 ve organik maddeye sahip olan 3 numarali toprakta ise en
az oranda 1stya direngli mikrofungus gelisimi olmustur. Diisiik nem orani ve organik
maddeli toprakta 1s1ya direngli mikrofunguslarin en fazla oranda gelisim gostermis olmasi
bu mikrofunguslarin askosporlari, klamidosporlari, kalin duvarli hif yapilar1 veya
sklerotyalar1 sayesinde elverissiz kosullar altinda da yasamlarina devam edebildiklerini
gostermektedir (Ayva vd., 2019).

Toplamda Eskisehir’deki tarim topraklarindan 1stya direngli Aspergillus cinsine ait
19 izolat elde edilmistir. izole edilen 1s1ya direngli Aspergillus cinsi iiyelerinden % 42

oranla Aspergillus costiformis (8 izolat) tiiriiniin en fazla oranda bulundugu
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goriilmektedir. Bunu % 21 oranla Aspergillus fischeri (4 izolat) daha sonra % 16 oranlarla
Aspergillus ruber ve Aspergillus chevalieri (3 izolat) takip etmektedir. % 5 oranla da
Aspergillus amstelodami (1 izolat) daha az oranda bulunmustur. Tiim bu sonuglara
baktigimiz zaman Eskisehir topraklarindaki 1s1ya direngli Aspergillus iiyelerinin askospor
olusturan tiirler oldugu dikkat ¢cekmektedir. izolasyon islemleri sonucunda teshisleri
yapilan bu 5 tiiriin gida bozulmalarina neden olduklar1 ayrica gida tirtinlerinde kayiplara
ve endiistriyel agidan da ciddi ekonomik hasarlara neden olduklari bilinmektedir (Kikoku
vd., 2008). Mikrofunguslarin uygulanan 1s1l islemlere kars1 direnci 6zellikle askosporlari
ile kazandig1 bilinmektedir ve yapilan bu tez g¢alismasi ile de Eskisehir’in tarim
topraklarinin bu tiirler yoniinden zengin oldugu gorilmistir. Bu grup iyelerinin
genellikle su aktivitesi diisiik substratlarda gelisim gostermis olmalar1 dikkat
¢ekmektedir. Eskisehir topraklarindan izole edilmis olan bu tiirler Tiirkiye topraklarinda
gidalarda siklikla tespit edilmistir.

Yapilan bazi bilimsel ¢alismalarda da A. chevalieri, A. costiformis, A. ruber ve A.
fischeri tiirlerinin firsatg1 patojen olarak aspergillosiz hastaligina neden olduklar da tespit
edilmistir (Venugopal ve Venugopal, 2012). Yine yapilan baz1 bilimsel ¢alismalarda da
A. chevalieri’nin 6zellikle misir depolanmasinda bozulmalara neden olarak &nemli
kayiplara neden olduklari goriilmiistiir. A. fischeri tiirlerinin konserve meyve iriinlerinde
uygulanan 1s1l islemlerden askosporlar1 sayesinde etkilenmeyerek {iriin kaybina neden
olduklar1 da kayitlara ge¢mistir (Chen vd., 2017). A. ruber tiirlerinin de bezelye
depolanmasinda bezelyelerde hasarlara neden olduklar1 gozlemlenmistir (Mohapatra vd.,
2017).

Eskisehir tarim topraklarindan izole edilen tiirler her ne kadar depolamalarda iyi
bilinse de klinik olarak insan enfeksiyonlarinda 6nemli bir etkisinin oldugu kayitlara
gecmistir (Venugopal ve Venugopal, 2012).

A. costiformis, A. ruber A. amstelodami ve A. chevalieri tiirlerinin daha dnceden
Eurotium grubuna ait olduklari bilinmektedir. Eurotium seksiyon iiyeleri tiirleri sari
kleistotesya, merceksi askosporlari, yesil veya mavi tonlarinda uniseriat konidial baslar
ve genellikle sar1, turuncu veya kirmizi kapli hiflerinin olmasi ile karakterize edilir (Klich,
2002). Mikroskobik olarak yapilart incelendiginde vezikiiliin globaz - subglobaz yapida
olmasi, genellikle bir hif ag1 ile ¢evrili olmalari, askuslarin globaz — subglobaz yapida

olmasi, askosporlarin tek hiicreli, yilizeyinin diiz veya piiriizlii olmasi, konidiaforlarin diiz
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veya piiriizlii olmasi, diigiik su aktivitesinde dahi gelisim gostermeleri gibi 6zelliklerinden
dolayr Aspergillus cins tiyeleri olarak adlandirilmislardir (Samson vd., 2010).

Calisma sonucu elde edilen tiirlerin morfolojik 6zelliklerini inceledigimiz zaman A.
costiformis, A. ruber ve A. chevalieri tiirlerinin koloni 6zelliklerinin hemen hemen boyut
olarak ayni1 boyda olmalari, kadifemsi yapida olmalar1 ve renk olarak da birbirlerine
benzedigi goriilmektedir. Mikroskobik olarak baktigimizda uniseriat yapida olmalari,
askospor olusturmalari, subglobaz vezikiil yapisina sahip olduklar1 gériilmektedir.

Eskisehir tarim topraklarinda 1siya direngli tiirler arasindan bu tiirlerin yogunlukta
olmasi, toprak 6zelliklerine baktigimiz zaman ¢alismada kullanilan topraklarin 6zellikle
killi toprak olmasi, pH 6zellikleri, nem oranlari, igerdigi organik madde miktarinin etkili
oldugu diistliniilmektedir.

Filogenetik analizler sonucunda, ITS gen bolgesi ile yapilan ¢aligmada izolatlarin
Aspergillus ve Fumigati seksiyon fiiyeleri olduklar1 belirlenmistir. Siniflandirmanin
detaylandirilmasi amaci ile B-Tubulin gen bolgesiyle ¢alisilimis ve bu gen bolgesinde de
A. ruber ve A. fischeri gruplari yiiksek akrabalik dereceleri ile verimli bir durus
sergilemislerdir. A. costiformis tiirlerinin ise kendi igerisinde ayr1 dallanmalar yapmis
olduklar1 ve akrabalik iliski yiizdeliklerinin de dikkat ¢ekici seviyede olmustur. Tiim
bunlarin teyit edilmesi amaciyla da Kalmodulin gen bélgesi ile ¢alisilmis ve bu gen
bolgesinde de ayn1 sonuglar sergilemislerdir. Filogenetik analizler sonucunda elde edilen
veriler Asan (2004) checklistesi ile kiyaslandiginda; A. costiformis’in Tirkiye i¢in yeni

kayit oldugu belirlenmistir (Ayva vd., 2019).
4.2. Oneriler

Bu tez c¢alismasi sonucunda elde edilen veriler ile Eskisehir’deki tarim
topraklarindaki biyogesitlilik belirlenmistir. Calismada kullanilan 1siya direngli
Aspergillus tiirleri ve 6zellikleri tespit edilmis ve endiistriyel agidan ozellikleri ortaya
koyulmustur. Bununla birlikte 1s1l uygulamalar ile hayatta kalan bu canlilar insan ve
hayvan saglig1 acisindan tehlikeli durumlara neden olmaktadirlar. Yapilan tez caligmasi
sonucunda elde edilen veriler ile gida, yem, tarimsal iriinler gibi bir¢cok alana katki
saglanabilecektir. Dolayisiyla bu bilgilere dayanarak yapilacak bir¢ok calisma ile 1siya
direncli olan bu mikroorganizmalarin yararli 6zelliklerinden yararlanilabilir ve ayni

zamanda zararl etkilerinin de 6nlenmesi saglanabilir.
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