BAZI FUNGAL TURLERIN
STANDART VE iCERIiGi DEGISTIRILMIS
BESIYERLERINDEKI
MIKROSKOBIK VE MAKROSKOBIK
YAPILARININ iNCELENMESI

Hazirlayan: Nurcan BAHADIR
Biyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
2009/Edirne
Damisman: Prof. Dr. Ahmet ASAN



T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BAZI FUNGAL TURLERIN STANDART VE iCERiGi DEGISTIRILMIiS
BESIYERLERINDEKI MIKROSKOBIK VE MAKROSKOBIK YAPILARININ
INCELENMESI

Nurcan BAHADIR

YUKSEK LiSANS TEZIi

BiYOLOJi ANABILIM DALI

Damisman:

Prof. Dr. Ahmet ASAN

EDIRNE - 2009



OZET

BAZI FUNGAL TURLERIN STANDART VE iCERiGi DEGISTIRILMIiS
BESIYERLERINDEKI MIKROSKOBIK VE MAKROSKOBIK YAPILARININ
INCELENMESI

Bu c¢alismada 6 mikrofungus tiiri (Penicillium janthinellum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium aurantiogriseum, Aspergillus niger, Aspergillus wentii,
Aspergillus terreus) ile ¢alisilmistir. Bu tiirlerin standart 4 besiyeri ortamina ve bunlarin
icerigi degistirilmis sekillerine uygun yontemle ekimleri yapilarak, kiiltiirlerdeki icerik
degisikliginin tiirlerin makroskobik ya da mikroskobik yapilarinda fark olusturup
olusturmadig1 incelenmistir. Igerigi degistirilmis besiyerlerindeki maddelerin gelisim
tizerinde negatif ya da pozitif etkileri degerlendirilip, bu etkilerin kullanilan tiirler
acisindan teshiste ayirt edici bir 6zellik olarak kullanilabilirliligi incelenmistir.

Bu amagla kullanilan 6 fungal tiiriin, 20 mL besiyeri igeren petri plaklarina, 10°
CFU/ mL spor soliisyonundan steril pipet yardimiyla 1 damla olacak sekilde ekimleri
yapilmis, 25 °C ve 37 °C’ de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun basladig
3. gliniin sonundan itibaren her 24 saatlik periyotta petri plaklarinda olusan kolonilerin
caplar1 Ol¢iilmiistiir.

Toplam 15 besiyeri ile c¢alistlmistir. 7 giinliik inkiibasyon sonunda olusan
kolonilerin makroskobik ve mikroskobik goriintimlerinin fotograflar1 ¢ekilmistir.

Calismamizda, standart Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA) ve standart Rose
Bengal Streptomycin Agar (RB) besiyerinde 37 °C’ de {iremesi gozlenmeyen A. wentii
tiiriinlin, 37 °C’ de igerigi degistirilmis CYA — 3, CYA — 4, CYA - 5 ve RB - 2
besiyerlerinde gelisimi gozlenmistir. A. wentii’ nin mikroskobik goriiniimiinde 6zellikle
RB — 2 besiyerinde anormal yapili fiyalid ve CYA — 5 besiyerinde ise ¢atal seklinde
vesikiil yapis1 gozlenmistir. Yine ayni sekilde P. chrysogenum’ un standart RB’ de

gelisimi goriilmez iken RB — 2 ve RB — 3 besiyerinde gelisimi goriilmiistir. CYA — 4



besiyerinin ¢alistigimiz tiim tiirler incelendiginde sporulasyon iizerinde negatif etkisi
gozlenmistir.

P. janthinellum’ un Malt Ekstrakt Agar - 1(MEA — 1) besiyeri ortaminda koku
meydana getirdigi ve bu besiyerinin tiim tiirlerde gelisim iizerinde olumlu etkisi
saptanmistir. RB — 1 besiyerinin gelisim ve ozellikle de sporulasyon iizerinde son
derece olumlu etkisi oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu besiyeri ortaminin 6 fungus tiiriinde
de gelisimi pozitif yonde etkiledigi goriilmiistiir. PDA — 2 besiyerinin hem spor hem de
pigmentasyonda negatif etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Kullanilan tiim tiirler ele alindiginda MEA — 1 ve RB — 1 besiyerlerinin gelisim ve
sporulasyon agisindan en uygun, CYA — 4 besiyerinin sporulasyon acisindan en
elverigsiz kiiltiir ortamlar1 oldugu ve RB1 — 2 besiyerinin ise tiirlerin gelisimi agisindan
yetersiz oldugu goriilmiistiir.

Caligmanin  sonunda modifiye edilmis besiyerleri ile tiirlerin ozellikle
makroskobik yapilarinda farklilik tespit edilmistir. Tiim bu degisken 6zellikler daha

detayli caligsmalar ile tiirlerin teshisinde yararli, destekleyici bilgi olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Mikrofungus, besiyeri, pigmentasyon, sporulasyon
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ABSTRACT

Microscopic and Macroscopic Investigations of Some Fungal Species in Standard

and Modified Media

6 microfungi species (Penicillium janthinellum, Penicillium chrysogenum,
Penicillium aurantiogriseum, Aspergillus niger, Aspergillus wentii, Aspergillus terreus)
were used in this study. These species were inoculated in 4 standard and modified
media in order to see whether content changes would have an effect on micro- and
macroscopic structures of fungi. Positive and negative effects of contents of modified
media on fungal growth were investigated and these effects were considered in terms of
their utility as a diagnostic character in species identifications.

1 mL aliquots taken from 10® CFU/ mL spore solutions of 6 fungal species were
inoculated in Petri dishes containing 20 mL of media, the plates were incubated at 25 °C
and 37 °C for 7 days, and colonial diameters were measured with one day intervals
starting by the 31 day of incubation. A total of 15 media were used and at the end of the
incubation period of 7 days, micro- and macroscopic appearances of colonies were
photographed.

A. wentii was found to be a species which showed no growth at 37 °C in standard
Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA) and standard Rose Bengal Streptomycin Agar
(RB), but colonies developed in CYA — 3, CYA — 4, CYA — 5 and RB — 2 media which
are modified forms of the standard media. Abnormal phyalide in RB-2 media and
forked vesicle formations in CYA — 5 media were observed in microscopic
investigations of A. wentii. Similarly, P. chrysogenum showed no growth in standard
RB media but in RB — 2 and RB — 3 media. CYA — 4 was found to have a negative
effect on sporulation for all species investigated.

P. janthinellum was shown to yield an odour in Malt Extract Agar - I((MEA — 1)
media. We also determined a positive effect of this media on growth of all species.

Similarly, RB — 1 media had an increased positive effect on growth and especially on
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sporulation. PDA — 2 media was found to have a negative effect on both sporulation and
pigmentation and of P. janthinellum.

When we consider all the fungal species, MEA — 1 and RB — 1 appeared to be the
most suitable culture media for growth and sporulation, CYA — 4 to be the most
unfavorable media for sporulation and RB1 — 2 to be poor for growth.

In conclusion, macroscopic structural modifications were observed in fungal
species when inoculated in modified media. All these data, which can be expanded with
further similar studies, can potentially be used as useful and contributory data in species

identifications.

Key words: Microfungi, culture media, sporulation, pigmentation
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1. GIRIS

Mikroorganizmalari laboratuvar ortaminda tiretmek ve incelemek i¢in kullanilan
ve bir mikroorganizmanin lireyebilmesi i¢in tiim kosullar1 saglayan yapay besleyici
ortamlara besiyeri denilmektedir. Besiyerleri; besi ortami, ortam, kiiltlir ortami1 olarak
da ifade edilebilir.

1861 yilinda Louis Pasteur, mayalarin oksijenli ve oksijensiz ortamda
gelisimini inceleyip, bunlarin gelistirilmesi i¢in s1vi besiyeri formiiliinii agiklayan ilk
bilim adami olarak tarihe ge¢mistir. 1869 yilinda Ferdinand Cohn, besiyeri
bilesiminde mineral maddelerin Onemini gostermistir. Bdylece farkli  grup
mikroorganizmalar ile calisma olanagi dogmustur. 1872 yilinda Alman botanikg¢i
Oscar Brefeld, siv1 besiyerine jelatin ekleyerek elde ettigi kat1 besiyerinde tek spordan
kiif kolonilerini {irettigini bildirmistir.1880 yilinda Isvigreli bir botanik¢i olan Karl
Wilhelm von Nageli, besiyeri hazirlamada pepton kullanimini 6neren ilk bilim
adamudur. {1k ticari besiyeri iiretimi ise 1910 yilinda baslanmustir (http://www.orlab.net).

Besiyerleri hazirlanirken amag, hedef organizmanin gelismesini saglayacak
konsantrasyonlarda gerekli besin maddelerinin dengelenmis karisimini saglamaktir.
Biitlin besin 6gelerini oldukca fazla miktarda saglayarak, olabildigince zengin bir
besiyeri yapma yaklasimi ile optimal besiyeri elde edilemez.

Besiyeri igeriginin hem funguslar hem de diger mikroorganizmalar {izerinde son
derece onemli etkisi vardir. Besiyeri bilesimindeki eser elementlerin miktarindaki ufak
degisikliklerin, funguslar lizerinde gozle goriiliir bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
Bunun disinda her mikroorganizmada oldugu gibi funguslar da gelisim ortamindaki
farkli maddelere kars1 tepki vermektedir.

Besiyerleri mikroorganizmalarin teshisinde biiyiikk 6neme sahiptir. Teshislerin
dogru, gilivenilir yapilmasi besiyerinin igerigine ve inkiibasyon sartlarina baghdir.
Funguslarin besiyerlerindeki gelisim davranislari, koloni morfolojisi, pigment
olusumu, petri kutusunda alt ve {istten goriiniisleri, spor ve hifsel yapilarinin
mikroskobik incelenmesi gibi parametrelere gore tanimlama kriterleri dikkate alinarak

teshisleri gergeklestirilir.



Aspergillus ve Penicillium teshisiyle iligskili olarak her bilim adam g¢esitli
faktorlerin koloni ve mikroskobik karakterler iizerine etkili oldugunu bilir. Raper ve
Thom’ dan beri sistematik ¢alismalarda standart besiyeri ortamlar1 arastirilmastir.

Diger sistematik¢iler daha sonra kendi c¢aligmalarinda c¢esitli kullanigh besiyeri
ortamlar1 kesfetmislerdir. Bircok sistematik¢i kiiltlirlerdeki ayriligin tiirlerdeki
mikromorfolojik karakterlerde fark olusturdugunu kabul etmektedir. Besiyerlerindeki
farkliligin etkileri daha dnce de c¢alisilmis ve giiniimiizde teshiste kolaylik saglamak
adina hala en uygun besiyeri ortamlari i¢in ¢alismalar devam etmektedir ( Samson ve
Pitt, 2000).

Frisvad 1992 yilinda yaptigi c¢alismada, Aspergillus ve Penicillium
siniflandirmasinda kullanmak amagli, besin mikolojisinde 6nemli bir ortam olan
Creatine Sucrose Dichloran Agar (Kreatin Sakkaroz Dikloran Agar- CREAD)
besiyerinin igeriginde bir takim degisiklikler yapip, bu degisikliklerin tiirler iizerine
etkilerini arastirmistir.

Yine Okuda ve arkadaglari, Penicillium ve Aspergillus cinslerinde, besiyerindeki
inkiibasyon kosullarinin morfolojik karakterler {izerine olan etkilerini arastirmiglardir.
Calismalarinda besiyeri kalinliginin, inkiibasyon kosullarinin ve besiyeri degisikliginin
tiirler lizerinde morfolojik olarak énemli etkiye sahip oldugu sonucuna varmiglardir
(Samson ve Pitt, 2000).

Yapilmis bu calismalara ilave olarak, bu calisma ile belirli mikroskobik
funguslarin  standart ve igerigi degistirilmis besiyerlerindeki makroskobik
goriiniimlerinin ve mikroskobik yapilarinin fotograflar1 ¢ekilmistir. Ozellikle hem
Aspergillus hem de Penicillium teshislerinde esas besiyeri ortami olan Czapek Yeast
Autolysate Agar (CYA) besiyerine bu ¢alismada 6nem verilmistir. Besiyeri ortaminin
icerigindeki degisikligin tiirlerin makroskobik ya da mikroskobik yapilarini etkileyip
etkilemedigi, eklenen maddelerin fungus iizerindeki olumlu ya da olumsuz etkisi, bu
etkilerin teshiste ayirt edici bir o6zellik olarak kullanilip kullanilmayacagi
arastirilmastir.

Daha once yapilan diger ¢aligmalarin devami niteliginde olan bu g¢aligma ile
tiirlerin teshislerinde kolaylik saglayabilecegini diisiindiigiimiiz besiyeri ortamlar1 elde

edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Mikroorganizmalar1 laboratuvar ortaminda iiretmek ve inceleyebilmek igin
kullanilan besiyerleri, mikroorganizmalarin gelistirilmesi, izolasyon, teshis, sayim,
duyarlilik testleri, sterilite testleri, klinik 6rneklerin incelenmesi, gida, su ve cevre
kontrolleri, biyolojik iirlinlerin elde edilmesi, antibiyotik ve vitamin analizleri,
endiistriyel analizler vb. gibi ¢ok farkli amaglara yonelik olabilir.

Mikroorganizmalar besiyerinde gelisim icin; su, enerji ve karbon kaynagi, azot
kaynagi, mineraller, siilfiir, fosfor kaynagi ve eser elementlere ihtiya¢c duyarlar.
Bunlarin diginda tampon maddeler, pH indikatorleri, inhibitdr gibi maddeler de
besiyerinin  bilesiminde bulunur. Tim bu maddelerin miktar1 ve ¢esidi
mikroorganizmalarin ihtiyaglarina gore degisiklik gostermektedir.

Mantarlar kemoheterotrofdurlar. Organik bir azot veya karbon kaynagina
gereksinimleri vardir. Besinlerini absorbsiyon yolu ile i¢inde bulundugu ortamdan
alirlar. Besin absorbsiyonunun kolayca saglanabilmesi i¢in ortamda suyun da olmasi
gereklidir. Mantarlarin ¢ogu relatif nem orani % 95-100 olan ortamda iirerler.

Mantarlar pek ¢ok organik maddeyi karbon kaynagi olarak kullanabilmelerine
karsin, ¢ogu mantar basit bir karbonhidrat olan glukozu kolaylikla parcalayabilir. Bu
nedenle mantarlarin iiretilmesinde kullanilan primer besiyerlerinde hep glukoz vardir.

Ozellikle kiif mantarlarinin laboratuvarlarda {iretilmeleri sirasinda misel
formunu baskilayan, spor olusumunu arttiran kosullarin saglanmasi ile tan1 kolaylasir.
Optimal gelisim ve sporlanmanin saglanmasi i¢in mantarin fizyolojisini bilmek ve
istenilen sonucun alinmasi i¢in metabolizma ihtiyaglarin1 saglayacak ortamin
olusturulmasi gereklidir (Mutlu vd., 1999).

Mantarlar oksijene ihtiya¢ duyan mikroorganizmalardir. Klinik 6rneklerin
taginmast ve kiiltiirii her zaman oksijen igeren kosullarda yapilmalidir (Mutlu vd.,
1999).

Mantarlarin optimal geligim 1silar1 25-35 °C’ dir. Baz1 mantarlar termotoleranttir
ve bu nedenle gelisim 1silar1 farkliliklar gosterir. Bazi mantarlar 10 °C altinda
iireyebilir ve soguk ortamlarda saklanan besinler i¢in kontaminanttirlar (Mutlu vd.,

1999).



Funguslar1 laboratuvar ortaminda iiretmek ve teshis icin; Malt Ekstrakt Agar
(MEA), Patates Dekstroz Agar (PDA), Maya Ekstrakt Agar, Sabouraud Glukoz Agar,
Czapek Dox Agar, Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA), Rose Bengal-
Streptomycin Agar (RB), Gliserol Nitrat Agar (G25N) kullanilan besiyerlerine 6rnek

olarak verilebilir.

2. 1. Besiyeri Bilesimine Giren Maddeler

2. 1. 1. Su

Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun damitma veya deiyonizasyon ile taze
hazirlanmig olmasi, basta bakir olmak {izere toksik metalleri icermemesi gerekir. Taze

hazirlanmis saf suyun pH's1 6,5-7,5 arasinda olmalidir (Halkman, 1995).

2. 1. 2. Peptonlar

Bir¢cok kompleks besiyerinde spesifik olarak bilinmemekle beraber énemli bir
nitrojen kaynagidir. Cesitli enzimatik yollarla proteinlere parcalanirlar (Atlas, 2004).

Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile elde edilen iiriinlere verilen genel
isimdir. Bu terim ilk kez Robert Koch' un ¢aligma arkadaslarindan Négeli tarafindan
1880 yilinda kullanilmistir. Négeli, kemoorganotrof mikroorganizmalarin kismen
parcalanmis (hazmedilmis, sindirilmisg) protein iceren besiyerinde iyi gelistiklerini
aciklayan ilk bilim adamudir.

Yasayan tiim hiicrelerde oldugu gibi mikroorganizmalar da azot, karbon, tuzlar
ve diger besin maddelerine gereksinim duyarlar. Istisnalar disinda, mikroorganizma
gruplarinin oldukca biiyiik bir boliimii, proteinleri azot kaynagi olarak kolaylikla
kullanamaz. Bu nedenle azotlu bilesikleri, ¢ok daha kolay kullanabildikleri protein
hidrolizatlarindan saglar.

Peptonlar sadece azot degil, karbon kaynagi olarak da mikroorganizmalar

tarafindan kullanmlir.



Pepton, c¢esitli kaynakli proteinlerin pepsin, tripsin, papain gibi enzimlerle
hidrolize edilmeleri sonucu suda kolayca eriyebilen, polipeptit, dipeptid ve aminoasit
gibi maddelerin karisimini iceren ortamlardir. Bakteriler tarafindan azot kaynagi
olarak kullanilir. Et, kazein, soya kiispesi gibi proteinli maddelerin enzimlerle
sindirilmeleri yolu ile elde edilir.

Bunun yaninda, peptonlarin bilesiminde bulunan bazi aminoasitler ve vitaminler
de bazi mikroorganizmalar i¢in gelisme faktorli olarak olduk¢a Onemli islev goriir.
Peptonlar, bir¢ok ticari firma tarafindan ¢esitli hayvansal dokulardan, siitten ve
soyadan farkli yontemlerle elde edilir ve farkli ticari isimlerle pazarlanir ve/veya

dehidre besiyerleri i¢ine katilir (Halkman, 1995).

2. 1. 3. Maya Ekstrakti

Maya ekstraktt (maya 0ziitii), proteolitik olarak (par¢alanmig) bira mayasinin
(Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile elde edilir. Ozellikle, yiiksek B
kompleks vitamini konsantrasyonu sayesinde ¢ogu mikroorganizmanin iyi bir sekilde
gelismesini saglar (Halkman, 1995). Cesitli mikroorganizmalar tarafindan kullanilir,
icerisindeki karisik aminoasitler, peptitler ve suda ¢oziinebilen vitaminlerin kiiltiir

ortamindaki mikroorganizmalarin gelisimini tesvik edici etkisi vardir.

2. 1. 4. Malt Ekstrakti

Malt ekstrakti (malt 6ziitli), biralik arpanin ¢imlendirilmesi ve kavrulmasi ile
elde edilen malttan iretilir. Basta maltoz olmak tizere, ¢esitli karbohidratlarin yiiksek
konsantrasyonuna bagli olarak maya ve kiiflerin gelistirilmesi i¢in kullanilir

(Halkman, 1995).



2.1.5. Agar Agar

Besiyerlerinin kat1 hale getirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan jellestiricidir. Cogu kez
diger agarli besiyerleri ile karistirlmamasi i¢in "agar agar" olarak anilir. Agar bir
poligalaktozid olup, "Agarophytes" olarak adlandirilan bazi kirmizi deniz
yosunlarindan  (Gelidium, Eucheuma, Gracilaria, Acanthopeltis, Ahnfeltia,
Pterocladia tiirleri) elde edilir (http://en.wikipedia.org).

Bilesiminde ayrica inorganik tuzlar, cok az miktarda protein benzeri maddeler ve
eser miktarda yag vardir. Mikrobiyolojide kullanilan agarlar 6zel olarak saflagtirilarak
antimikrobiyal maddeler ve pigmentlerden arindirilir.

Bilesiminde bulunan agaroz ve agaropektin adli iki polisakkarit, agarin etkisini
belirler. Agaroz, agarin yiiksek jellestirme 6zelliginden sorumlu iken, agaropektin
viskoz 6zellik verir (Halkman, 1995).

Agarim jellesme sicakligr literatiirde 32-39 °C olarak verilmektedir. Dokiim
stirasinda petri kutularinin oda sicakliinda (20 °C) oldugu ve dolayisiyla petri kutusu
ile besiyeri arasinda 1s1 degisimi olacag1 dikkate alinarak dokiim sicakliginin 40—45 °C

kadar olmas1 gerekir.

2. 1. 6. Karbonhidratlar

Besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak en ¢ok kullanilan karbonhidratlar
glukoz, laktoz ve sakkarozdur. Besiyerlerinde genel olarak glukoz karbon kaynagi
olarak kullanilir. Fruktoz ve mannoz ise yine bir¢ok fungus tarafindan kullanilir ve
baz1 besiyerlerinde dogal kaynak olarak bulunur. Sakkaroz, yine bazi besiyerlerinde

kullanilan 6nemli karbon kaynagidir (http://www.plantpath.wsu.edu).



2.1.7. Tuz

Aksine bir belirtme yoksa "tuz" denilince sodyum kloriir anlasilir. Cogu
besiyerinin bilesimine izotonik bir ortam olusturmak i¢in katilir. Bunun disinda
kullanilan gesitli tuzlar da mevcuttur.

Tim bunlarin disinda tampon maddeler, pH indikatorleri ve c¢esitli
inhibitorlerde besiyeri bilesimine katilir (Halkman, 1995).

Besiyerleri hazirlarken kullanilacak maddelerin hassas tartt cihazlarinda
tartilmasi son derece Onemlidir. Tartim igsleminden sonra besiyeri otoklav ile steril
edilmeden 6nce mutlaka sicak su banyosunda eritilmelidir. Bu islem siiresince besiyeri
iceren kap partikiil kalmamasi i¢in siirekli ¢alkalanmalidir. Bu islemlerin sonunda
besiyerleri kullanima hazir hale gelmesi i¢in otoklavda (1 atm basingta ve 15 dk) steril

edilir.



3. KUF MANTARLARININ TESHISIi

Mikroskobik funguslarin teshislerinde, mikologlar arasinda bile, makro ve
mikro morfolojik karakterlerinin dikkate alinmasi ¢ok zor olabilmektedir. Bu
morfolojik karakterler o6zellikle mikrofunguslarin kiiltiirasyonu boyunca olusan
cevresel kosullara bagli olmaktadir.

Kiiltiirasyon ve inkiibasyon standart metotlarla yapilmis olsa bile, teshis igin
kesin giivenilir degildir. Makro ve mikro morfolojik karakterler bir cinse ait tiirler
arasinda ufak farkliliklar seklinde ortaya cikabilir, yalnizca deneyimli mikologlar
tarafindan kesin sekilde tanimlanabilir ve degerlendirilebilir. Ayrica bir tiiriin farkli
suslar1 az da olsa morfolojik farklilik gosterebilir. Bu durum teshiste morfolojik
karakterlerin giivenilir olmadigin1 ispatlar ve kisiyi celigkili sonuglara yonlendirir.
Eger standart ekim, kiiltlirasyon, inkiibasyon ve uygun mikroskobik inceleme
preparasyonlar1 yapilirsa ve giincel, esas eserler kullanilirsa uygun teshis sonuglar
elde edilir ve izolatlar biiyiik dl¢lide teshis edilebilir (Fisher ve Dott, 2002).

Teshis ve inceleme icin Ornekler uygun kiiltlir ortamlar igeren petri kaplarina
teshise uygun sekilde ekilmeli, gelisen kolonilerin miselyum ve diger yapilari
mikroskop altinda uygun biiylitmede incelenmelidir. Genel olarak 2 ya da 3 nokta
ekim teshis i¢in uygun bir ekim yontemidir. (Raper ve Fennell, 1965).

Genelde sporulasyon marjine yakin kisimlarda hizlanmistir, koloniler arasindaki
kisimda kisitlanmistir. Bu nedenle mikroskobik incelemede olgun konidyal basciklar
ve marjinal gelisim degerlendirilmelidir (Raper ve Fennell, 1965).

Gegmis yillarda tiirlerin teshisini destekleyen fizyolojik 6zellikleri iizerine ¢ok
sayida calisma yapilmistir. Mikotoksinler, ilgili tiirler arasinda metabolit yollarinin
belirlenmesinde etkili olabilmektedir. Bu teknik rutinde havasal mikro funguslarin
teshisinde kanitlanmistir.

Molekiiler biyoloji yontemleri yaygin olarak fungus sistematiginde uygulanir.
Giliniimiizde laboratuvarda teshisi yapilamayan tiirlerin tanimlanmasinda DNA
sekuens (dizi) analizleri uygulanmaktadir (Fisher ve Dott, 2002).

Penicillium teshisi kolay degildir. Cok genis bir cinstir ve birgok tiir 6zel
yetismis kisiler digsinda birbirine benzer olarak goriilir. Modern Penicillium

sistematigi morfoloji, fizyoloji (6zellikle koloni ¢ap1), metabolit {iretimi ve molekiiler
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caligmalar1 kapsamaktadir. Ayn1 zamanda geleneksel teknikler hala siniflandirmay1
cok belirleyicidir, bunlar petri kiiltiir kaplarinin ve mikroskobisinin incelenmesidir
(Pitt, 2000).

Yine Aspergillus cinsine ait tiirlerin teshislerinde de geleneksel yontemler
smiflandirmay1 belirleyicidir.

Kiiltiirler 7 giin boyunca 3 kiiltiir ortaminda 25 °C’ de gelisime birakilir ve
bundan bagka 5 °C ve 37 °C’ de gelisim izlenir. Bu 3 kiiltlir ortam1 Czapek Yeast
Autolysate Agar (CYA; Pitt, 1979), Malt Ekstrakt Agar (MEA; Pitt, 2000) ve %25
Gliserol Nitrat Agar (G25N; Pitt 1979), hepsi 3 sicaklikta da kullanilir. CYA ve G25N
hazirlanacagi zaman kiiltiir ortaminin igerisine %1 oraninda Czapek Konsantresi (CC)
katilir (Pitt, 1979). Czapek konsantresinin igerisine Smith tarafindan 1949 yilinda Zn
ve Cu katilip modifiye edilmesi oOnerisiyle CYA besiyerinde karsilagilan renk ve
sporulasyon sorunu ortadan kalkmigtir (Klich 2002).

Mikrofungus teshislerinde standart petri kaplar1 kullanilir (90-100 mm), bunun
haricinde 50-60 mm c¢aplarindaki petri kaplar1 5 °C’ lik gelisimde kazang saglar. Bu
kiictik boyutlar binokiiler altinda kolay incelenmeyi saglar.

Tiim petriler standart zaman olan 7 giin boyunca gelisime birakilir. Petri kaplari
37 °C’ de gelisime birakilirken kiiltiir ortaminda buharlasma ve kurumayi1 dnlemek
amaciyla polietilenle kaplanmis keselerde gelisime birakilmalidir.

Asilama yapilirken kiiltiirlerde 3 nokta ekim yontemi kullanilir. 3 noktalar
merkeze ve petri kabinin kenarlarina esit uzaklikta olmalidir. Penicillium izolatlarinda
basibos sporlar kolonilerin gelisimini aza indirger bu nedenler ekim yapilirken petri

kaplar ters ¢evrilir (Pitt, 2000).



3. 1. Teshiste ve izolasyonda Kullanilan Baz1 Besiyerleri

a) Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA25, CYA37) (Pitt, 2000; Klich 2002)

K,;HPO4 10g
Czapek Konsantresi 10.0 mL
Toz Maya Ekstrakti 50g
Sakkaroz 300¢g
Agar 150¢g
Distile su 1000 mL

CYA besiyeri saprofitik funguslarin kiiltiirasyonunda ve teshisinde kullanilan
sentetik bir besiyeridir. Yani kimyasal igeriginin ne oldugu ve bu kimyasallarin
miktar1 bilinir. Ozellikle Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirleri teshis etmek
amaciyla kullanilir. 7 glin boyunca 25-37 °C’ de mikroskobik ve makroskobik

karakterler teshis i¢in degerlendirilir. Ayrica genel sayim besiyeri olarak da kullanilir.

Czapek Konsantresi (CC - Klich, 2002);

NaNO; 300¢g
KCl 50¢g
MgS0,4.7H,0 50¢g
FeS0O4.7H,0O 0.1g
ZnS04.7H,0 0.1g
CuS04.7H,0 0.05¢g
Distile su 100 mL

NaNOs;; suda kolaylikla ¢oziiniir ve 6nemli bir kimyasal inorganik nitrattir.
Nitrojen, aminoasit ve niikleik asit kaynagidir. KCI; bir tuz olan KCI suda ¢ok iyi
¢oziiniir ve CI kaynagi olarak kullanilir. Enzim aktivitesinde 6nemlidir (Griffin, 1994).
MgS0,4.7H,0; besiyerindeki onemli bir mineral kaynaktir. Bunlarin disinda besiyeri
bilesimine katilan kiiclik miktarlardaki kimyasal maddeler vardir ve bunlara eser
element denir. Bunlar mikroorganizmanin gelisimi, fizyolojisi i¢in son derece

gereklidir (http://en.wikipedia.org). Bunlar; FeSO,4.7H,0; su ve toprakta bol miktarda
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bulunur, ¢esitli enzim tiretimi i¢in gereklidir. ZnSO4.7H,0; ¢esitli enzimlerin yapisina
katilir, RNA sentezinin regiilasyonunda rol oynar. CuSO4.7H,0; eser miktarda
besiyerinin bilesimine katilan énemli bir inorganik tuzdur, yiiksek dozda ise fungusid
olarak kullanilir. Yiiksek oranlardaki konsantrasyonlar funguslar ve diger canlilar i¢in
zararli etkiye sahip olmasma ragmen diger eser elementlerde oldugu gibi diisiik
oranlardaki kullaniminin gelisim i¢in pozitif etkisi vardir.

Czapek konsantresi CYA besiyerinin yapiminda kullanilmasinin disinda, %20
Sakkarozlu Czapek Yeast Autolysate Agar (CY20S), Czapek Dox Agar (CZ) ve %25

Gliserol Nitrat Agar besiyerlerinin yapiminda kullanilir.

b) Malt Ekstrakt Agar (MEA) (Klich, 2002; Pitt, 2000)

Malt ekstrakti 200 ¢g
Pepton 1.0g
Glukoz 200¢g
Agar 200¢g
Distile su 1000 mL

Dematiaceous Hyphomycetes grubuna ait funguslarin tanimlanmasinda
kullanilir. Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin teshisinde sik olarak kullanilir. Bunun

disinda izolasyon ve sayim amagli da kullanilabilir.

¢) Patates Dekstroz Agar (PDA)

Bu besiyeri 6zellikle Dematiaceous Hyphomycetes’ lerin teshisinde kullanilan
besiyeridir. Birgok fungus icin ¢ok i1yi bir gelisme ortamidir. Asir1 derecede misel
gelisimi ve sporulasyon goézlenir. Bunun disinda yatik besiyeri olarak stok kiiltiir
hazirlanmasinda ve sayim i¢in de kullanilir. Ticari olarak satilan Merck toz

besiyerinden 1000 mL distile su i¢in 39 g tartilarak hazirlanir.
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d) Rose Bengal Streptomycin Agar (RB)

MgS0,4.7H,0 05¢g
KH,PO4 1.0g
Pepton 50¢g
Glukoz 100g
Agar 100 g
Rose Bengal 10 mL
Distile su 1000 mL
Streptomycin 30.0 pg

Bu besiyeri otoklavdan ¢ikarildiktan sonra Streptomycin ilave edilir (1 g toz
haldeki Streptomycin 33.3 mL steril distile suda ¢oziilerek elde edilen c¢ozeltiden 1
mL’ lik bir hacim 1 L hacmindeki besiyerine ilave edilirse agarin her mL’sinde 30 pg
Streptomycin bulunur). 1/30 000 w/v’ liik hazirlanan stok Rose-Bengal’den alinan 10
mL’lik hacim, 990 mL’lik besiyerine eklendiginde 1/30 000 v/v’ lik oran saglanmis
olur.

Bu besiyeri atmosferden mikrofunguslari izole etmek amaciyla kullanilir, Rose-
Bengal boyasi hizli gelisen (6rnegin, Rhizopus spp. ve Trichoderma spp.) funguslarin
gelisimini smirlamak i¢in besiyerine ilave edilir. Ayrica bu besiyeri maya ve kiif

sayiminda da kullanilir (Martin, 1950).

3. 1. inceleme Ortam

3. 1. 1. Lakto Pamuk Mavisi Cozeltisi (Sime vd., 2002)

Gliserol 250 mL
% 85°1ik Laktik asit 100 mL
Pamuk Mavisi Stok 3 mL
Distile Su 50 mL

12



Pamuk Mavisi ¢oOzeltisinin hazirlanmis1 iki asamada gergeklesir. Birinci
asamada; kuvvetli bir sekilde karigtirilan laktik asite (99 mL % 85°lik), Pamuk Mavisi
(Anilin) kristalleri (1g) ilave edilir. Daha sonra bir Biichner hunisindeki 50
Whatmann 90 mm filtre kagidindan gecirilerek ¢ozelti vakumla filtre edilir.
Filtrasyondan sonra stok boya ¢dzeltisinin berraklig1 kontrol edilir. Tkinci asamada;
distile su, laktik asit ve gliserin karistirici tizerinde 1 saat karistirilir. Bu karigima 3 mL
Pamuk Mavisi Stok ¢ozeltisi homojen olarak ilave edilir ve 1 saat daha karistirilir.
Havadan herhangi bir bulasmayi engellemek ic¢in erlenmayerin agzi parafilmle

kapatilir (Sime vd., 2002).
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4. ASPERGILLUS’ LARIN EKONOMIK VE TIBBi ONEMIi

Aspergillus cinsi ilk kez 1729 yilinda Floransali mikolog papaz P.A. Micheli
tarafindan kesfedilmistir ve Aspergillus ismi verilmistir. Ciinkii bu cinsin spor
olusturan yapis1 karakteristik olarak, kiliselerde kutsal su serpmek i¢in kullanilan
asgergilluma benzemektedir.

Aspergillus tiirleri diinyadaki mikro organizmalar arasinda ¢ok bol ve genelde
genis alanlarda yaygin olarak bulunan tiirlerdir. Cesitli nislere adapte olup
yasayabilmektedirler ve zaman icerisinde ¢ok sayida metabolit gelistirmislerdir.
Bunlarin bazilarindan insanoglu faydalanmaktadir (Klich, 2002).

Aspergillus cinsi siklikla saprofit olmakla birlikte derecede insan ve bitki
patojeni olanlar1 da vardir. Tirler endiistriyel siireglerde ve genetik calismalarda
olduke¢a kullaniglidir.

Cok sayida antibiyotik, antitimdr ve antifungal ajanlar Aspergillus metabolitleri
tarafindan {iretilir. Ornegin, deneysel anti-Candida ilaglari, Cilofungin, kimyasal
modifikasyonla tiiretilen echinocandin B, Emericella nidulans/ rugulosa tarafindan
iiretilir (Klich, 2002).

Bazi Aspergillus tiirleri tarafindan {iretilen asit ve enzimlerin kullaniminin
ekonomiye ¢ok biiylik pozitif etkisi vardir. Amilaz ve sitrik asit, Aspergillus tarafindan
iiretilen ¢ok Onemli 2 endiistriyel enzimdir. Orijinal olarak turuncgil meyvelerinin
sikilmasiyla elde edilen sitrik asitin besinlere ve ickilere hos lezzet verdigi
bildirilmektedir. 1920’li yillarin ortasinda 3.ceyrekte diinya c¢apinda fungal
fermentasyonla iiretilen sitrik asit kullanilmaya baglandi. Aspergillus niger Tieghem’in
sitrik asit dretimi 1920 de kesfedildi. Yilda 500.000 tondan fazla iiretim
kullanilmaktadir.

Aspergilluslarin negatif etkileri, pozitif ekonomik etkileri ile dengelenmistir.
Aspergillus’lar hasat 6ncesi ve sonrasi tarimsal iirlinlerde bozulmaya neden olurlar. A.
niger’ in findik baslarinda bozulmaya neden oldugu bildirilmistir. Baz1 tiirler insan ve
hayvanlarda patojendir ve bazilar1 da allerjendir (Klich, 2002).

Aspergillus’lar immiin sistemi zayif kisilerde aspergillosis hastaligina neden
olurlar. Aspergillar artrit, siklikla immiin sistemi zayif olanlarda bulunur. Kronik

granulomatous (CGD) esas goriilen hastaliktir (Bodur vd., 2003).
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A.niger allerjik bronchopulmonary hastaliga neden olabilir, invasive
aspergillosis ya da dogal olarak kolonize olabilir ya da insan viicudundaki bosluklarda
onceden sekillenebilir. Allerjen A. niger gecici alveolitise ve allerjik
bronchopulmonary aspergillosise neden olur. A. niger nadir olarak yayilan hastalik
ajani olarak belirtilir; keratitis, endophthalmitis, primer kiitenoz aspergillosis bunlara
ornek olarak verilebilir (Severo vd., 1997).

Ic cevrede giderek onemli sekilde artan funguslardan dolay1 insanlar
hastalanmaktadir. I¢ ortam calismalari hemen hemen Aspergillus’ u kapsamaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda ¢ok fazla olarak Aspergillus rapor edilmistir.

Aspergillus’ lar diger funguslara gore ¢ok daha fazla kserofildirler ve sicakliga
kars1 toleranshdirlar. Ayrica ¢ok sik olarak da besinlerde bozulmaya neden olurlar

(Klich, 2002).

4. 1. Aspergillus’ larin Makromorfolojisi

a) Konidyal renk

Konidyal baglarin renklerini kapsar. Aspergillus cinsinde hemen hemen her

renk goriiliir. Bu subgeneric siniflandirma i¢in temel 6zelliktir (Klich, 2002).

b) Koloni ¢cap:

Belli bir biiylime periyodundan sonra koloni ¢ap1 belirir (Klich, 2002). Koloni
biiyimesi belirli zamanda, belirli kiiltiir ortamlarinda, farkli tiirlerde ve gruplarda
belirli capa ulagir. Koloniler kendileri i¢in maksimum ¢apa ulasabilirler. Gelisim kisa
siire i¢inde aniden bitebilir ya da haftalar siiren periyotlar boyunca devam edebilir
(Raper ve Fennell, 1965). Genellikle Aspergillus teshislerinde ii¢ nokta ekim yapilmig
petri plaklarinda 7 giinliik koloniler degerlendirilir. Her bir koloninin ¢apt miimkiinse

giin 15181na tutularak ol¢iiliir ve degerlendirme yapilir (Klich, 2002).
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¢) Misel rengi

Konidyoforlardan dogan vejetatif hiicreler miselyumu olusturur, genelde
beyazdir fakat bazi tiirlerde karakteristik olarak renklidir (Klich, 2002). Aspergillus
icin renk cesitliligi karakteristiktir ve bazi tiirler i¢in ¢esitlilik daha azdir (Raper ve

Fennell, 1965).

d) Eksuda

Miselyum {izerinde likit damlacik seklindedir. Mekanizmasi bilinmemektedir

(Klich 2002).

e) Pigmentasyon

Pigment, koloni marjinin 6tesinden agar icine diflize olur (Klich, 2002).
Aspergillus’larda renk olusumu, kesinlikle ¢evresel ve besinsel sartlara baglidir ve
tirlerin karakterizasyonunda giivenilir bir kriter degildir. Renk reaksiyonlari
dogrulayicidir fakat kesin degildir, tiirleri ayiran karakterlerdir. Tanisal karakter olarak
renk kullanimindaki temel engel, renklerin yorumlanmasindaki kisisel farkliliktir. Bu
gibi durumlar icin genellikle renk katalogu kullanilir. Ornek olarak Rigway’ s Color

Standards ve Nomenclature verilebilir (Raper ve Fennell, 1965).

f) Zonasyon

Misel gelisimindeki halkalar, kleistotesya ya da sklerotiadan herhangi biri, ya da
konsantrik halkalar konidyal basgiklar ve kleistotesya ya da sklerotia ya da konidyal
basciklarin doniisiimlii olarak meydana getirilmesiyle aciklanabilir. Bir¢ok tiirde,
bununla beraber, devamli bir sekilde sikisik ve daginik konidyal yapilarin ard arda
gelmesiyle konsantrik halkalar gozlemlenebilir. Bu olay periyodik {iretimde,
besinlerde azalma ya da asamali olarak metabolit birikimi ya da aydinlik kosullardaki
bir tepki olarak meydana gelebilir. Konidyal basciklarin yalnizca lokalize alanlarda

geligsmesi konsatrik zon olarak degerlendirilmemelidir (Raper ve Fennell, 1965).
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g) Koloni arkasi rengi

Petri plagimin arka tarafinda, agar kismindaki renk gozlemlenir. Renk siklikla

kiiltiir ortamina baglidir (Klich, 2002).

h) Sklerotia

Dayanikli, bigim, renk ve Ol¢iisii karakteristik olarak farkli hif kiitleleridir, kalin
duvarli, parankima benzeri hiicrelerdir. Miselyum gelisimi i¢in optimal sicakliklarda
(24-26 °C) yiiksek nitrat ve sakkaroz konsantrasyonu kosullar1 sklerotia olusumunu

destekler (Raper ve Fennell, 1965).
4. 2. Aspergillus’ larin Mikromorfolojisi
a) Konidyofor

Ayak hiicresinden dikey sekilde yiikselen ve en sonunda konidyal bas iireten
yap1 konidyofor ya da sap olarak bilinir. Birgok Aspergillus tiiriinde konidyoforlar
dallanmazlar ve tek bir konidyal bas igerirler. Bununla beraber sinirli sayida dallanmis

yapilar olusturan belirli tiirler; Aspergillus sparsus Raper ve Thom, Aspergillus wentii
Wehmer’ dir (Raper ve Fennell, 1965).

17



Sec. Sterigi—mmst § §

} Leopr Sterig-——-3 |
(] -
L.

e e sicle — -

. -!------conadsophme—--jt-----1;::.:
A B
Sekil 4. 1. Konidyofor, vesikiil; (A.tek seri fiyalid; B. iki seri fiyalid (Klich, 2002).

Konidyofor uzunlugu boyunca, duvar kalinligi esit ya da dip kismi kalin,
vesikiile yakin kismi belirgin sekilde daha az kalin olabilir. Konidyoforlar septali ya
da septasiz olabilir. Septa eger mevcut ise nispeten ince ve kirillgandir. Bazi tiirlerde
septalar belirgin derecede olabilirler.

Konidyoforun her yerinde hafif ya da bariz sekilde renklenme olabilir, bazi
saplar yesil, sari, kahve renkli olabilir. Pigmentasyon duvarda veya bazi kisimlarda
siirlanmig olabilir. Pigmentasyonun derecesi, agamasi ya da lokalizasyonunun tiirlere
degisiklik gosterdigi ya da organizmaya 6zgii karakteristik oldugu soylenebilir (Raper
ve Fennell, 1965).

b) Vesikiil
Konidyoforun en ug¢ kisminda, kiiresel, yarikiiresel, elipsoidal, spatul ya da uzun

comak seklinde genislemesiyle vesikiil olarak bilinen yap1 olusur ve genislemis ylizey

spor olusturan hiicrelerle donatilmistir.
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A. Kiiresel B. Armut C. Spatul  D. Comak

Sekil 4. 2. Vesikiil ¢esitleri (Klich, 2002).

Vesikiiller bircok Aspergillus’da konidyofordan dik sekilde olusturulur, birkag
tirde karakteristik olarak eksene aci1 yapar (Aspergillus cervinus Massae) bu gibi
benzer gruplarda vesikiil bazen catalli sekilde goriilebilir.

Vesikiiller seffaf ya da pigmentli olabilir; pigmentasyon konidyofordan daha az
ya da fazla sekilde gbze carpabilir fakat genellikle konidyoforla ayni renktedir.
Vesikiil sekli ve Olgiisii, tiirleri ayirmada 6nemli tanimlayic1 karakterdir. Bununla
beraber vesikiil dl¢lisii kiiltiir ortaminin bilesimine bagh olarak degisir (Raper ve

Fennell, 1965).

¢) Fiyalid

Fertil alanda vesikiil spor olusturan hiicre tabakasi verir. Fiyalid 1 ya da 2 seri
seklinde olabilir. Eger bir seri ise vesikiilden sonra primer fiyalid, iki seri ise primer
fiyalidden sonra sekonder fiyalid gelir.

A. niger grubundaki bazi tiirlerde primer fiyalid belirgin derecede uzun
olmasiyla farklilik gosterir, sonra sekonder fiyalid vesikiilii etraflica sarar ve sporlar
meydana gelir. Her bir spor iireten hiicre tek sira zincir seklinde bdlmesiz spor tasir.

Fiyalid ol¢tisti genelde karakteristiktir (Klich, 2002).
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d) Konidyospor

Bi¢im, boyut ve yiizey yapisi belirleyici 6zelliktir (Klich, 2002). Gergek spor
olusturan hiicre ya da fiyalid, genelde silindirik yapidadir ve boyutu tiir igin
karakteristiktir. Fiyalidlerdeki spor zinciri tipik olarak meydana gelir ve her bir spor
10 um ya da daha fazla capa ulasabilir. Spor duvarindaki renk Onemlidir ¢iinkii
konidyal basc¢igin rengini belirleyicidir. Sporlar diiz ya da piiriizlii ylizeye sahip
olabilirler ve sporlar fiyalidden daginik ya da spin seklinde cikabilirler. Ozellikle
pliriizlii ylizeye sahip sporlar A. niger grubuna ait iiyelerde agikga goriiliir (Raper ve
Fennell, 1965).

Olgun konidyalardaki pigmentasyon kirmizi-kahve; zeytin-kahveye kadar degisir,
siklikla bazi A. niger gruplarinda goriiliir ( Kllich 2002).

20



5. PENICILLIUM’ LARIN EKONOMIiK VE TIBBi ONEMi

Dogada Penicillium’larin ¢ok fazla 6nemi oldugu tahmin edilmektedir ve bir
takim olaylara neden olurlar. Penicillium’lar dogada hemen hemen her yerde
bulunurlar. Baz tiirler toprak fungusudur; bazilar bitki ortiisiinde bozulmaya neden
olur, bazilar1 kuru ortamlarda en iyi gelisim gdsterir ki buna 6rnek olarak tohum ya da
odun verilebilir. Onlarin yagsama alanlarindaki rolleri bozulmadir; onlar biyolojik
maddelerin dogal geri doniisiim proseslerinde kullanilan 6nemli ajanlardir.

Penicillium chrysogenum Thom tarafindan penisilin antibiyotigi iretilir ve bu
antibiyotik 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan tesadiifi olarak kesfedilmistir
ve buglin dahi tedavi amaglh kullanilan ¢ok ©nemli bir antibiyotiktir
(http://www krctraining.com).

Baz tiirler insanlarin yaptigi tiim {iriinlerde bozulmaya neden olurlar; bazilar
meyvelerde ciirimeye ya da besinlerde bozulmaya neden olurlar, bazilari ise
mikotoksin Tretirler. Birka¢ tanesi direk olarak yararlidir, penisilin imalatinda
kullanilir, bu da infeksiyonlarin kontroliinde carpici etkiye sahiptir.

Baz1 tiirler biyolojik kimyasal madde iiretme ya da modifiye etme
yetenegindedirler. Birkag tiir direk olarak besin iiretimiyle ilgilidir, bu genislemeye
uygun bir alan degildir ¢iinkii bir¢ok tiir mikotoksin iiretir.

Son yillarda Penicillium’lar i¢ ortamlardaki havada belirlenmis ve bazi kisilerde
alerjik reaksiyonlara neden oldugu goriilmiistiir. Cesitli Penicillium tiirlerinin siklikla
infeksiyonlara neden oldugu bulunmustur. Bu cinsin 6nemi ve ¢esitliligi, tiirlerin
teshisinin hassas yapilmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir. Onlarin ekolojik iligkileri
bilinmeli, verdigi hasarlar en aza indirilmeli, patojeniteleri ve potansiyel kullanim
alanlar1 bilinmelidir (Pitt, 2000).

Penicillium teshisi kolay degildir. Modern Penicillium siniflandirmasi,
morfoloji, fizyoloji (6zellikle koloni ¢ap1), metabolit iiretimi ve molekiiler ¢aligmalari
kapsamaktadir. Ayni zamanda geleneksel teknikler hala simiflandirmayr ¢ok
belirleyicidir, bunlar petri kiiltiir kaplarinin ve mikroskobisinin incelenmesidir (Pitt,

2000).
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5. 1. Penicillium’ larin Makromorfolojisi

a) Koloni caplan

Inkiibasyondan sonra makroskobik kolonilerin ters tarafindan her 3 noktanin mm
olarak c¢aplar1 dl¢iiliir ve not edilir (Kontaminasyonlu kolonilerin ¢aplar1 6l¢tilmemeli,
bunlar hatali sonuglar verir. Cap 0Olgiiliirken bigimli kolonilerin ¢aplar dlciilmelidir,
aksi halde sonug hatali olur).

5 °C’ deki gelisim binokiiler altinda incelenir, buradaki koloniler mikroskobik
diizeydedir. 37 °C’ de sadece makroskobisi degerlendirilir, spor germinasyonu 37 °C’

de giivenilen bir karakter degildir.

b) Koloni karakterleri

Koloni goriinlimii gozle ya da biiyiitecle degerlendirilebilir, fakat
stereomikroskop kullanarak yapilan inceleme daha giivenilirdir. Koloni yapis1 gibi
karakterler, sporulasyon derecesi ve sporlarin zincir dizilisi gibi karakterler en iyi
stereomikroskop ile degerlendirilir.

Koloni rengine giindiiz 15181inda ya da giindiiz 15181 veren floresan 1sikta karar
verilir. Renk sozliikleri bu konuda yardimer olmasina ragmen teshis yapilirken sart
degildir.

Methuen “Handbook of Colour” (Kornerup ve Wansscher 1978) kullanilmakta
fakat baskis1 tiikenmis durumdadir (Pitt, 2000).

¢) Koloni goriiniimii ve yapisi

Ciplak gozle, mercek ve diisiik giicte bilesik mikroskopla kolonilerin dort farkl
yapisini incelemek miimkiindiir.

Velvety; kadifemsi

Floccose; yliniimsii

Funiculose; lif

Fasciculate; salkim
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Kadifemsi koloni yapisi; Konidyoforlar ylizeyden yukar1 dogru ylikselmistir ve
tipik kadifemsi goriiniimiinde ya da kii¢iik toz zerrecikleri halinde goriintimleri vardir.
Bu tip kolonilere karakteristik olarak Penicillium chrysogenum, Penicillium oxalicum
Currie ve Thom, 6rnek verilebilir (Raper ve Thom, 1949).

Pamuksu yapi; koloni pamuk gibidir. Hifler besiyeri ortaminda diizenli bir
sekilde birbirine gecer ya da diizensizdir. Gelisimlerinin karakteristik donemlerinde,
konidyoforlar havasal hiflerinde dallanmig gibi goriiniir. Spor olusumu genelde ilk
olarak merkezde baslar ve kademeli olarak marjine dogru ilerler. Kadifemsi ya da
pamuksu koloniler bazen u¢ noktalarda farklilik gosterebilirler. Bu duruma ekstrem
kosullar neden olabilir. Gézlemcinin hangi kosullarda goézlem yaptigr ve Ornegin
alindig1 yere bagl olarak degisir (Raper ve Thom, 1949).

Lifsi yapi; bazi tiirler havasal hiflerle karakterize edilir. Birgok hif ¢esitli
kordonlar meydana getirir ya da sarip sarmalanirlar.

Salkim yap1; tiim formlarda marjinal alanda hizli bir gelisim goézlenir, koloniler
ptrtiiklii yada granuler yada unsudur. Mikroskobik incelemede mikroskobik ya da
unsu goriiliir ya da konidyoforlar demetimsidir. Bazi tiirlerde koloninin marjin

kisminda fark edilir sekilde kisim kisim olabilmektedir.

d) Eksuda

Bazi tiirler miselyum tabakasinda damlacik seklinde terler. Ozellikle CYA
besiyerinde gelistiyse gozlenir. Eksuda {iretimi baz tiirlerde ¢arpici 6zelliktir. Renk ve

eksuda iiretiminin varlig: sistematik 6zellik olarak kullanilir.

e) Pigmentasyon

Miselyumdaki renkler, eksuda, pigment besiyeri igerisine yayilmistir ve petrinin
alt kismindaki renk sistematik 6zellik olarak ¢ok kullanighidir. Bu tip pigmentasyonlar
genetik kontrol altindadir ve agiga vurulabilir ya da vurulmayabilir. Pigment bulunusu
sistematik karakterdir, pigmentasyon negatif karakter olarak kabul edilemez (Pitt,

2000).
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e) Sulkat yapisi

Koloni ylizeyindeki yarik olusumunu ifade eder. Marjinal bolgeden uzakta
koloni gelisimi, koloni ve ortamin biikiilmesine neden olabilir. Genelde CYA
besiyerinde meydana gelir ve sulkat olarak tanimlanir. Bazi tiirlerde diizensiz burusuk

olusumlar tiirlerin karakteristigi olarak kabul edilir.

f) Koku

Bazen dikkat ¢ekici olurken gercekte asla tamamlayici bir karakter degildir. Teshis

icin destekleyici olarak kullanilabilir (Raper ve Fennell, 1965).

5. 2. Penicillium’ larin Mikromorfolojisi

Sporlar fiyalidlerden zincir seklinde meydana gelir. Konidyofordan sonra rami
denilen bir yap1 olusur, ramiden sonra gelen yapiya ramuli denir. Bazi tiirlerde bir
sonraki evrede rami ile fiyalid arasinda ramuli denilen bir yap1 olusur. Metuladan
sonra sporlart meydana getiren fiyalidler uzanir. Yiiksek kalitede binokiiler bilesim
mikroskop sporlarin ve diger yapilarin incelenip Penicillium teshisinin yapilabilmesi
icin gereklidir. Bu yapilarin meydana gelisine bagli olarak Penicillium’ lar bir takim
gruplara ayrilirlar. Monovertisillat grubundakilerde konidyofordan sonra direk fiyalid
meydana gelir. Bivertisillat yapida, konidyofordan sonra metula gelir. Tervertisillat
yapida konidyofor, rami, metula seklinde devam eder ve quartervertisillat yapida, rami

ile fiyalid arasinda ramuli vardir. (Pitt, 2000).
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D

Sekil 5. 1. Penicillium sp. A. monovertisillat; B. bivertisillat; C. tervertisillat, D.
quartervertisillat ( http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi)

Penicillium mikroskobik incelemeleri i¢in parlak alan, faz kontrast ve interference
kontrast mikroskoplart uygundur. Eger parlak alan mikroskobu kullanilacaksa
preparasyon mutlaka boyanmalidir, sistem aksi halde tatmin edici olmaz.

Faz kontrast ile inceleme yapilirken boyanma yapilmamalidir, aksi halde higbir
yap1 goriilemez.

Mikolojik ¢aligmalarda ¢ok cesitli boyalar kullanilir, buna ragmen bu boyalarin
hazirlanmasi ve kullanilmasi ¢ok uzun zaman alir, ¢iinkii fungal duvarlar ve sporlar

boyalara kars1 direnglidir.
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6. MATERYAL VE METOD

6. 1. Materyal

Bu caligmada arastirma materyali olarak kullanilan mikroskobik funguslar
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edildi. 6 farkl tiir
ile ¢alisildi. Bunlar; A. niger, A. wentii, A. terreus, P. chrysogenum, P. janthinellum,

P. aurantiogriseum’ dur.

6. 1. 1. Kullanilan Besiyeri Ortamlari

Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA), Malt Ekstrakt Agar (MEA), Patates
Dekstroz Agar (PDA), Rose Bengal Streptomycin Agar (RB) ve bu besiyerlerinin
icerigi degistirilmis olanlariyla ¢alisildi.

a) CYA (Pitt, 2000 ve Klich, 2002)

K,HPO4 1.0g
CcC 10.0 mL
Toz Maya Ekstrakti 50g
Sakkaroz 300¢g
Agar 150¢g
Distile su 1000 mL
CC (Klich 2002);

NaNO; 300¢g
KClI 50g
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MgSO0,4.7H,0 50¢g

FeSO4.7H,O 0.1g
ZI’ISO4.7H20 0.1 g
CuS04.7H,O0 0.05¢g
Distile su 100 mL
b) CYA-1;
CC-1 10.0 mL
Toz Maya Ekstrakti 50¢g
Sakkaroz 300¢g
Agar 150¢g
Distile su 1000 mL
CC-1;
KNO; 300¢g
KCl 50¢g
MgSO4.7H20 5.0 g
FGSO4.7H20 0.1 g
ZnS04.7H,0 0.1g
CuS04.7H,O 0.05¢
Distile su 100 mL
¢) CYA-2;
CC-2 10.0 mL
Toz Maya Ekstrakti 50g
Sakkaroz 300g
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Agar

Distile su

CC-2;

KNO;
NaNO;

KCl1
MgS0,4.7H,0
FeSO4.7H,0
ZnS04.7H,0
CuS04.7H,O

Distile su

d) CYA-3;

K,HPO,

CC-3

Toz Maya Ekstrakti
Sakkaroz

Agar

Distile su

CC-3;

NaNO;

KClI
MgS0,4.7H,0
FeSO4.7H,O
CuS04.7H,O
Distile Su

150 ¢
1000 mL

150¢g
150¢g
50g
50g
0.1g
0.1g
0.05¢g
100 mL

1.0g
10.0 mL

50g
300g
150¢g
1000 mL

300g
50g
50¢g
0.1¢g

0.05¢g

100 mL
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e) CYA-4;

K>;HPO4

CC-4

Toz Maya Ekstrakti
Sakkaroz

Agar

Distile su

CC-4;

NaNO;

KCI
MgS0,4.7H,0
FeS04.7H,O
ZnS04.7H,0
Distile Su

f) CYA-5;

K,HPO,

CC-5

Toz Maya Ekstrakti
Glukoz

Agar

Distile su

10g
10.0 mL

50g
300¢g
150¢g
1000 mL

300g
50g
50¢g
0.1g
0.1g
100 mL

1.0g
10.0 mL
50g
300¢g
150¢g
1000 mL
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CC-5;

NaNOs

KCI
MgS0,4.7H,0O
FeS0O4.7H,0
ZnS04.7H,0
CuS04.7H,O
Distile Su

g) MEA (Klich, 2002 ve Pitt, 2000)

Malt Ekstrakti
Pepton
Glukoz

Agar

Distile su

h) MEA - 1;

Gliserol

Malt Ekstrakti
Pepton
Glukoz

Agar

Distile su

300g
50g
50g
0.1g
0.1¢g
0.05¢g
100 mL

200¢g
10g
200¢g
200 ¢g
1000 mL

100 mL
200¢g
1.0g
200¢g
200¢g
1000 mL
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1) RB (Martin, 1950)

MgS04.7H,O 05¢g
KH,PO4 1.0g
Pepton 50g
Glukoz 100 g
Agar 100 g
Rose Bengal 10 mL
Distile su 100 mL
Streptomycin 30 ug

i) RB-1;
KH,PO4 10g
Pepton 50g
Glukoz 100 g
Agar 10.0 g
Rose Bengal 10 mL
Distile su 1000 mL
Streptomycin 30.0 ug
CC 10 mL

CC (Klich, 2002);

NaNOs; 300¢g
KCl 50¢g
MgS0,4.7H,0 50g
FeS0O4.7H,0O 0.1g
ZnS04.7H,0 0.1g
CuS04.7H,0 0.05¢g
Distile su 100 mL
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j) RB-2;

MgS04.7H,O 05¢g
ZnS04.7H,0 0.05¢g
KH,PO4 1.0g
Pepton 50¢g
Glukoz 100g
Agar 100 g
Rose Bengal 10 mL
Distile su 1000 mL
Streptomycin 30.0 ug
k) RB-3;
MgS04.7H,O 05¢g
KH,PO4 1.0g
Pepton 50g
Sakkaroz 100 g
Agar 100 g
Rose Bengal 10 mL
Streptomycin 30.0 pg
Distile su 1000 mL
1) PDA

Ticari olarak hazir halde satilan (Merck) toz besiyerinden 1000 mL distile su

icin 39 g kullanildi.
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m) PDA-1

1000 mL distile su i¢inde ¢oziindiiriilen 39 g ticari besiyerinin igerisine % 0.05

g MgS04.7H,0 ilave edildi.

n) PDA -2

1000 mL distile su i¢inde ¢dziindiiriilen 39 g ticari besiyerinin igerisine % 0.1 g

KH2P04 ilave edildi.

6. 2. Metod

Hazirlanan besiyerleri 6nce cam erlenmayerlerde benmari usulii ¢oziindiiriildii
ve 20 mL’ lik hacimlerde yine cam erlenmayerlere dagitildi, daha sonra otoklavda 1
atm basingta 15 dk. steril edildikten sonra petri kaplarina dokiildii. Her bir kiiltiir
ortami i¢in standart 90 mm capinda plastik petri plaklari kullanildi.

Caligilan tiirler yatik PDA besiyerinde 1 hafta 25 °C’lik etiivde inkiibe
edildikten sonra buzdolabina kaldirildi ve her bir aylik periyotta, tiirler taze yatik

besiyerine pasaj alindi.

6. 2. 1. Kiiltiirasyon

Yatik besiyerindeki kiiltiir 6rnegi ile ¢alisitken Oncelikli olarak spor
siispansiyonu hazirland1. ilk énce 9/1000° luk serum fizyolojik (1000 mL distile su, 9
g NaCl) hazirland1 ve otoklavda 1 atm basingta 15 dk. steril edildi. Hazirlanan bu
cozelti steril pipet yardimiyla 5 mL lik hacimlerde yatik agarli besiyerinde bulunan
kiiltiire bunzen bek alevi yaninda ilave edildi ve 6ze yardimiyla kiiltlir ile serum
fizyolojigin birbirine iyice karismasi saglandi. Ardindan serum fizyolojik ve spor
karisimi steril bos tiiplere aktarildi ve elde edilen karisimin homojen olmasi igin

vorteks ile 5 dk. muamele edildi.
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Homojen spor karisiminin bir damlasi thoma laminda sayildi ve mL’sinde ne
kadar spor oldugu tespit edildi. Daha sonra bu spor siispansiyonu 10° CFU/mL olacak
sekilde sulandirma yapildi ve 10° CFU/mL spor igeren siispansiyondan 1 mL’lik
pipetle her bir besiyerinin merkezine bir damla olacak sekilde ekim yapildi (Palacios-
Cabrera vd., 2005). Tim tiirler i¢in besiyerlerine 5 seri ekim yapildi. Daha sonra
kiiltiirler 25 °C ve 35 °C’ de 7 giin inkiibasyona birakildi.

37 °C’ deki inkiibasyon sirasinda besiyerinde su kaybini 6nlemek amaciyla petri
plaginin etrafi parafilm ile sarildu.

Inkiibasyonun yapildig1 giinii takip eden 3.giin ve sonrasinda her 24 saatte bir, 7.
gline kadar petri plaklarinin arka kisimlarindan koloni caplar1 6l¢iildii ve Olglim
degerleri not edildi. 7. giiniin sonunda olusan kolonilerin makroskobik ve mikroskobik

goriiniimlerinin fotograflart ¢ekildi ve degerlendirme yapildi.
6. 2. 2. Preparasyon

7. giniin sonunda gelisen fungal kiiltiirlerin mikroskopta incelenip
fotograflarinin ¢ekilebilmesi i¢in preparasyonlar1 yapildi. Preparasyon icin, Lakto

Pamuk Mavisi Cozeltisi, funguslarin mikroskobik incelemeleri icin selobant

preparatlarda inceleme ortami olarak kullanilmistir.
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7. BULGULAR

7. 1. Penicillium janthinellum

7. 1. 1. Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA)

Bu besiyeri standart igerikli besiyeridir. Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmistir. Bundan sonraki bes CYA besiyeri bu besiyeri géz Oniine alinarak
degerlendirilmistir.

Koloniler 7 giinde 25 °C’ de 47-48 mm g¢apinda, koloninin genel yapisinda
1sinsal sulkat(yarik) mevcut ve koloninin genel yapist pamuksu, miselyum beyaz,
sporulasyon az, grimsi yesil renkte, parlak sar1 renkte ¢Oziiniir pigment mevcuttur.
Mikroskobik olarak ise konidyoforlar diizgiin duvarli ve ince, sporlar kiiresel ve

diizgiin duvarhdir. 37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.

A B

Sekil. 7. 1. 1. P. janthinellum” un CY A besiyerindeki goriintimii (A. 7 giinliik koloni;
B. Isik mikroskobu x 400)

b) CYA -1 ve CYA -2;

Tiim 6zellikler CY A besiyeri ile ayni, makroskobik ya da mikroskobik bir fark

gozlemlenmedi. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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¢) CYA - 3;

25 °C’ de 7 gilinde koloni ¢apt 47-48 mm, sporulasyon son derece zayif, grimsi,
koloninin merkezinde yiikselti seklinde bir yapt mevcut ve pamuksu, parlak sari
pigmentasyon mevcut fakat CYA besiyerinden daha az, marjinde miselyum beyaz
renklidir ve mikroskobik yapisinda CY A besiyeri ile arasinda bir fark gézlemlenmedi.

37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.

Sekil 7. 1. 2. P. janthinellum” un CYA — 3 besiyerinde 7 giinliik koloni gériintimii

d) CYA-4;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 45-48 mm’ dir. Pigmentasyon ve sporulasyon
olusumu gozlenmedi. Misel rengi bej, sulkat yapist mevcut ve yarik sayisinin oldukg¢a
fazla oldugu goriildii. Bunun disindaki tiim makroskobik ve mikroskobik o6zellikler
CYA besiyeri ile aynidir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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Sekil 7. 1. 3. P. janthinellum’ un CYA — 4 besiyerinde 7 giinliik koloni goriiniimii

e) CYA-S5;

25 °C’ de 7 gilinde koloni ¢ap1 45-50 mm’ dir. Sporulasyon oldukca fazla
derecede ve mavimsi gri olarak gozlemlendi. Bunun disindaki tiim makroskobik ve

mikroskobik 6zellikler CY A besiyeri ile aynidir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 1. 4. P. janthinellum’ un CYA — 5 besiyerinde 7 giinliikk koloni gériintimii
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7. 1. 2. Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Standart igerikli besiyeri ortamidir, Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmigtir. Koloniler 7 glinde 25 °C’ de 45-46 mm c¢apinda, koloni yapisi
pamuksu, ¢oziiniir pigment, sporulasyon ve eksuda yok, sulkat mevcut fakat ¢ok
seyrek olarak goriildii. Mikroskobik karakterler CY A besiyeri ile ayni, konidyofor diiz

ve ince, sporlar kiireseldir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 1. 5. P. janthinellum” un MEA besiyerindeki goriiniimii (A. 7 giinliik koloni;
B. Isik mikroskobu x 400)

a) MEA — 1;

7 glinde 25 °C’ de olusan koloni ¢ap1 54-55 mm, yani olduk¢a fazla ve hizli
bir gelisim gozlemlendi, sulkat olusumu yok ve kolonide belirgin dl¢iide ¢iiriik kokusu
mevcuttur. Bunun disindaki tiim makroskobik ve mikroskobik karakterler CYA

besiyeri ile aynidir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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Sekil 7.1.6. P. janthinellum” un MEA — 1 besiyerinde 7 giinliik koloni goriiniim

7. 1. 3. Rose Bengal Streptomycin Agar (RB)

Standart igerikli besiyeridir. Bundan sonraki ii¢ farkli RB bu besiyeri goz oniine
almarak degerlendirilmistir.

7 glin 25 °C’ de koloni ¢ap1 31-33 mm, sporulasyon hi¢ yok, koloni yapisi
pamuksu ve miselyum beyaz, merkez umbonat ve bu kisimda pamuksuluk fazla,
parlak sar1 pigmentasyon mevcut, eksuda yok, sulkat olusumunun seyrek oldugu
goriildii. Mikroskobik incelemede konidyoforlarda fiyalid yapisina rastlanmadi. 37 °C’

de gelisim gozlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 1. 7. P. janthinellum’ un RB besiyerindeki gortiniimii (A. Isik mikroskobu x
400; B. 7 giinliik koloni)
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a) RB-1;

Koloniler 7 giinde 25 °C’ de 42-43 mm ¢apinda, donuk grimsi yesil sporulasyon
mevcut, sulkat belirgin derecede fazla ve yarik sayisi fazla, eksuda yok, mikroskobik
olarak ise konidyofor diizgiin duvarli ve ince, sporlar kiireseldir. 37 °C’ de gelisim

gozlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 1. 8. P. janthinellum’ un RB — 1 besiyerindeki goriiniimii (A. 7 giinliik koloni;
B. Isik mikroskobu x 400)

b) RB-2;

Koloniler 7 glinde 25 °C’ de 23-27 mm ¢apinda, sporulasyon hi¢ yok, merkez
hafif umbonat, sulkat yapist diizensiz, misel olusumu kolonide belirgin derecede
baskin ve beyaz, eksuda yok, ¢Oziinlir pigment sari renkte mevcut, koloni yapisi
pamuksu, mikroskobik karakterlerin ve goriinimiin RB besiyeri ile ayni oldugu

goriildii. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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Sekil 7. 1. 9. P. janthinellum’ un RB — 2 besiyerinde 7 giinliik koloni goriiniimii

¢) RB-3;

Koloniler 25 °C’ de 7 giinde 28- 30 mm ¢apinda, Sporulasyon ve eksuda yok,
parlak sar1 ¢oziiniir pigment mevcut, sulkat yapisi seyrek, merkez umbonat ve yogun
derecede pamuksu, koloninin genel yapisi pamuksu, mikroskobik karakterlerde bir

degisiklik goriilmedi. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 1. 10. P. janthinellum’ un RB — 3 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniim
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7. 1. 4. Patates Dekstroz Agar (PDA)

Standart igerikli besiyeridir. 7 giinde 25 °C’ de koloni ¢ap1 33-35 mm,
sporulasyon yok, koloni yapist pamuksu, parlak sar1 renkte ¢oziiniir pigment ve seffaf
eksuda mevcuttur. Mikroskobik olarak, konidyofor diizgiin duvarli ve ince, sporlar

kiireseldir. 37 °C’ de gelisim gdzlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 1. 11. P. janthinellum’ un PDA besiyerindeki goriiniimii (A. 7 giinliik koloni;
B. Isik mikroskobu x 400)

a) PDA - 1;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 39-41 mm’ dir. PDA’ dan farkli olarak sulkat

yapisi fazla ve sporulasyon olusmaya baslamis, diger tiim 6zellikler aynidir. 37 °C’ de

gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 1. 12. P. janthinellum’ un PDA — 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii
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b) PDA —2;

7 giinde 25 °C’ de koloni cap1 38-42 mm, PDA’ dan farkli olarak ¢oziiniir
pigment ve eksuda olusumu yok, kolonide sinirlanmis alanlarda mavi sporulasyon
olusumu gorildii, koloni yapisi pamuksu, sulkat mevcut, miselyum krem renklidir.

Mikroskobik karakterlerde bir degisiklik yoktur ve 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 1. 13. P. janthinellum’ un PDA — 2 besiyerinde 7 giinliik koloni gdriiniim
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Tablo 7. 1. 1. P. janthinellum’ un standart ve icerigi degistirilmis besiyerlerindeki
koloni ¢ap 6l¢iim degerleri (mm)
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Sekil 7. 1. 14. P. janthinellum’ un 25 °C’ de CY A besiyerlerindeki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 1. 15. P. janthinellum’ un 25 °C’ de MEA besiyerlerindeki gelisim dagilimi

46



100

80
g

£

= 60 ——RB

<

‘a’ 20 - ~@—RB -1
% /./././ =e=RB - 2
o !—;——;?‘% RB -3

0
3 4 5 6 7

Zaman (giinler)

Sekil 7. 1. 16. P. janthinellum’ un 25 °C’ de RB besiyerlerindeki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 1. 17. P. janthinellum’ un 25 °C’ de PDA besiyerlerindeki gelisim dagilimi
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7. 2. Penicillium chrysogenum
7. 2. 1. Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA);
Bu besiyeri standart igerikli besiyeridir. Klich 2002 formiilasyonuna gore

hazirlanmistir. Bundan sonraki alti CYA besiyeri bu besiyeri goz Oniine alinarak

degerlendirilmistir.

Sekil 7. 2. 1. P. chrysogenum’ un CY A besiyerindeki goriiniimii(A. Isik mikroskobu x
400; B. 7 giinliik koloni)

Koloniler 7 giinde 25 °C’ de 35-37 mm ¢apinda, 1s1nsal sulkat belirgin 6lgiide
mevcut, parlak sar1 renkte eksuda var, koloninin genel yapisi kadifemsi, sporulasyon
rengi donuk mavi, parlak sar1 renkte ¢oziiniir pigment mevcuttur. Mikroskobik olarak
ise konidyoforlar ince ve diizglin duvarli, sporlar kiireseldir ve 37 °C’ de gelisim

gozlemlenmedi.
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a) CYA-1;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 38-39 mm, eksuda belirgin sekilde indirgenmis
durumda, sporulasyon koyu mavi renginde, merkezde koloni yapisi pamuksulagmaya
baslamis durumdadir. Diger tiim makroskobik ve mikroskobik karakterlerde bir
degisiklik goriilmedi. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 2. 2. P. chrysogenum’ un CYA - 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii

b) CYA -2;

Tim 6zellikler CYA — 1 besiyeri ile aynidir. Makroskobik ya da mikroskobik bir

fark goriilmedi. 37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.
¢) CYA-3;

Sporulasyon rengi acik mavi, yani sporulasyon miktarinda azalma gorildi.
Merkezde belirgin derecede umbonat yapt mevcut ve pamuksu, eksuda seffaf renkli ve

pigmentasyon derecesinde azalma goriildii. Diger tim karakterler CYA besiyeri ile

aynidir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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Sekil 7. 2. 3. P. chrysogenum’ un CYA — 3 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii

d) CYA - 4;

7 giin 25 °C’ de koloni ¢ap1 37-38 mm, sporulasyon hi¢ yok, miselyum beyaz,
parlak sar1 renkli eksuda mevcut, merkez umbonat, ¢oziiniir parlak sar1 pigment
belirgin olarak gozlemlendi. Mikroskobik incelemede, herhangi bir fark ve 37 °C’ de

gelisim gozlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 2. 4. P. chrysogenum’ un CYA — 4 besiyerindeki gortiniimii (A. 7 giinliikk
koloni; B. Isik mikroskobu x 400)
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e) CYA-5;

7 glinde biiylime orani 39-41 mm olarak 6l¢iildii. Yani CYA besiyeri ile arasinda
bliylime orani agisindan bir fark oldugu goriildii. Bunun yaninda eksuda miktar
belirgin sekilde az oldugu saptanmistir. Mikroskobik karakterler CYA besiyeri ile

aynidir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 2. 5. P. chrysogenum’ un CYA — 5 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii

7. 2. 2. Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Standart icerikli besiyeri ortamidir, Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmigtir. Koloniler 7 giinde 25 °C’ de 31-32 mm c¢apinda, sulkat olusumu
mevcut, pigment yok, koloni kadifemsi yapida, merkez pamuksu, sporulasyon oldukca
kuvvetli, donuk yesil, miselyum marjinde beyaz renkli, seffaf eksuda mevcut,
konidyoforlar diizgiin, ince duvarli, sporlar kiiresel ve 37 °C’ de gelisim

gbzlemlenmedi.
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A B

Sekil 7. 2. 6. P chrysogenum’ un MEA besiyerindeki goriinimii (A. Isik mikroskobu
x 400; B. 7 giinliik koloni)

a) MEA -1;

Koloniler 7 giinde 25 °C’ de 47- 49 mm capinda ve sulkat yok. Mikroskobik

karakterlerde bir fark goriilmedi. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 2. 7. P. chrysogenum’ un MEA — 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii
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7. 2. 3. Rose Bengal Streptomycin Agar (RB);

Standart icerikli besiyeridir. Bundan sonraki {i¢ farkli RB bu besiyeri gbz oniine
alinarak degerlendirilmistir.

7 giinde 25 °C’ de koloni ¢apt 32-33 mm, sporulasyon sadece merkezde ve
mavimsi grimsi, parlak sar1 eksuda mevcut, 1sinsal sulkat olusumu belirgin, parlak sar1
¢Oziinlir pigment mevcut, koloni yapisi kadifemsi, miselyum beyaz renklidir.
Konidyofor ince ve diizgiin duvarli, sporlar kiireseldir ve 37 °C’ de gelisim

gozlemlenmedi.

A

Sekil 7. 2. 8. P. chrysogenum’ un RB besiyerindeki goriiniimii (A. 7 giinliik koloni; B.
Is1ik mikroskobu x 400)

a) RB-1;

7 glinde 25 °C’ de koloni ¢ap1 37- 39 mm, sporulasyon olduk¢a kuvvetli ve
donuk yesil, eksuda ve pigment yok, merkez hafif pamuksu fakat koloninin genel
yapist kadifemsi, miselyum beyaz, mikroskobik incelemede konidyoforlar diizgiin

duvarl ve ince, sporlar kiireseldir ve 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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A B
Sekil 7. 2. 9. RB — 1 besiyeri goriiniim (A. 7 giinliik koloni; B. Isik mikroskobu x 400)

b) RB-2;

7 ginde 25 °C’ de koloni ¢ap1 25-27 mm, sporulasyon sadece merkezde ve
grimsi mavi, miselyum beyaz, sulkat yapisi diizensiz, seffaf eksuda mevcut, pigment
olugmu goriilmedi. Mikroskobik karakterler ve goriiniim RB besiyeri ile aynidir.

37 °C’ de gelisim var, fakat mikro koloni seklinde, 7 giinde koloni ¢ap1 7-8 mm,
sporulasyon yok, krater seklinde koloni olusumu goézlendi. Sporulasyon olusumu hig

yok fakat parlak sar1 pigment mevcuttur.
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B C

Sekil 7. 2. 10. P. chrysogenum’ un RB — 2 besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7
giinliik koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. Isik mikroskobu x 400)

¢) RB-3;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 28-31 mm, sporulasyon merkezde daha yogun,
grimsi mavi, marjine dogru sporulasyon azalmis, acik mavi, 1smsal sulkat mevcut
fakat belirgin degil, merkezde seffaf fakat ¢ok az miktarda eksuda mevcut, parlak sar1
renkte ¢Oziinlir pigment mevcut, miselyum beyaz renklidir. Mikroskobik karakterlerde
bir fark gozlemlenmedi. RB besiyeri ile aynidir.

37 °C’ de gelisim var fakat mikro diizeyde, 7 giinde koloni ¢apt 6-7 mm,
sporulasyon yok, miselyumdan olusan kitle seklinde, mikroskobik olarak tipik

penicillium yapisina rastlanmadi.
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B C

Sekil 7. 2. 11. P. chrysogenum’ un RB — 3 besiyerindeki gériiniimii (A. 25 °C’* de 7
giinliik koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. Isik mikroskobu x 400)

7. 2. 4. Patates Dekstroz Agar (PDA);

7 glin 25 °C’ de koloni ¢ap1 32-35 mm, sporulasyon olduk¢a kuvvetli, donuk
yesil, koloni yapisi kadifemsi, sulkat olusumu belirgin ve sik, seffaf eksuda mevcut,
parlak sar1 ¢Oziinlir pigment var, marjinde miselyum beyaz renklidir. Mikroskobik

olarak konidyofor diizgiin ve ince, sporlar kiiresel. 37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.
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A B

Sekil 7. 2. 12. P. chrysogenum’ un PDA besiyerindeki goriiniimii (A. 7 giinlik
koloni genel goriiniim; B. Isik mikroskobu x 400)

a) PDA — 1

Makroskobik ve mikroskobik karakterler PDA besiyeri ile ayni, herhangi bir

fark goriilmedi. 37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.

b) PDA — 2;

Makroskobik ve mikroskobik karakterler PDA besiyeri ile ayni, herhangi bir

fark goriilmedi. 37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.

57



Tablo 7. 2. 1. P. chrysogenum’ un standart ve igerigi degistirilmis besiyerlerindeki
koloni ¢ap 6l¢iim degerleri (mm)
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Sekil 7. 2. 13. P. chrysogenum’ un CY A besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 2. 14. P. chrysogenum’ un MEA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 2. 15. P. chrysogenum’ un RB besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 2. 16. P. chrysogenum’ un RB besiyerlerinde 37 °C” deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 2. 17. P. chrysogenum’ un PDA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi

7. 3. Penicillium aurantiogriseum

7. 3. 1. Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA);

Bu besiyeri standart igerikli besiyeridir. Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmistir. Bundan sonraki alti CYA besiyeri bu besiyeri gbz Oniine alinarak
degerlendirilmistir.

7 giinde 25 °C’ de koloni ¢ap1 34-35 mm, 1sinsal sulkat orta derecede ve yarik
sayist fazla, koloni yapist tanecikli, sporulasyon kuvvetli, yesilimsi mavi, eksuda ve
¢Oziiniir pigment yoktur. Mikroskobik olarak ise konidyoforlar diizgiin duvarli ve ince,

sporlar kiireseldir. 37 °C’ de gelisim gézlenmedi.
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Sekil 7. 3. 1. P. aurantiogriseum’ un CY A besiyerindeki gortinimii (A. 7 giinliik
koloni; B. Isik mikroskobu x 400)

a) CYA-1;

25 °C’ de 7 giinde koloni capt 38-41 mm, belirgin Ol¢lide seffaf eksuda
bulunmasinin disinda CY A besiyeri ile arasinda baska bir fark gozlemlenmedi. 37 °C’

de gelisim gozlemlenmedi.

Sekil 7. 3. 2. P. aurantiogriseum’ un CYA — 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni
gorunimu
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b) CYA -2;

Makroskobik ve mikroskobik tiim karakterler CYA besiyeri ile ayni, herhangi

bir fark gozlemlenmedi. 37 °C’ de gelisim gézlenmedi.

¢) CYA-3;

Sporulasyondaki azalma ve sulkat yapisinin sik olmasinin disinda bir fark
gozlemlenmedi. CYA besiyerinde kuvvetli bir sporulasyon mevcut iken burada daha
zayi1f bir olusum soz konusu, agik yesil- mavi rengiyle belirtilebilir. 37 °C’ de gelisim

gozlemlenmedi.

Sekil 7. 3. 3. P. aurantiogriseum’ un CYA — 3 besiyerindeki 7 giinliik koloni
gorunimu

d) CYA -4;
Sporulasyon yok denecek kadar az, 1sinsal sulkat mevcut fakat seyrek, koloni
yapist ylinsii, merkez pamuksu, eksuda merkezde mevcut fakat ¢cok az, mikroskobik

incelemede ise konidyoforlar ince, diizgiin duvarli fakat fiyalid yapisina rastlanmadi.

37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.

63



A B

Sekil 7. 3. 4. P. aurantiogriseum’ un CY A — 4 besiyerindeki goriintimii (A. 7 gilinliik
koloni; B. Isik mikroskobu x 400)

e) CYA -5;

Tiim makroskobik ve mikroskobik karakterler CYA besiyeri ile ayndir,

herhangi bir fark gozlemlenmedi. 37 °C’ de gelisim g6zlenmedi.

7. 3. 2. Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Standart icerikli besiyeri ortamuidir, Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmistir. Koloniler 25°C’ de 7 giinde 32-33 mm ¢apinda, koloninin yiizeyi
diimdiiz, sulkat yok, yiizey yapist tanecikli, merkez umbonat, miselyum belirsiz,
sporulasyon gii¢lii, grimsi turkuaz, donuk yesildir. Coziiniir pigment yok. Mikroskobik
olarak konidyoforlar ince ve diizgiin duvarli, sporlar kiiresel ve 37 °C’ de gelisim

gozlemlenmedi.
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A B

Sekil 7. 3. 5. P. aurantiogriseum’ un CYA — 5 besiyerindeki goriiniimii (A. 7 glinliik
koloni; B. Isik mikroskobu x 400)

a) MEA-1;

Koloni 25 °C’ de ve 7 giinde 52-54 mm capinda, yani biiyiime orami fazla,
koloni ylizeyi diimdiiz, umbonat olusum yok, koloni yapisi tanecikli fakat pamuksu
olmaya baslamis durumda, mikroskobik karakterlerde bir fark goriilmedi. 37 °C’ de

gelisim goriilmedi.

Sekil 7. 3. 6. P. aurantiogriseum’ un MEA — 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni
gorunimu
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7. 3. 3. Rose Bengal Streptomycin Agar (RB);

Standart igerikli besiyeridir. Bundan sonraki ii¢ farkli RB bu besiyeri gbz oniine
alinarak degerlendirilmistir.

Koloni 25 °C’ de 7 giinde 25- 27 mm ¢apinda, merkez umbonat ve pamuksu,
sporulasyon merkezde yogun, girimsi yesil, sporulasyonun koloninin farkh
alanlarindaki meydana gelis derecesine bagli olarak zonasyon mevcut, miselyum
beyaz, eksuda yok, ¢oziinilir pigment yoktur. Mikroskobik olarak konidyofor ince ve

diizgiin duvarli, sporlar kiireseldir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 3. 7. P. aurantiogriseum’ un RB besiyerindeki goriiniimii (A. 7 giinliik koloni;
B. Isik mikroskobu x 400)

a) RB-1;

Koloniler 25 °C’ de 7 gilinde 38-40 mm ¢apinda, sporulasyon olduk¢a kuvvetli,
koloninin tamamimi kaplamis durumda ve donuk yesil, seyrek 1sinsal sulkat mevcut,
merkez umbonat ve pamuksu, koloni genel yapisi tanecikli, miselyum beyaz, eksuda
ve ¢Ozlinlir pigment yok. Mikroskobik olarak yapilan incelemede konidyofor ve

fiyalid yapist gézlemlendi. 37 °C’ de gelisim goriilmedi.
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A B

Sekil 7. 3. 8. P. aurantiogriseum’ un RB — 1 Besiyerindeki goriiniimii (A. 7 glinliik
koloni; B. Isik mikroskobu x 400)

b) RB - 2;

Makroskobik ve mikroskobik karakterler RB besiyeri ile ayni, herhangi bir fark

gozlemlenmedi.

¢) RB-3;

Koloniler 7 giinde 25 °C’ de 19-21 mm ¢apinda, 1s1nsal sulkat olusumu mevcut
ve sik, sporulasyon merkezde yesil, marjine yakin olan kisim ise daha koyu bir
sporulasyon goriildii. Bundan dolay1 da kolonide zonasyon olusumu mevcut, koloni
genel yapisi tanecikli, seffaf eksuda mevcut, mikroskobik incelemede herhangi bir fark

gorlilmedi. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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Sekil 7. 3. 9. P. aurantiogriseum’ un RB — 3 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii

7. 3. 4. Patates Dekstroz Agar (PDA)

25 °C’ de 7 glinde koloni ¢ap1 32-34 mm, sporulasyon kuvvetli, donuk yesilimsi
mavi, miselyum beyaz, 1sinsal sulkat merkezde mevcut, koloni yapis1 tanecikli, seffaf
eksuda olusumu var, ¢oziiniir pigment yok. Mikroskobik olarak konidyofor diizgiin

duvarli, sporlar kiireseldir ve 37 °C’ de gelisim gozlenmedi.

"

. |
B

Sekil 7. 3. 10. P. aurantiogriseum’ un PDA besiyerindeki goriiniimii (A. 7 giinliik
koloni; B. Isik mikroskobu x 400)

A
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a) PDA-1;

PDA besiyeri ile arasinda makroskobik ya da mikroskobik bir fark gézlenmedi.

37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.

b) PDA —2;

Isinsal sulkat olusumu sik ve eksuda oldukga fazla meydana gelmis durumda,
bunun digindaki tim makroskobik ve mikroskobik karakterlerde bir fark gozlenmedi.

37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi

Sekil 7. 3. 11. P. aurantiogriseum’ un PDA — 2 besiyerindeki 7 giinliik koloni
gorinim
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Tablo 7. 3. 1. P. aurantiogriseum’ un standart ve igerigi degistirilmis besiyerlerindeki
koloni ¢ap 6l¢iim degerleri (mm)
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Sekil 7. 3. 13. P aurantiogriseum’ un CYA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim
dagilimi
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Sekil 7. 3. 14. P aurantiogriseum’ un MEA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim
dagilimi
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Sekil 7. 3. 15. P. aurantiogriseum’ un RB besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 3. 16. P. aurantiogriseum’ un CYA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim
dagilimi
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7. 4. Aspergillus niger

7. 4. 1. Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA)

Bu besiyeri standart igerikli besiyeridir. Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmistir. Bundan sonraki alti CYA besiyeri bu besiyeri gz oOniine alinarak
degerlendirilmistir.

Koloni ¢ap1 25 °C’ de ve 7 gilinde 82-83 mm, konidyal basgiklar siyah- koyu
kahve seklinde yogun olarak paketlenmis, miselyum fark edilmiyor, koloni tanecikli-
ylinsii, 1s1nsal sulkat mevcut, eksuda ve ¢oziiniir pigment yoktur. Mikroskobik olarak,
konidyal basciklar tipik olarak genis, siyah ve 1sinsal, vesikiil ¢ift seri fiyalitten
meydana gelmis, olgun sporlar kiiresel ve duvari piiriizliidiir.

37 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 82-83 mm, konidyal basgiklar 25 °C’ ye kiyasla
daha siki paketlenmis ve koyu kahve renkli, mikroskobik karakterlerin 25 °C ile ayni

oldugu goriildii.
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C D

Sekil 7. 4. 1. A. niger’ in CYA besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. Isik mikroskobunda spor x 400; D. Isik
mikroskobu x 400)

a) CYA-1,CYA-2,CYA-3veCYA-S5;

Hem 25 °C’ de hem de 37 °C’ de makroskobik ve mikroskobik yapida herhangi bir
fark yok.

b) CYA —4;
Sporulasyon disinda makroskobik bir fark goriilmedi. Konidyal basciklar agik,

zeytinimsi kahve olarak gozlemlendi. Mikroskobik goriiniim ve 6zellik CY A besiyeri

ile ayndir.

Sekil 7. 4. 2. A. niger’ in CYA — 4 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii
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7. 4. 2. Malt Ekstrakt Agar (MEA) ;

Standart igerikli besiyeri ortamidir, Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmigtir. Koloniler 7 giinde 25 °C’ de, 64-65 mm ¢apinda, konidyal basciklar
siyah, miselyum beyaz ve gozle pek ayirt edilmiyor, koloni yapisi tanecikli-yiinsii,
sulkat, eksuda ve ¢Oziiniir pigment yoktur. Mikroskobik olarak ise konidyal bag¢iklar
genis ve 1s1nsal, vesikiilde cift seri fiyalid vardir. Sporlar kiiresel ve duvari piiriizlidiir.

37 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 82-83 mm, konidyal bas¢iklar koyu kahvemsi ve
olduk¢a siki paketlenmistir. Sulkat olusumu goézlenmedi. Mikroskobik karakterlerde

degisiklik gézlemlenmedi.

B

Sekil 7. 4. 3. A. niger’ in MEA besiyerindeki goriinimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; A. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. Isik mikroskobu x 400)
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a) MEA - 1;

Koloni 7 giinde 25 °C’ de, 82-83 mm ¢apinda, 1sinsal sulkat mevcut fakat
ylizeysel, koloni yapisi tanecikli ama daginik sekilde pamuksu yap1 olusumu goézlendi.
Konidyal basgiklar seyrek olarak paketlenmis ve daha ¢ok kahverengi tonunda oldugu
goriildi. 37 °C’ de 7 gilinde koloni c¢apr1 82-83 mm, sulkat olusumu yoktur.
Mikroskobik olarak ise, herhangi bir fark gézlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 4. 4. A. niger’ in MEA — 1 besiyerindeki gériiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni)

7. 4. 3. Rose Bengal Streptomycin Agar (RB);

Standart igerikli besiyeridir. Bundan sonraki ii¢ farkli RBC bu besiyeri kriter
alinarak degerlendirilmistir.

7 giinde 25 °C’ de koloni ¢ap1 39-43 mm, konidyal basc¢iklar siyah ve siki
paketlenmis, koloni tanecikli fakat merkez hafif pamuksu, marjinde beyaz renkli
miselyum belirgin olarak goze carpmakta, eksuda ve pigment yoktur. Mikroskobik
olarak; vesikiil ¢ift seri fiyalidli, sporlar genis, kiiresel ve duvarinin piiriizlii oldugu
gorildi.

37 °C’ de gelisim mevcut, 7 giinde koloni ¢ap1 55-60 mm, miselyum olusumu
indirgenmis ve konidyal basciklar daha siki paketlenmis durumdadir. Mikroskobik
karakterler ise 25 °C ile ayni, herhangi bir fark goriilmedi
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C

Sekil 7. 4. 5. A. niger’ in RB besiyerindeki gortiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik koloni;
B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. Isik mikroskobu x 400)

a) RB-1,RB-2ve RB-3;

Makroskobik ve mikroskobik olarak herhangi bir fark gézlemlenmedi. 25 °C ve
37 °C deki tiim karakterlerin RB besiyeri ile ayni oldugu goriildii.
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7. 4. 4. Patates Dekstroz Agar (PDA);

Standart icerikli besiyeri ortamidir. 25 °C’ de, 7 gilinde koloni ¢apt 68-70 mm,
konidyal basciklar siyah ve siki paketlenmis, sulkat yok marjinde ¢ok az belirgin
beyaz miselyum olusumu mevcut, koloni yapisi tanecikli, ¢oziiniir pigment ve eksuda
yok.

37 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 80-82 mm, konidyal basgiklar siki paketlenmis ve
koyu kahve, koloni yapis1 tanecikli, sulkat yoktur. Mikroskobik olarak 25 °C ve 37
°C’ de; konidyal basgiklar genis, 1sinsal, vesikiil kiiresel ve ¢ift seri fiyalid mevcuttur.

Olgun sporlar kiiresel ve duvari ptiriizliidiir.

C

Sekil 7. 4. 6. A. niger’ in PDA besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik koloni;
B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. Isik mikroskobu x 400)
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b) PDA —1;

Koloni 7 giinde 25 °C’ de 81-83 mm capinda, konidyal basgiklar siki
paketlenmis ve koyu kahve, diger tiim makroskobik ve mikroskobik karakterler PDA
besiyeri ile aynidir. 37 °C’ de PDA besiyeri ile makroskobik ya da mikroskobik bir

fark goriilmedir.

Sekil 7. 4. 7. A. niger’ in PDA — 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii

¢) PDA -2;

Hem 25 °C hem de 37 °C i¢in makroskobik ve mikroskobik karakterlerde bir

fark goriilmedi.
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Tablo 7. 4. 1. A. niger’ in standart ve igerigi degistirilmis besiyerlerindeki koloni ¢ap
Ol¢ciim degerleri (mm)
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Sekil 7. 4. 7. A. niger’ in CYA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 4. 8. A. niger’ in CYA besiyerlerinde 37 °C’ deki gelisim dagilim1
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Sekil 7. 4. 9. A. niger’ in MEA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 4. 10. A. niger’ in MEA besiyerlerinde 37 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 4. 11. A. niger’ in RBC besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimu
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Sekil 7. 4. 12. A. niger’ in RB besiyerlerinde 37 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 4. 14. A. niger’ in PDA besiyerlerinde 37 °C’ deki gelisim dagilim1
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7. 5. Aspergillus terreus

7. 5. 1. Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA)

Bu besiyeri standart icerikli besiyeridir. Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmistir. Bundan sonraki alti CYA besiyeri bu besiyeri gbz Oniline alinarak
degerlendirilmistir.

Koloni ¢ap1 25 °C’ de, 7 giinde 49-52 mm, sporlar a¢ik kahve, miselyum beyaz,
¢oziinlir pigment belirsiz, koloni yapisi kadifemsi ve ylizey hafif pamuksu, merkez
ylnlii, 1smsal sulkat mevcuttur, eksuda goriilmedi. Mikroskobik olarak, konidyal
basciklar siitunumsu, konidyofor diizgiin duvarli, vesikiil ¢ift seri fiyalidli, sporlar
kiiresel ve duvar yiizeyi diizgiindiir.

37 °C’ de 7 giinde koloni ¢apt 82- 83 mm, sporulasyon kuvvetli, kahvemsi
portakal, sulkat mevcut ve yarik sayisi olduk¢a fazla, eksuda yok, ¢Oziiniir sari

pigment mevcuttur. Mikroskobik karakterler 25 °C ile aynidir.
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C

Sekil 7. 5. 1. A. terreus’ un CY A besiyerindeki goriinimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. Isik mikroskobu x 400)

a) CYA-1,CYA-2,CYA-3ve CYA-5;

Makroskobik ya da mikroskobik bir fark gdzlemlenmedi.

b) CYA — 4;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢apt 59-60 mm, konidyal basciklar beyaz renkli,
sporulasyon yok, koloni yapisi yiinsii, parlak ¢oziiniir sar1 pigment belirgin, 1sinsal
sulkat mevcut, eksuda yok, mikroskobik olarak, vesikiil kiiresele yakin, konidyofor
kalinlamis ve vesikiilde fiyalid yapisi gézlemlenmedi.

37 °C’ de 7 giinde koloni 78-81 mm c¢apinda, konidyal basg¢iklar krem renkli,
sulkat yapis1 diizensiz, ¢Oziiniir parlak sar1 pigment yok, mikroskobik olarak, konidyal

basciklar siitun seklinde, konidyofor duvari diizgiin ve renksiz, sporlar kiireseldir.
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C D

Sekil 7. 5. 2. A. terreus’ un CYA — 4 besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. 25 °C 131k mikroskobu x 400; D. 37 °C 151k
mikroskobu x 400)

7. 5. 2. Malt Ekstrakt Agar (MEA);

Standart igerikli besiyeri ortamidir, Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmigtir. 25 °C’ de, 7 giinde koloni ¢apt 34-36 mm, konidyal basciklar
kahvemsi, koloni ylizeyi diizgiin, 1sinsal sulkat olusumu yok, koloni genel yapisi
kadifemsi-pamuksu, sar1 renkte ¢ozlinliir pigment mevcut ve mikroskobik olarak

karakterler CY A besiyeri ile aynidir.
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37 °C’ de, 7 giinde koloni ¢ap1 75- 80 mm, konidyal bas¢iklar acik kahve, koloni
genel yapist pamuksu, ¢Oziinlir pigment belirsiz, 1smnsal sulkat olusumu yok.

Mikroskobik karakterler 25 °C ile aynidir.

C

Sekil 7. 5. 3. A. terreus’ un MEA besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 25 °C 151k mikroskobu x 400; C. 37 °C’ de 7 giinliik koloni)
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a) MEA - 1;

25 °C’ de 7 gilinde koloni ¢ap1 76- 78 mm, koloni genel yapis1 pamuksu, 1sinsal
sulkat yok, ¢Oziinilir pigment yok, marjinde miselyum beyaz renkli, konidyal basciklar
acik kahve, mikroskobik karakterlerin MEA ile ayn1 oldugu goriildii.

37 °C’ de 7 gilinde koloni ¢ap1 80-82 mm, konidyal bas¢iklar koyu kahve ve

marjinde miselyum olusumu yok. Mikroskobik karakterlerde bir fark gdzlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 5. 4. A. terreus’ un MEA — 1 besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 gilinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni)

7. 5. 3. Rose Bengal Streptomycin Agar (RB);

Standart icerikli besiyeri ortamidir. 25° C’ de 7 giinde koloni ¢apt 35-36 mm,
konidyal basciklarin merkezde ve marjindeki renk farkliligindan dolayi zonasyon
olusumu mevcut, merkez umbonat ve yogun pamuksu, koloni genel yapi olarak
kadifemsi, pamuksu, sar1 ¢0ziiniir pigment belirsiz, sulkat seyrek, marjinde krem
renkli miselyum goriildii. Mikroskobik olarak, konidyal bas¢ik siitunumsu, vesikiil ¢ift
seri, konidyofor diizgiin duvarli ve ince, sporlar kiireseldir.

Koloni 37 °C’ de 7 giinde 75- 78 mm ¢apinda, konidyal basgiklar sarimsi kahve,
merkezde 1s1nsal sulkat mevcut, koloni yapisit kadifemsi, marjinde beyaz vejatatif

miselyum mevcut, mikroskobik karakterler 25 °C ile ayn1 6zelliktedir.
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B C

Sekil 7. 5. 5. A. terreus’ un RB besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 25 °C 151k mikroskobu x 400; C. 37 °C’ de 7 giinliik koloni)

a) RB -1;

25 °C’ de 7 giinde koloni c¢apt 41-42 mm, konidyal basciklar sarims1 kahve,
1sinsal sulkat yok, koloni yapist kadifemsidir. Coziinlir pigment belirsiz, marjinde
miselyum beyaz renkli, mikroskobik karakterler RB ile aynidir.

37 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 65-70 mm, merkezde 1sinsal sulkat mevcut,
konidyal basciklar agik sarimsi kahve, koloni yapist kadifemsi pamuksudur.

Mikroskobik karakterler RB ile aynidir.
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A B

Sekil 7. 5. 6. A. terreus’ un RB — 1 besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni)

b) RB - 2;

25 °C’ de 7 gilinde koloni ¢ap1 30-31 mm, konidyal basciklar krem-kahve
tonunda, 1smsal sulkat seyrek, ¢Oziiniir sar1 pigment belirgin, miselyum beyaz
renklidir. Mikroskobik 6zelliklerin RB besiyeri ile ayni oldugu gozlemlendi.

37 °C’ de 7 gilinde koloni ¢ap1 65-70 mm, merkezde 1sinsal sulkat mevcut ve sik,
konidyal bas¢iklar donuk krem kahve, konidyal bas¢iklarin siki ve gevsek
paketlenmesinden dolayr marjine dogru bir zonasyon olusumu mevcut, ¢oziiniir
pigment belirsiz, mikroskobik karakterler ve goriinim RB besiyeri ile aym

gorlinlimdedir.
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A B

Sekil 7. 5. 7. A. terreus’ un RB — 2 besiyeri goriiniim (A. 25 °C’ de 7 giinliik koloni;
B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni)

¢) RB-3;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 30-31 mm, Koloni yapisi pamuksu, merkez
umbonat, 15insal sulkat seyrek olarak mevcut, miselyum beyaz renkli, sporulasyon
kuvvetli, konidyal basciklar krem kahve, ¢6ziiniir sar1 pigment mevcut.

Mikroskobik karakterlerde bir degisiklik yok RB ile aynidir. 37 °C’ deki koloni

gelisimi, makroskobik ve mikroskobik 6zellikler RB- 2 ile ayn1 olarak gozlemlendi.

Sekil 7. 5. 8. A. terreus’ un RB — 3 besiyerindeki 7 giinliik koloni goériiniimii
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7. 5. 4. Patates Dekstroz Agar (PDA);

Standart igerikli besiyeri ortamidir. 25 °C de 7 giinde koloni ¢apt 33-36 mm,
konidyal basg¢iklar sarimsi kahve, ¢6ziiniir pigment belirgin olarak mevcut, koloni
ylizeyi diizgiin, sadece marjinde 1sinsal sulkat olusumu var fakat belirgin degil, koloni
yapist kadifemsi, yilizeyr pamuksudur. Mikroskobik olarak konidyal basciklar
stitunumsu, konidyofor diizglin duvarli, vesikiil ¢ift seri fiyalid ideriyor ve olgun
sporlar kiireseldir.

37 °C’ de 7 giinde koloni ¢apt 78-80 mm, konidyal bas¢iklar daha agik kahve

tonunda ve ¢ozliniir pigment belirgin degil. Diger tiim karakterler 25 °C ile aynidir.

C

Sekil 7. 5. 9. A.terreus’ un PDA besiyerindeki goriiniimii (A. 37 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 25 °C’ de 7 giinliik koloni; C. 25 °C 151k mikroskobu x 400)
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a) PDA - 1;

Makroskobik ve mikroskobik olarak hem 25 °C hem de 37 °C’ de herhangi bir

fark gozlemlenmedi.

b) PDA - 2;

Makroskobik ve mikroskobik olarak hem 25 °C hem de 37 °C’ de herhangi bir

fark gozlemlenmedi

Tablo 7. 5. 1. A. terreus’ un standart ve igerigi degistirilmis besiyerlerindeki koloni
cap Olglim degerleri (mm)

CYA-2 || 27-28

CYA-4 ||| 24-27

CYA-S ||| 27-29

28-30 §| 22-27 49-52 f| 30-31
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Sekil 7. 5. 10. A. terreus’ un CY A besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi1

Koloni ¢ap1 (mm)
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——-CYA-1
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Sekil 7. 5. 11 A. terreus’ un CY A besiyerlerinde 37 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 5. 12. A. terreus’ un MEA besiyerlerinde 25 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 5. 13. A. terreus’ un MEA besiyerlerinde 37 °C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 5. 14. A. terreus’ un RB besiyerlerinde 25°C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 5. 15. A. terreus’ un RB besiyerlerinde 25°C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 5. 16. A. terreus’ un PDA besiyerlerinde 25°C” deki gelisim dagilinm
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Sekil 7. 5. 17. A. terreus’ un PDA besiyerlerinde 37°C’ deki gelisim dagilinu
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7. 6. Aspergillus wentii

7. 6. 1. Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA);

Bu besiyeri standart igerikli besiyeridir. Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmistir. Bundan sonraki alti CYA besiyeri bu besiyeri gz oOniine alinarak
degerlendirilmistir.

Koloniler 7 giinde 25 °C’ de 60-62 mm ¢apinda, sporlar zeytinimsi kahve,
1sinsal sulkat mevcut, marjinde beyaz miselyum mevcut, eksuda ve ¢oziiniir pigment
yoktur. Mikroskobik olarak konidyal basciklar 1sinsal, konidyofor duvar piiriizli,

vesikiil ¢ift seri fiyalid igermekte ve kiireseldir. 37 °C’ de gelisim gézlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 6. 1. A. wentii’ nin CYA besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 25 °C 151k mikroskobu x 400)

a) CYA-1veCYA-,2

Makroskobik ve mikroskobik olarak CYA ile aralarinda herhangi bir fark

gozlemlenmedi.

99



b) CYA - 3;

25 °C’ deki tiim ozellikler CYA ile ayni. CYA’ dan farkli olarak 37 °C’ de de
gelisim gozlendi. 7 gilinde koloni ¢apt 6-8 mm, krater yapida bir koloni olusumu
mevcut, spor rengi koyu kahve, vejetasyon belirsiz. Mikroskobik olarak, konidyofor

puriizlii, vesikiil kiiresele yakin ve tek seri fiyalid gézlemlendi.

A B

Sekil 7. 6. 2. A. wentii’ nin CYA — 3 besiyerindeki gériiniimii (A. 37 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 151k mikroskobu x 400)

¢) CYA - 4;

25 °C ‘de konidyal basciklarin rengi sarimsi kahve ve bunun diginda bir fark
goriilmedi. Bliylime orani ve diger tiim 6zelliklerin CY A ile ayni oldugu gézlemlendi.

37 °C’ de gelisim mevcut. 7 giinde koloni ¢ap1 6-7 mm, yani mikro diizeyde bir
kolonizasyon mevcut ve sporulasyon olusumu go6zlenmedi. Mikroskobik olarak

vesikiil stitunumsu ve tek seri fiyalid gozlemlendi.

100



B C

Sekil 7. 6. 3. A. wentii’ nin CYA — 4 besiyerindeki gériiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. 37 °C ‘de 151k mikroskobu x 400)

d) CYA - 5;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢apt 59-63 mm ¢apinda, spor rengi zeytinimsi kahve,
koloni de bazi kisimlarda beyaz renkli miselyum kitleleri goriildii. Sulkat yok.
Mikroskobik goriinim CY A ile aym 6zellikleri tagimaktadir.

37 °C’ de gelisim gozlendi. 7 giinde koloni ¢ap1 5-7 mm, sporulasyon kahvemsi,
mikroskobik incelemede 1smnsal ve ikiye c¢atallanmis konidyal baggiklara rastlandi.

Konidyofor piiriizlii ve tek seri olarak gorilmistiir.
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C

Sekil 7. 6. 4. A. wentii’ nin CYA — 5 besiyerindeki goriniimii (A. 25 °C’ de 7 giinlikk
koloni; B. 37 °C’ de 151k mikroskobu x 400; C. 37 °C’ de 7 giinliik koloni)

7. 6. 2. Malt Ekstrakt Agar (MEA);

Standart igerikli besiyeri ortamidir, Klich 2002 formiilasyonuna gore
hazirlanmistir. 7 giinde 25 °C” de koloni gap1 55-57 mm, spor bol, zeytinimsi kahve,
miselyum beyaz, sulkat yok, beyaz miselyum Kkitleleri mevcut. Mikroskobik olarak
konidyofor duvart piiriizlii, vesikiil kiiresel ve iki seri fiyalid icermektedir. Sporlar

kiiresel olarak goriildii ve 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.
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A B

Sekil 7. 6. 5. A. wentii’ nin MEA besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 glinliik
koloni; B. 25 °C 151k mikroskobu x 400)

¢) MEA - 1;

25 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 80- 83 mm, 1ginsal sulkat yok, spor bol ve
zeytinimsi kahve, miselyum beyaz ve MEA besiyerindeki gibi miselyum Kkitlelerine

rastlanmamistir. Mikroskobik karakterler MEA ile aynidir.

Sekil 7. 6. 6. A. wentii’ nin MEA — 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii
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7. 6. 3. Rose Bengal Streptomycin Agar (RB);

Standart icerikli besiyeri ortamidir. 25 °C’ de 7 giinde koloni ¢ap1 41-42 mm,
spor bol, zeytinimsi kahve, miselyum beyaz, sporlarin gevsek ve siki
paketlenmesinden dolay1 zonasyon olusumu gozlendi. Mikroskobik olarak, konidyofor
duvan piiriizli, vesikiil iki seri fiyalid igermekte ve konidyal basciklar 1sinsal, sporlar

kiireseldir. 37 °C’ de gelisim gozlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 6. 7. A wentii’ nin RB besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik koloni;
B. 25 °C 151k mikroskobu x 400)

a) RB-1;

25 °C’ de 7 giinde koloni 52-53 mm ¢apinda, yani biiylime orant disinda RB ile

arasinda bir fark gozlemlenmedi.

Sekil 7. 6. 8. A. wentii’ nin RB — 1 besiyerindeki 7 giinliik koloni goriiniimii
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b) RB —2;

25 °C’ de 7 glinde koloni ¢ap1 35-37 mm, biiyiime oran1 disinda makroskobik bir
fark gozlenmedi, mikroskobik olarak ise yine tiim 6zellikler RBC ile aynidir.

37 °C’ de gelisim mevcut 7 giinde koloni ¢ap1 12-15 mm, spor orta derecede ve
donuk gri, koloni krater formunda, mikroskobik olarak konidyofor kalinlik
bakimindan diizensiz, piiriizlii, vesikiil kiiresele yakin, fiyalidler tek seri ve normalden

uzun ve seyrek olarak gozlemlendi.

B C

Sekil 7. 6. 9. A. wentii’ nin RB — 2 besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliik
koloni; B. 37 °C’ de 7 giinliik koloni; C. 37 °C ‘de 151k mikroskobu x 400)
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¢) RB-3;

25 °C’ de koloni gelisimi gibi makroskobik ve mikroskobik 6zellikler RB

besiyeri ile ayni, herhangi bir fark gézlemlenmedi.

7. 6. 4. Patates Dekstroz Agar (PDA);

Standart icerikli besiyeri ortamidir. 25 °C’ de 7 giinde koloni ¢apt 55-56 mm,
spor bol, =zeytinimsi kahve, miselyum beyaz, sporlarin siki ve gevsek
paketlenmesinden dolay1 zonasyon mevcut, sulkat ve eksuda yok, mikroskobik olarak,
vesikiil 1sinsal, iki seri fiyalid mevcut, konidyofor piiriizlii ve sporlar kiireseldir. 37

°C’ de gelisim gozlemlenmedi.

A B

Sekil 7. 6. 10. A. wentii’ nin PDA besiyerindeki goriiniimii (A. 25 °C’ de 7 giinliikk
koloni; B. Isik mikroskobu x 400)

a) PDA -1 ve PDA - 2;

PDA ile aralarinda makroskobik ya da mikroskobik bir fark gozlemlenmedi.
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Tablo 7. 6. 1. A. wentii’ nin standart ve igerigi degistirilmis besiyerlerindeki koloni
cap Olctim degerleri (mm)
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Sekil 7. 6. 11. A. wentii’ nin CYA besiyerlerinde 25°C” deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 6. 12. A. wentii’ nin 37°C” deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 6. 13. A. wentii’ nin MEA besiyerlerinde 25°C” deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 6. 14. A. wentii’ nin RB besiyerlerinde 25°C’ deki gelisim dagilimi
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Sekil 7. 6. 15. A. wentii’ nin PDA besiyerlerinde 25°C” deki gelisim dagilimi
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Tablo. 7.7.1. Bulgularin tablo halinde 6zeti

Penicillium Penicillium Penicillium . . . . .
. . N Aspergillus niger Aspergillus terreus Aspergillus wentii
janthinellum chrysogenum aurantiogriseum
37°C'de U
CYA -3 Sporulasyon Negatif | Sporulasyon Negatif | Sporulasyon Negatif Fark Yok Fark Yok meocmo:ﬁ
Sporulasyon Ve Sporulasyon Negatif,
CYA -4 Pigment Olusumu Sporulasyon Negatif | Sporulasyon Negatif Fark Yok Sporulasyon Negatif 37 °C' de Ureme
Negatif Mevcut
37°C'de U
CYA -5 Fark Yok Fark Yok Fark Yok Fark Yok Fark Yok © reme
Mevcut
Pigment Negatif,
PDA -2 Kismi Sporlanma Fark Yok Fark Yok Fark Yok Fark Yok Fark Yok
Bolgeleri Mevcut
Gelisim Fazla, Ciiriik
MEA -1 elisim Fazla, Cirl Gelisim Fazla Gelisim Fazla Gelisim Fazla Gelisim Fazla Gelisim Fazla
Kokusu Mevcut
RB -1 Sporulasyon Ve Sporulasyon Ve Sporulasyon Ve Sporulasyon Ve Sporulasyon Ve Sporulasyon Ve
Geligim Fazla Gelisim Fazla Geligim Fazla Gelisim Fazla Geligim Fazla Geligim Fazla
Gelisim Az Ve 37/ Gelisim Az Ve 37/
RB-2 Gelisim Az °C' de Ureme Gelisim Az Gelisim Az Gelisim Az °C' de Ureme
Mevcut Mevcut
37°C'de U
RB-3 Fark Yok ¢ reme Fark Yok Fark Yok Fark Yok Fark Yok

Mevcut
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8. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada 6 fungus tiirtiniin (P.janthinellum, P. chrysogenum, P.
aurantiogriseum, A. niger, A. wentii, A. terreus) standart ve igerigi degistirilmis
besiyerlerindeki makroskobik ve mikroskobik yapilart incelenmis ve standart besiyeri
ortamlar1 gz Oniine alinarak degerlendirmeleri yapilmustir.

Standart besiyeri ortaminda ayni tiire ait farkli morfolojik goriiniimiin o tiiriin
baska bir varyetesine bagli oldugu bilinmekle beraber, besiyeri ortamlarindaki
farkliligin tiirlerin makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerinde degisiklige neden
olabildikleri teshisle ugrasan tiim bilim adamlari tarafindan bilinmektedir. Tiirlerin
teshislerinde kolaylik saglayacak besiyeri ortamlar1 yarim asirdir arastirilmakta ve hala
bu arastirmalar devam etmektedir (Samson ve Pitt, 2000).

Yapilan bu calismalarin devami niteliginde olan calismamizda inceledigimiz
tiim tiirler ele alindiginda MEA- 1 ve RB — 1’ in gelisim agisindan en uygun besiyeri
ortamlar1 oldugu anlasilmistir. Ozellikle RB — 1 besiyerinde gelisimin yaninda
sporulasyon olusumu da diger RB besiyerlerinden olduk¢a fazla oldugu goriildi.
Bunun nedeni besiyeri i¢ine ilave ettigimiz CC’ dir. CC, CYA besiyerinde
sporulasyon gelisimini tesvik edici bir karisimdir (Klich, 2002). Ozellikle kiif
mantarlarinin laboratuvarlarda iiretilmeleri sirasinda misel formunu baskilayan, spor
olusumunu arttiran kosullarin saglanmasi ile tani kolaylasir ( Mutlu vd., 1999). Bu
nedenle rutin ¢aligmalarda bu besiyeri ortamlar1 kullanilmalidir. Ayrica MEA — 1
besiyerinde P. janthinellum’ da ¢iiriikk kokusu olusumu tespit edilmistir. Koku tiirler
icin tanimlayic1 bir karakter olmamakla beraber teshisi destekleyici bir 6zellik olarak
kullanilabilir (Raper ve Fennell, 1965). Bu durum bize teshis yapilirken ayirt edici bir
kriter saglamaktadir ve bu nedenle de bu besiyerinin bu a¢idan 6nemli oldugunu
sOyleyebiliriz. Her iki besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in daha kapsamli ¢aligmalara
ihtiyac vardir.

P. chrysogenum, P. aurantiogriseum, P. janthinellum’ un CYA — 3 besiyerinde
zayif spor olusturduklar1 gozlemlenmistir. (Sekil 7.1.2, Sekil 7.2.3, Sekil 7.3.3). Bu
tirler CYA besiyerinde kuvvetli spor olusturan tiirlerdir ( Pitt, 2000). CYA — 3

besiyeri hazirlanirken CC — 3 konsantresine ZnSQO, ilave edilmeden hazirlanmstir.
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Zn"? besiyeri ortaminda 6nemli bir eser elementtir ve Smitt tarafindan 1949 yilinda
sporulasyon ve renk sorununun ortadan kalkmasi icin CY A besiyeri hazirlanirken CC’
e ilave edilmesi Onerilmistir. (Klich 2002). Elde ettigimiz bu sonuglarda bunu
desteklemektedir. Buna gore kiiltiir ortamlarina katilan bir eser bilesik olan ZnSO4’lin
inceledigimiz Penicillium tiirleri i¢in sporulasyonda onemli bir madde oldugu
sonucuna varabiliriz. Calismamizda kullandigimiz Aspergillus tiirlerinde sporulasyon
acisindan bu besiyerinin 6nemli bir fark olusturmadigi gozlemlendi. Bu nedenle
Aspergillus ile ilgili rutin ¢aligmalarda bu besiyerinin kullanilmasinin bir sakincasi
yoktur.

Inceledigimiz Penicillium tiirlerinin CYA — 4 besiyerinde spor olusturmadigi,
Aspergillus tiirlerinin ise spor olusumunda azalma oldugu goriiliirken P. janthinellum’
un buna ilave olarak bu besiyerinde pigment olusturmadigi goriilmiistiir (Sekil 7.1.3).
Bu besiyeri hazirlanirken CC - 4 konsantresine CuSO, ilave edilmedi. Cu ™ besiyeri
ortaminda 6nemli bir eser elementtir ve Smitt tarafindan 1949 yilinda CYA besiyeri
hazirlanirken sporulasyon ve renk sorununun ortadan kalkmasi i¢in CC’ e ilave
edilmesi onerilmistir. ( Klich 2002). Dolayisiyla elde ettigimiz bu sonug¢ beklenen bir
durum olmasina ragmen Aspergillus niger bu besiyerinde sporulasyon agisindan gok
fazla etkilenmedigi i¢in bu besiyerinin rutin ¢alismalarda kullanilmasinin bir sakincasi
yoktur. Fakat genel olarak bu besiyeri ortami tiirlerin teshisine uygun bir ortam
degildir. Ciinkii teshis yapilirken spor olusumunun gézlenmemesi istenmeyen bir
durumdur. Pigment olusumunu engelleme mekanizmasi hakkinda daha once bir
calisma yapilmamis olmasina ragmen, Cu " elementinin bu tiir i¢in pigment olusturma
mekanizmasinda rol oynadigini sdyleyebiliriz. Fakat bu mekanizma ile ilgili daha
ayrintili caligmalara ihtiya¢ vardir.

P. janthinellum PDA besiyerinde pigment olustururken PDA — 2 besiyerinde
pigment olusturmadigi gozlemlendi ve normalde PDA besiyerinde spor olusumu
gozlenmeyen bu tir icin PDA — 2 besiyerinde kismi sporlanma boélgeleri tespit
edilmigtir (Sekil 7.1.13). Besiyeri bilesimine katilan % 0.1 oraninda KH,PO,’ iin P.
janthinellum’ un pigmentasyonu ile ilgili fizyolojik reaksiyonlari engelledigini
sOyleyebiliriz. Buna ilave olarak bu tiiriin spor olusturmasinda pozitif etkisi oldugu

saptanmistir. Bu maddenin degisik konsantrasyonlarinin fungal fizyoloji iizerine etkisi
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daha detayli aragtirmalar gerektirmektedir. Bu sekilde spor olusturmadigl igin
teshislerinde giicliik ¢ekilen diger tiirler i¢cin uygun bir ortam elde edilebilir.

37 °C’ de RB besiyerinde iiremesi gézlenmeyen P. chrysogenum’ un RB — 2 ve
RB — 3 besiyerlerinde gelisimi gozlemlenmistir. Bu durumda bu besiyerlerine ilave
edilen % 0.005 ZnSOy4 ve glukoz 37 °C’ de gelisim ile ilgili fizyolojik reaksiyonlari
tetiklemis olabilir. Bu sonugla ilgili daha detayli fizyolojik ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Elde ettigimiz tiim bu sonuglara ilave olarak A. wentii CYA 37 °C’ de gelisim
gostermeyen bir tiirdiir (Klich, 2002). Ayrica yapmis oldugumuz standart RB ve CYA
besiyerlerinde de 37 °C’ de tiremesi gozlenmemistir. Fakat CYA — 3, CYA — 4, CYA
— 5 ve RB — 2 besiyerlerinde mikro koloni seklinde gelisimi goriilmistiir ( Sekil 7.6.2.,
Sekil 7.6.3. B, Sekil 7.6.4. C, Sekil 7.6.9. B.) . Ozellikle CYA — 5 besiyerinde ikiye
catallanmig vesikiil yapisinin bu tiiriin teshisi yapilirken dnemli bir mikroskobik fark
oldugu sdylenebilir. A. wentii i¢in bulunan bu sonug ile ilgili daha detayli fizyolojik
arastirmalara gerek duymakla beraber bu besiyerlerinin bu agidan 6nemli oldugunu
sOyleyebiliriz.

Modern Penicillium smiflandirmast morfoloji, fizyoloji (6zellikle koloni capi),
metabolit iiretimi ve molekiiler ¢alismalar1 kapsamaktadir. Ayn1 zamanda geleneksel
teknikler hala smiflandirmay1 c¢ok belirleyicidir, bunlar petri kiiltiir kaplarinin ve
mikroskobisinin incelenmesidir (Pitt, 2000). Bu nedenle de besiyerleri tiirlerin
teshisinde son derece biilylik neme sahiptir.

Besiyerlerindeki degisikliklere funguslarin farkli tepkiler verdigi ve bu tepkilerin
morfolojik olarak ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Okuda ve arkadaslari, Penicillium ve
Aspergillus® da inkiibasyon ve besiyeri ortamlarindaki farkliigin morfolojik
karakterler iizerine olan etkilerini aragtirmiglardir. Calismalarinda besiyeri kalinliginin,
inkiibasyon kosullarinin, besiyeri degisikliginin tiirler iizerinde morfolojik olarak
onemli etkiye sahip oldugu sonucuna varmislardir ( Samson ve Pitt, 2000).

Yaptigimiz calismada, elde ettigimiz morfolojik farkliklar simdiye kadar bu
konuyla ilgili yapilan ¢aligmalar1 destekler niteliktedir. Bu c¢aligmalarda elde edilen
sonuclara ilave olarak 37 °C’ de iiremesi gozlenmeyen tiirlerde goriilen gelisim, elde
ettigimiz besiyerlerini bu a¢idan énemli kilmaktadir. Ciinkii fungus teshisinde sicaklik

hem Aspergillus hem de Penicillium teshis anahtarlarinda, tiirlerin ayriminda 6nemli

114



bir kriterdir. Bu nedenle 6neme sahip olan bu besiyerleri ile ilgili daha fazla ¢alisma
ile ayrintili bilgi elde edilebilir.
Bu bulgularin daha detayh aragtirmalar ile Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin

teshisinde yararlanilan bilgilere ilave bilgiler olabilecegini dnermekteyiz.
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