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HIiDROFOBIN PROTEINI URETICi CLADOSPORIUM TURLERININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
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Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Serkan ORTUCU

Hidrofobinler filament6z funguslarda iretilen kiigiik molekiiler agirliga sahip amfipatik
proteinlerdir. Bu proteinler igerdikleri korunmus sisteinler arasinda olusan disiilfit baglar1 sayesinde
oldukga kararli bir yapidadirlar ve bu yapilarindan dolayi yiizey modifikasyonlari, doku miihendisligi ve
ilag tasima sistemleri gibi bir¢ok farkli alanda kullanilma potansiyelleri vardir. Bu tez ¢alismasinda,
kiiltiir ortaminda stiperhidrofobik 6zellik gosteren fungus izolatlarinin hidrofobisitesinden sorumlu olan
hidrofobin proteinlerinin belirlenmesi, saflastirilmasi ve hidrofobin {iretici tiirlerinin molekiiler
karakterizasyonunun gerceklestirilmesi ile yeni hidrofobin iiretici tiirlerin ve yeni hidrofobin
proteinlerinin literatiire kazandirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, topraktan izole edilmis filamentoz
fungus izolatlari PDA’da bir hafta gelistirildikten sonra suyun degme agisi Ol¢limiiyle yiizey
hidrofobisiteleri belirlendi. Elde edilen degme agilarina gore derecelendirilip, en yiiksek hidrofobisiteye
sahip bes farkli fungus klasik yontemlerle Cladosporium olarak tanilandi. Ardindan bu izolatlarin
sporlari, hidrofobin eldesi igin Onerilen asetonitril-TFA ve %60°lik etanol ¢o6zeltileri i¢inde ekstrakte
edildi. Son olarak, ITS ve DID2 gen bolgelerine gore Cladosporium tiirlerinin  molekiiler
karakterizasyonu gerceklestirildi. Sonug¢ olarak, en yiiksek degme agisina sahip A5 izolati, C.

macrocarpum olarak tanilandi ve yaklasik 8kDa’luk hidrofobin proteinine sahip oldugu belirlendi.

2019, 54 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Cladosporium spp., Hidrofobin, Molekiiler Karakterizasyon,

Siiper-Hidrofobik Yiizey



ABSTRACT

MS. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CLADOSPORIUM SPECIES
PRODUCING HYDROPHOBINS

BUSRA ALBAYRAK

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor:  Assist. Prof. Dr. Serkan ORTUCU

Hydrophobins are amphipathic proteins with small molecular weight produced in filamentous
fungi. These proteins are highly stable due to the disulfide bonds formed between the protected cysteines
they contain and have the potential to be used in many different fields such as surface modifications,
tissue engineering, and drug transport systems. In this study, it was aimed to determine the hydrophobin
proteins responsible for the hydrophobicity of the superhydrophobic fungus isolates in the culture
medium and to carry out the molecular characterization of the hydrophobin producer species and to
introduce new hydrophobin producing species and new hydrophobin proteins. For this purpose, isolates
from soil were incubated for one week in PDA and surface hydrophobicity was determined by measuring
the water contact angle. Five different fungi with the highest hydrophobicity were classified as
Cladosporium by classical methods. The spores of these isolates were then extracted in acetonitrile-TFA
and 60% ethanol solutions recommended for obtaining hydrophobins. Finally, molecular characterization
of Cladosporium species was performed according to ITS and D1D2 gene regions. As a result, the A5
isolate with the highest contact angle was identified as C. macrocarpum and it was determined to have a
hydrophobin protein of about 8kDa.

2019, 54 pages

Keywords: Cladosporium spp., Hydrophobin, Molecular Characterization, Super-
Hydrophobic Surface
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1. GIRIS

1.1. Hidrofobinler

Hidrofobinler kiigiik molekiiler kiitleli, filamentdz yapidaki funguslarda iiretilen
ve ylizey aktif 6zellikte proteinlerdir (Bayry et al. 2012). Hidrofobinler fungal aleme
ozgiidiirler ve Askomiset, Bazidiomiset’lerde bulunurlar (Wosten 2001). ilk kez,
1990’larin baslarinda Shizophyllum commune’den, Wessels ve arkadaslari tarafindan
izole edilmistir (Wessels et al. 1991). Bu nedenle S. commune hidrofobinleri (Scl, Sc2,
Sc3, Sc4, Sc5 ve Sc6) lizerine daha ¢ok ve kapsamli ¢aligmalar yapilmistir (Devries et
al. 1993veWosten et al. 1999). S. commune’iin yan1 sira, Agaricus bisporus, Pleurotus
ostreatus, Dictoynema glabratum vb. Bazidomiset’lere dahil funguslarla da ¢alisilmistr.
Askomiset’lerden en cok Trichoderma cinsi tizerine galisilmis olsa da Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Neurospora cinslerine ait bazi hidrofobinler de karakterize
edilmistir. Interpro veri tabanina gore, 428 Askomiset ve 1250 Bazidomiset olmak iizere

toplamda 1678 hidrofobin proteini verisi bulunmaktadir (Kulkarni et al. 2017).

Tamamlanan fungal genom analizlerine gore, birgok tiiriin 2 ile 7 hidrofobin tiyesi
icerdigi tespit edilmistir. Ancak, Coprinus cinereus mantart 23 tane hidrofobin proteini
kodlayan gene sahiptir. Diger sapkali mantar tiirleri i¢in de bu hidrofobin sayisinin tipik
oldugu séylenmistir (Sunde et al. 2008).

1.1.1. Hidrofobinlerin Yapisi

Hidrofobinler 70-350 araliginda aminoasit dizisine sahip, amfipatik kiiciik
proteinlerdir (Wosten and Scholtmeijer 2015). Karakteristik olarak sekiz korunmus
sistein aminoasidi igerirler ve bu sisteinler arasinda (C1-C6, C2-C5, C3-C4 ve C7-C8)
dort distilfit bagi olustururlar. Sisteinler disinda, ¢ok az aminoasit dizi benzerliklerine
ragmen, hidrofobin proteinleri benzer hidrofobisite gosterirler (Sunde et al. 2008). Sekiz
sistein aminoasidi arasindaki disiilfit baglar1 hidrofobinlerin kararli yap1 olusturmasinda
onemli rol oynarlar. Hidrofobinler, 6zellikle, ¢6ziinmiis durumdaki hidrofobinlerin

kararliliklarin1 korumada 6nemlidirler (Wosten and Scholtmeijer 2015).
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Hidrofobinler 6ztoplanma yapabilirler ve amfipatik ozelliklerinden dolay1
hidrofilik-hidrofobik arayiizeylerde tek katmanli tabaka olustururlar (Bayry et al. 2012).
Ornegin; su-hava, su-yag, su-hidrofobik kati gibi hidrofilik-hidrofobik arayiizlerde
Oztoplanma yaparlar (Wosten and Scholtmeijer 2015). Hidrofobinler bu yeteneklerinden
dolay1 yiizey kaplamalari, biyosensorler, kendi kendini temizleyen yiizeyler gibi bir¢ok

endiistriyel uygulamada kilit rol oynarlar (Kulkarni et al. 2017).
1.1.2. Hidrofobinlerin Simflandirilmasi

Hidrofobinler tek katman olusturabilmeleri, hidropati Gzellikleri ve
¢ozlinirliikleri temel alinarak iki sinifa, Sinif [ ve Siif I, ayrilirlar (Bayry et al. 2012).
Askomiset’ler hem Sinif [ hem de Siif II’ye ait hidrofobin proteinlerini ifade ederler;
Bazidomiset’ler ise sadece Sinif I hidrofobinleri tiretirler (Kulkarni et al. 2017). Sinif I
hidrofobinler organik ¢oziiciilerde ve % 2 SDS’te ¢oziinmezler, sadece formik asit ve
TFA da c¢oOziniirler; ayrica tek katmanli yapr (rodlet ya da amiloid benzeri)
olusturabilirler (Wessels et al. 1991; Devries et al. 1993). Smif I’in tersine, Simf II
hidrofobinler % 60 etanolde, % 2 SDS ¢o6zeltisinde ¢oziinebilirler ve amiloid benzeri

yapi olusturamazlar (Wosten and de VVocht 2000).

/‘ .)‘ ‘
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EAS-Neurospora crassa DewA-Aspergillus nidulas HFBII-Trichoderma reesei

Sekil 1.1. Ug boyutlu yapisi ortaya konmus hidrofobin proteinlerinden bazilar1.
Sirasiyla; EAS (Neurospora crassa) ve DewA (Aspergillus nidulas) sinif I hidrofobinler
ve HFBII (Trichoderma ressei) sinif I hidrofobini (www.rcsb.org)

Hidrofobin smiflar1 sekiz sistein dizisine sahip olmalar1 ve ayni sisteinler
arasinda distilfit baglar1 olusturmalariyla benziyor olsalar da sistein dizileri arasinda
farkli uzunlukta aminoasit dizileri igerirler (Cizelge 1.1) (Mgbeahuruike et al. 2013).

Ancak, her iki smif da iki kisimdan olusur ve 1-4 sisteinleri arasindaki bolge birinci


http://www.rcsb.org/
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kisimi ve 5-8 sisteinleri de ikinci kismi olustururlar. Bu iki kisim siniflarin hidropati
kaliplarin1 ifade ederler (Wosten and de Vocht 2000). Bununla birlikte, her iki
hidrofobin sinifinda yiiklii aminoasitler bir tarafta yiiklii olmayan aminoasitler diger
tarafta olacak sekilde konumlanmislardir ve bu hidrofobinlerin amfipatik yapisini

olusturmustur (Kwan et al. 2006; Morris et al. 2013; Ren et al. 2013).

Cizelge 1.1. Hidrofobin smiflarina gére korunmus sisteinler arasindaki amino asit
farkliliklar

Simif Korunmus Sistein Dizileri Arasinda Kalan Amino Asit
Sayilarn

C1-C2 C3-C4 C4-C5 C5-C6 C7-C8
Simif I 6 26-33 12-13 6 13
(Basidomiset)
Smf I 6-7 26-39 18-21 6-8 15-17
(Askomiset)
Simif 11 9-10 11 15-16 2-7 10

Sinif I hidrofobinlerden EAS (Neurospora crassa), DewA (Aspergillus nidulas),
MPGI (Magnaporthe grisea), HYD1 (S.commune) RodA (A. fumigatus), ve smf II
hidrofobinlerden HFBI, HFBII (Trichoderma ressei), NC2 (N. crassa)’nin ii¢ boyutlu
yapilart ¢oziimlenmistir (Sekil 1.1) (www.rcsb.org). Hidrofobin siniflarinin her ikisi de
disiilfit baglarinin varligindan dolay1 dort B-tabaka ¢ekirdek yapisina sahiptirler (Sekil
1.2). Smif II hidrofobinleri L1 ve L3 olmak iizere iki kisa ilmek igerirler; L2 ilmeginde
ise a-sarmal yapist bulunur (Sekil 1.2). Sinif I hidrofobinleri hem ilmeklerin uzunlugu
ve vyapisi bakimindan farklilik gosterirler hem de [-tabaka igerigi sif II
hidrofobinlerine gére fazladir (Kwan et al. 2006). Ornegin; C3-C4 arasindaki ilmek
(L1) Sc3 hidrofobinin hidrofobik yiizeylere baglanmasinda ve tek katmanli yapi
olusturmasinda 6nemliyken, EAS proteini ¢calismalar1 C7-C8 arasindaki ilmeginin (L3)

kritik oldugunu gostermistir (Bayry et al. 2012).
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Sekil 1.2. Smif I (a,b) ve smf II (c) hidrofobinlerin ii¢ boyulu yapilarinin sematik
gosterimi (Wosten and Scholtmeijer 2015)

Primer diziye ait homoloji ¢alismalarina gore benzer rolleri yerine getiren
hidrofobinler tiirler arasinda birbiriyle benzerlik sergilerler, ancak dizi farkliliklari,
biiyiikliik ve kimyasal 6zelliklerini etkiler (Wosten 2001; Scholtmeijer et al. 2004). Her
iki hidrofobin siifinin primer dizisi tek bir polipeptit zincirinden olusur fakat katlanma
mekanizmalart Dbirbirinden farklidir, a-sarmal ve p-tabakalarin bulunma oranlari
hidrofobin sinifina ve proteinin lokasyonuna gore degisir (Wosten 2001). Ornegin; su-
hava arayiizinde simif I hidrofobinlerin B-tabaka varhiginda artis goriliirken, su-
hidrofobik kati arasindaki arayiizde o-sarmal yapisinda artis saptanmistir. o-sarmal
yapist i¢in proteinlerin kendiliginden diizenlenmesi saniyeler igerisinde olusurken, [3-
tabaka olusumu daha uzun siirmektedir ve bu yap1 proteinin en kararli halini olusturur.
Diger yandan, hidrofobin smiflari karsilagtirildiginda sinif IT hidrofobinlerde su-hava
arayiiziinde 6ztoplanma sirasinda konformasyonel bir degisiklige raslanmamis ve rodlet

yap1 olusturamamasi buna baglanmistir (Meister et al. 2016).
1.1.3. Funguslarda Hidrofobinlerin Fonksiyonlari

Filament6z funguslar hif adi verilen dalli yap1 olusturarak ve bu yapilarin ug
kisimlarinda spor iceren yapilar iireterek biiyiirler. Makroskobik tiirlerde ise sporokorp
olusturmak icin hifler bir araya gelirler. Hiflerin ve sporokarplarin dis ylizeylerini
kaplayan (Sekil 1.3) hidrofobinler dogal surfektant Ozelliktedirler ve biiyiimeye
yardimer olarak yiizey gerilimini distriirler. Bu sebeple, hidrofobinler su-hava
arayiiziinde funguslarin havai hif yapilarimi ve sporokarp olusturmalarima olanak

saglarlar. Aymi sekilde amfipatik olan hidrofobinlerle kapli sporlar da hidrofobik
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ylizeylere sahip olup havada kolayca yayilabilirler ve su direnci olustururlar (Sekil 1.3.)

(de Vries et al. 1999; Sunde et al. 2008).
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Sekil 1.3. Filamentoz funguslarin gelisim ve biiyiime siire¢lerinde hidrofobinlerin gorev
semasi. (A) hiflerin dis ylizeyini kaplayan hidrofobinler, (B) sporokarp yapilarinda
bulunan hidrofobinler, (C) sporlarin dis yilizeyindeki hidrofobinler.

Fungus yiizeylerini kaplayan hidrofobinler ylizeylerinin hidrofobik olmasini
saglarlar. Hidrofobinlerin varligiyla hidrofobik olan yiizeyleri sayesinde, funguslar
bircok baska fonksiyonu da gergeklestirebilirler. Bunlarin ilki, hidrofobin tabakalar
hidrofobik yiizeylere yapismayi ve tutunmay1 kolaylastirir (Wang et al. 2010). Ozellikle
patojen konak iliskisinde ve simbiyoz yasamda iki canlinin etkilesimi i¢in gereklidir
(Wésten 2001). Ornegin; bdcek patojeni olan Beauveria bassiana sporlar: ile bocek
kitin tabakasi arasindaki hidrofobik etkilesimi hidrofobinlerle saglanir (Zhang et al.
2011). Buna benzer olarak, bitki patojeni Magnaporhte grisea’da iiretilen Mpgl
hidrofobini fungusun bitki ile etkilesimini saglayan appresorium olusumunda gorevli
oldugu séylenmistir. MPG1 geninin susturulmasiyla appresorium olusumunda azalma
goriilmiis, suyla kolayca etkilesebilir hale gelmis ve patojen 6zelligi azalmistir (Talbot
et al. 1996). Ikinci olarak, hidrofobinler suyun niifuz etmesini engellerler fakat hava
kanallariyla gaz gegisine izin verirler ve hiicrelerin dayanikliligin1 artirirken
yasamlarinin devam etmesinde rol oynarlar (de Vries et al. 1999; Sunde et al. 2008).
Hidrofobinlerin yiizey aktivitelerinden dolayr yukarida da bahsedildigi gibi havai
hiflerin gelisimi, spor yayilimini kolaylastirir ve sporokarplari 1slanmaya ve kurumaya
kars1 korurlar (Khalesi et al. 2015). S. commune’e ait Sc3 hidrofobin ekspresyonu az

oldugunda havai hiflerin olusmayacag1 ve benzer olarak Scl, Sc4 hidrofobinlerinin de
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az miktarda olmas1 durumunda sporokarp tiretilmeyecegi bildirilmistir (Wessels et al.
1991). Bazi monomer yapidaki hidrofobinler toksik O6zellik gosterebilirler, siif II
hidrofobini cerato-ulmin buna 6rnektir (Wésten 2001). Diger bir hidrofobin fonksiyonu
ise sporlarin yilizeyindeki tek katmanli hidrofobinlerin immiin sisteminden gizlenmede
kritik rol oynamalaridir. Hidrofobin tabakasi immiin hiicreleri tarafindan patojen olarak
algilanmay1 engeller ve konak immiin sistemi hiicrelerini aktiflestirmez. A. fumigatus
hidrofobini RodA, nétrofil hiicrelerinden salgilanan maddelerin patojen membrani
par¢alanmasi ve niikleer DNA’y1 aciga cikmasi olan NETosis’e ve makrofajlarca
Oldirilmeye karsi fungusa direng kazandirir (Bayry et al. 2012). Sonug¢ olarak,
hidrofobinler fungus hayat dongiisii siirecinde farkli asamalarda ve bolimlerde ifade

edilirler ve iiretilen hidrofobin agisindan da degisiklik gosterirler (Khalesi et al. 2015).

1.1.4. Cladosporium Hidrofobinleri

Cladosporium, Askomiset subesine ait 500°den fazla tiire sahip bir cinsidir.
Cladosporium tiirleri deri esyalarda, odunsu iiriinlerde, bitki yaprak yiizeylerinde ve
atiklarinda ve cesitli toprak tiirlerinde bulunurlar. Ag¢ik ve kapali ortamlarda c¢okca
rastlanirlar. Bu sebeple yiyecek kontaminasyonlarina ve laboratuvarda da kiiltiir

kontaminasyonuna sebep olabilirler (Bensch 2012).

Cladosporium kolonileri kadifemsi ve tozlu bir goriiniimdedir; renkleri yesil ve
kahverengi arasinda degisebilir. Kati kiiltiir iginde ters gortntiileri kuyu kahve veya
siyahtir. Mikroskobik morfolojilerinde, konidioforlar koyu renkte pigmentlere
sahiptirler ve aga¢ benzeri dallanma yaparlar. Ayrica, bélmeli, koyu renkli ve yukari
dogru dik hifler olustururlar. Spor yapisina gelince, kiire, oval veya limon benzeri

olabilirler ve uzun dallanmis zincir haldedirler (Bensch 2012).

Cladosporium’lar genellikle insan patojeni olmazlar fakat havada fazlaca
bulunmalari, kolayca sporlanma ve yayilabilme 6zelliklerinden dolay1 bazi tiirlerinin
(6rnegin; C. herbarum, C. cladosporioides) 6zellikle solunum ve deri alerjilerine neden
olduklar1 goriilmistiir (Sharpe et al. 2015veRick et al. 2016). Diger yandan, klinik
calismalar Cladosporium tiirlerinin yogun olarak solunum yollarinda bulundugu ve azol

gibi antifungal ilaglara kars1 direng gosterdikleri agiga ¢ikarilmistir (Sandoval-Denis et
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al. 2015). Cladosporium tiirleri insan patojeni olarak diisiiniilmese de Cladosporium
cinsiyle iligkili alerjilerde etkili proteinleri vardir ve bununla ilgili olarak C.
sphaerospermum tiiriine ait Cla h HCh1l ve C. herbarum tiirtinden HCh1 (10,5 kDa)
hidrofobinlerinin bu proteinlerden oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Weichel et al. 2003; Yew
et al. 2016).

Cladosporium’lar yasam dongiilerinin farkli agamalarinda iiretilen hidrofobin
proteinleri igerirler (Whiteford et al. 2004; Lacroix et al. 2008); ancak, Cladosporium
hidrofobini ¢aligmalari domates yaprak patojeni olan C. fulvum iizerine yogunlagmistir.
C. fulvum HCf-1, 2, 3, 4, 5, 6 olmak tizere alt1 hidrofobin icerir ve bu hidrofobinlerden
HCf-1, 2, 3, 4 simif I, HCf-5,6 sinif II hidrofobinlere aittirler (Spanu 1997; Segers et al.
1999; Nielsen et al. 2001). 83 aminoasitten olusan ve 8 kDa biiyiikliigiinde olan HCf-1
hidrofobini, C. fulvum’un yasam dongiisiiniin her asamasinda iiretilir; karbon ve nitrojen
eksikliginden etkilenmez, konidianin su ile yayiliminda ve fungusun su tutmasim
engellemede gorev alir (Spanu 1997; Whiteford and Spanu 2001). HCf-1, 3, 6
hidrofobinleri bitkiyi enfekte etme sirasinda iiretilirler (Lacroix et al. 2008; Lacroix and
Spanu 2009), HCf-6 adezyonu saglamada gorevli olan proteinlerden biridir (Whiteford
et al. 2004). HCf-5 fungusun gelisimi sirasinda geng¢ havai hiflerde bulunurken HCf-4
agar icinde biiyiiyen hiflerde bulunur (Lacroix et al. 2008). Diger yandan nitrojen
eksikliginde, HCf-4, 5 hidrofobin iiretimleri indiiklenir (Segers et al. 1999).

1.2. Hidrofobinlerin Biyoteknolojik Uygulamalar:

Hidrofobinler funguslarda misellerin ve sporlarin yiizeylerinde bulurlar, yasam
dongiilerinin farkli asamalarinda iretilirler; patojenitede, hidfobisite olusturmada ve
funguslara dayaniklilik kazandirmada gorev alirlar. Hidrofobinler 6ztoplanma
yapabilme, giiclii asitlerde c¢Oziinebilme, yiizey Ozelliklerini  degistirebilme
Ozelliklerinden ve surfektant olmalarindan dolay1 birgok biyoteknolojik uygulamada
umut vaat eden kiiciik boyutlu amfipatik proteinlerdir (Piscitelli et al. 2017). Ilaclarin
biyoyararlanimi, ylizey modifikasyonlari, hidrofobik materyallerin sulu ¢ozeltilerde
dagitilmasi, tiretim proseslerinde kopilik olusumunun engellenmesi, biyosensorler,
rekombinant proteinlerin saflagtirma basamaklarinda ve kendi kendini temizleyen

materyallerin {iretimi gibi alanlar hidrofobinlerin en gilincel uygulamalar1 olarak

listelenebilir (Kulkarni et al. 2017).
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1.2.1. Tedavi ve fla¢c Gonderimi

Hidrofobinler, nanopartikiil olusturmak ve stabilize etmek igin basit ve tiire 6zgii
alternatiftirler (Wosten and Scholtmeijer 2015). Amfipatik 6zelliklerinden dolay1
damardan, agizdan veya bolgesel verilecek, ayni zamanda suda ¢dziinmeyen ilaglarin
formulasyonuna eklenebilirler. Ornegin; Sc3 hidrofobini, hidrofobik cyclosporine A ve
nifedipine ilaglarinin siispansiyonlarina eklendiklerinde biyoyararlanimlar1 6 kata kadar
arttirillmistir (Akanbi et al. 2010). Bolgesel ilag gonderimi i¢in ilag nanopartikiillerini
dogrudan kaplamak yerine ilag yiiklenmis porlu silikon ya da seliiloz tabakalarinin
ylizey stabilitesini saglamak ve biyouyumlulugunu artirmak amaciyla kullanilabilirler
(Valo et al. 2010; Bimbo et al. 2011). Dahasi, lipidler yerine HFBI proteiniyle ¢ift
tabakali zar veya hem dayanikli hem de stabil vezikiil iiretmek amaciyla ve
hidrofobinlerin bu amag igin islevsel oldugu gosterilerek yapay membran iiretiminde

kullanilmasi konusunda adimlar atilmistir (Hahl et al. 2017).

Sc3 hidrofobini, farelerle yapilan sarkoma ve melanoma kanser modellerinde
giiclii bir anti-tiimor etkiye sahiptir (Akanbi et al. 2013). Sc3 kullanimi toksik etki
gostermeden bagisiklik cevabini uyarmis ve boylece hidrofobinlerin kemoterapi ve
radyasyonla beraber adjuvan olarak faydali olabildigi veya hidrofobik anti-kanser
ilaglarinin formiiliine eklenebildigi gosterilmistir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerine
spesifik hedefleme yapmak i¢in genetik miihendisligiyle hidrofobin igceren molekiiller
tiretilebilir oldugu vurgulanmigtir (Wosten and Scholtmeijer 2015). Transferrin ve
HFBI, HFBII, HFBIV proteinleri kullanilarak iretilen flizyon {riinleriyle silikon
nanopartikiilleri kaplanarak in vitro olarak MDA-MB-231 hiicre hattinda etkinligi
denediginde etkili bir bigimde hiicre icine Tf reseptor araciligiyla yonlendirilerek

hiicrenin bu partikiilii aldig1 belirlenmistir (Reuter et al. 2017).

1.2.2. Cift-faz Sistemlerde Saflastirma icin Hidrofobinler

Hidrofobinler rekombinant protein saflastirmasinda sulu ¢ift-faz sistemlerde
fiizyon etiketi olarak kullanilabilirler. Bu yaklasimla, seliiloz endoglukanaz I (EGI) ve
seliiloz baglanma bolgesi olan cellobinhidrolaz 1 ve 2 (CBHI-II) saflastirilmasi igin

HFBI hidrofobini flizyon etiketi olarak kullanilmustir (Linder et al. 2004). Diger
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yandan, hidrofobinlerin fiizyon etiketi olarak kullanilmasiyla proteinbadileri olusturarak
rekombinant protein birikmesini artirdifi ve proteinbadiler hedeflenerek saflagtirma

yapilabilirligi gosterilmistir (Joensuu et al. 2010; Mustalahti et al. 2013).

1.2.3. Emiilgator ve Koruyucu Olarak Hidrofobinler

Hidrofobinlerin oldukg¢a kararli emdiilsiyerler olusturma yetenegi, ozellikle
farmasotik uygulamalarda stabil preparatlarin hazirlanmasinda énemlidir (Linder et al.
2005; Kirkland and Keyhani 2011). Emiilgator olarak yiyeceklerde, ilag endiistrisinde

ve temizlik malzemelerinde kullanilabilirler (Linder et al. 2005).

Diger taraftan, hidrofobinler emiilsiyon stabilize eden ajanlarla
birlestirildiklerinde aylarca stabil kalabilen homojen karisimlar elde edilebilmis, dahasi
kopiik stabilizasyonunu artirmuslardir (Wosten and Scholtmeijer 2015). Ornegin;
HFBII, hva proteinlerini diger proteinlere gore daha iyi stabilize eder ve neredeyse 2,5
yila kadar hi¢ kayip olmadan kopiikleri stabil tutabilmistir (Cox et al. 2009; Blijdenstein
et al. 2010).

1.2.4. Yiizey Modifikasyonlari

Hidrofobinler icerdikleri yapiy1 stabilize eden disiilfit baglar1 nedeniyle son
derece kararli yapidadirlar ve bilinen en iyi yiizey aktif proteinlerdir (Cooper and
Kennedy 2010). Saniyeler i¢inde 6ztoplanma yapabilen hidrofobinler suda ¢6ziinmeme
ozellikleri ve amfipatik yapilariyla hidrofilik yiizeyleri hidrofobik yapabilir, hidrofobik
yiizeyleri ise hidrofiliklestirebilirler. Ozellikle; smf 1 hidrofobinlerin suda
coziinmemeleri, kaynayan SDS c¢ozeltisine direngleri ve TFA gibi giiclii ¢oziiciilerde
¢oziinmeleri onlar1 ylizey modifikasyonlar: igin 6nemli adaylar yapar (Scholtmeijer et
al. 2004). Yiizey aktif olmalariin sadece sahip olduklar1 aminoasit dizisinden gelmesi
ve kiiciik proteinler olmalar1 hem genetik modifikasyonlarla istenilen 6zelligin kolayca
kazandirilabilmesine hem de ylizeyin nanometre diizeyinde degistirilebilmesine olanak
saglar. Ayrica sitotoksik olmadiklari i¢in implant yiizeylerinde doku adezyonunu artiran
ve aynit zamanda biyouyumlu implantlar elde edilebilmistir (Janssen et al. 2004,
Scholtmeijer et al. 2004).
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Yukarida bahsedilen o6zelliklerinden dolay1 hidrofobin proteinleri yliizeye
adsorbe olduktan sonra konformasyonel degisim gostermeye yatkin degildirler ve yiizey
uygulamalarinda tercih sebebidirler. Bir substrata veya ylizeye proteinlerin
adezyonunun sicaklik, iyonik giic ve tampon bilesimiyle kontrol edilebilecegi cesitli
calismalarla gosterilmistir (Linder et al. 2005; Rabe et al. 2011). Ek olarak
hidrofobinler, yiizey modifikasyonlar1 (Janssen et al. 2002; Qin et al. 2007) ve protein

immobilizasyonu saglayan yiizey kaplamalar i¢in 6nerilmistir (Kisko et al. 2008).

90’11 yillarda lotus bitkisinin 140° derecenin iizerinde temas agisina sahip su
tutmayan hidrofobik yaprak yiizeylerinin kesfinden bu yana siiper-hidrofobik yiizeylere
odaklanilmaya baslanmistir. Temas agis1 10°’nin altinda olan yiizeyler siiper-hidrofilik
ve 150°nin tizerinde olan yiizeyler siiper-hidrofobik olarak kabul edilmistir (Starov et
al. 2007). Yiiksek temas agilarina sahip yiizeylerin hidrofobisitenin sonucu olarak
ylizeye tutunamayan su damlaciginin yer ¢ekimi kuvveti ile akisi ve yilizeyde bulunan
toz patikiillerinin de beraberinde giderilmesine neden olan bu olay kendi kendine
temizleme olarak adlandirilmaktadir (Neinhuis and Barthlott 1997; Wagner et al. 2003).
Hidrofobinlerin yilizey 6zelliklerini degistirebilme yetenekleri sayesinde kirlenmeyen ve
mikroorganizmalarin tutunmasini 6nleyen hidrofobik yiizeyler elde edilmistir (Hektor
and Scholtmeijer 2005; Rieder et al. 2011). Bu 6zellikler yiizeyin 1slanabilirliginin bir
Olgiitiidiir ve ylizeye adsorbe olan hidrofobin miktarindan ve tabaka kalinligindan

etkilenmistir (Gruner et al. 2012).
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. Monomer haldeki hidrofobin Q Su damlasimin yizeyle yaptidi aci

Sekil 1.4. Hidrofobinler hidrofilik yiizeylerde 6ztoplanma yaparak yiizey ozelligini
hidrofobiklestirme yetisine sahiptirler. Yiizey hidrofobikligi sekilde gosterildigi gibi su
damlasinin ylizeyle yaptigi temas agisina gore belirlenir.
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Ince metal filmler olusturmak icin sol-jel gibi yiiksek sicaklik ve pahali
ekipmanlar gerektiren yontemlere alternatif olarak sulu depolama yodntemi ile birlikte
Oztoplanma yapabilen molekiiller 6nerilir. Hidrofobinler 6ztoplanma yapabilme ve sivi-
sivi, kati-sivi ara yiizlerinde tek katmanli tabaka olusturabilme 6zelliklerinden dolay1
ince film olusturmada 6nemli adaydirlar (Sekil 1.4). DewA hidrofobiniyle yapilan
silikon kaplama degerlendirildiginde 90°°C ye kadar dayanikli oldugu ve suyun degme
acisinin kaplama sonrasinda 0°’dan 67°’ye yiikseldigi belirlenmistir (Santhiya et al.
2010). Bunun disinda, Vmh2 ve Pac3 hidrofobinleri kullanilarak yapilan kaplamalarin
Staphylococcus epidermis tiiriiniin farkli suslarinin yiizeye adezyonunu ve biyofilm

olusumunu engelledigi tespit edilmistir (Artini et al. 2017).

1.2.4.1. Protein immobilizasyonu

Hidrofobinler geleneksel yiizey modifikasyonlar1 i¢in kovalent olmayan bir
alternatif sunmalariyla proteinlerin  yilizeylere adsorbe olmalarini saglamada
kullanilabilirler (Zhang et al. 2011). MALDI plakalarin Vmh2 hidrofobiniyle
kaplayarak denatiire edicilerin ve tuzlarin varliginda protein karisimlarinin daha etkili
baglanmasiyla sonucglanmasi (Longobardi et al. 2014) 6rnek olarak verilebilir. Ayrica,
biyosensorlerde protein immobilizasyonu PET iizerine HFB4, HFB7 (Trichoderma
spp.) ve RolA (A. oryzae) kaplamalarina kiitinaz enzimininin adsorbasyonu
tamimlanmistir (Takahashi et al. 2005; Espino-Rammer et al. 2013). Benzer sekilde,
Vmh2 hidrofobini ile pestisit tespit edebilmek i¢in GST enziminin yiizeye
immobilizasyonu gergeklestirilmistir (Piscitelli et al. 2017). Polistiren ¢oklu kuyulu-
plaklar hidrofobinlerle kaplanarak tiretilen ELISA sistemlerinde maya feromonlarinin az
miktarlarin1 dahi saptayabilir biyosensorler elde edilmistir (Gross et al. 2011). Enzim ve
proteinlerin yani sira, quantum dots, grafen oksit ve kadmiyum telliir gibi
nanopartikiillerin biyosensorlerde kullanilmak t{izere ylizeye sabitlenmesi Vmh2

kaplama ile basarili olmustur (Gravagnuolo et al. 2015).

1.2.4.2. Yapay Materyal Uretimi

Kateterler gibi biomedikal iriinler igin yiizey siirtinmelerini azaltmak doku

hasarin1 azaltmak anlamindadir. Yaygin olarak kullanilan gliserin ve silikon yag1 gibi
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liibrikant molekiillerin ylizeylere adezyonlar1 zayiftir. Alternatif olarak, hidrofobin
kaplanan materyallerin yiizey siirtiinmesini %50-80 arasinda azalttigi gortilmiistiir
(Misra et al. 2006). Benzer sekilde, biyouyumluluklari, immiin Sistemini uyarmamalar1
ve patojen adezyonunu bir dereceye kadar engelleyebilmeleri nedeniyle doku
miihendisliginde de kullanilabilirligi gosterilmistir (Hou et al. 2008; Li et al. 2009;
Zhang et al. 2011). Baska bir ¢alismada karbon nanopartikiilleri, grafen, MoSz ve WS;
gibi metallerle iki boyutlu biyouyumlu nanomateryal iiretiminde hidrofobinlerden
yararlanilmistir (Kaur et al. 2017). Bu materyallerden diretilen nano-biyo yapinin
oldukca kararli ve ylizey potansiyelinin ¢esitli alanlarda kullanimi i¢in gelistirilebilir
oldugu bildirilmistir. Dental uygulamara gelince, hidroksiapetitin  DewA-4,5
hidrofobinleriyle birlikte ¢ekirdeklesme yaparak dokuda iyilesme sagladigi ortaya
konulmustur (Melcher et al. 2016).

1.3. Tez Calismasmin Onemi

Yakin zamana kadar hidrofobinlerle ilgili bircok uygulama patentlenmistir,
ancak bunlarin hi¢ biri heniiz endiistriye uygulanamamustir (Khalesi et al. 2015). Bu
durum distik iiretim verimi ile iliskilendirilmektedir. Laboratuvar 6l¢eginde hidrofobin
iiretimi basarilmis olsa da, endiistriyel iiretim icin gerekli verim elde edilememistir
(Khalesi et al. 2015). Bu konuda bir¢ok arastirmacinin ortak ¢éziim onerisi, yeni fungus
tiirlerinde hidrofobinlerin taranmasi, izolasyonu ve karakterizasyonunun yapilmasidir.
Arastirmacilar ancak bu yolla {iretim verimi artirmak i¢in etkili bir stratejinin ortaya
konulabilecegini vurgulamislardir (Ying ve Feng 2004; Vigueras et al. 2008; Kulkarni
etal. 2017).

Yukarida belirtilen nedenlerle, o6zellikle siiperhidrofobik  yiizeylerin
olusturulmasinda kullanilmak iizere yeni hidrofobin {iretici dogal funguslarin kesfine
thtiyac  vardir. Interpro veritabaninda (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) yapilan
14.12.2018 tarihli taramaya goére ascomycetes'den 913 ve basidiomycetes'den 1642
olmak {izere toplam 2555 ayr1 hidrofobin bulunmaktadir. Kulkarni et al. 2017 tarafindan
bu yilin ortalarinda yayimlanan bir ¢alismada bu say1 1678 olarak verilmistir. Son bir

yilda veritabanina yapilan protein girigsindeki yaklasik %50°1ik artig aragtirmacilarin son
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yillarda bu konu {lizerine yogun bir sekilde odaklandiklarini ve bu konunun bilim

diinyasinda oldukca popiiler oldugunu gdstermektedir.

Bu tez calismasinda, kiiltiir ortaminda siiperhidrofobik ozellik gosteren
Cladosporium izolatlarinin hidrofobisitesinden sorumlu olan hidrofobin proteinlerinin
belirlenmesi, saflastirilmasi ve hidrofobin tiretici Cladosporium tiirlerinin molekiiler
karakterizasyonunun gerceklestirilmesi ile yeni hidrofobin firetici tiirlerin ve yeni

hidrofobin proteinlerinin literatiire kazandirilmas1 amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Joseph G. H. Wessels ve arkadaglar1 (1991) Sc3 hidrofobin proteinini S.
commune miselyumlarindan ekstrakte ederek ilk defa tanimlamiglardir. Sc3 proteinini
diger proteinlerden SDS ¢ozeltisinde 100 °C’de ¢oziinebilirligiyle ekstrakte
edilebilmistir (Wessel et al. 1991).

Onno M. H. de Vries ve arkadaslar1 (1993) S. commune tiirline ait Sc3 ve Sc4
olmak tizere iki farkli hidrofobin proteini ekstrakte ettiler. Ayni1 sekilde, Pleurotus
osteratus, Coprinus cinereus, Phanerochaete chrysosporium, Agaricus bisporus,
Aspergillusnidulans, Penicillium chrysogenum ve Mucor mucedo tiirlerinden ayni
yontemle hidrofobinler ekstrakte ettiler. Arastirmacilar, hidrofobinlerin TFA ile
ekstraksiyonu sonucunda monomerlerine tamamen ayrilabildigini ortaya koymuslardir
(de Vries et al. 1993).

Nakari Setala ve arkadaslari tarafindan (1995) Tricoderma reesei’den ekstrakte
edilen HFBI proteini Edman degredasyonuyla 75 aminoasit icerdigini ve molekiiler
agirhigint 7,5 kDa olarak tanilanmis; Tricoderma reesei’de hfbl geninin glikoz iceren

ortamda yogun olarak ifade edildigi agiga ¢ikarilmistir (Setala et al. 1995).

Pietro Spanu (1996) domates patojeni olan Cladosporium fulvum tiiriinden HCF-
1 hidrofobin proteinini SDS-PAGE ile molekiiler agirhg 10 kDa ve Edman

degredasyonuyla 83 aminoasitlik bir protein olarak tanimlamistir (Spanu et al. 1996).

Nakari Setala ve arkadaslar1 (1997), HFBII hidrofobin proteinini Trichoderma
ressei sporlarindan ekstraksiyonu ve karakterizasyonu igin yaptiklar1 calismalarda
HFBII proteininin biiyiikliigii yaklasik olarak 8 kDa oldugunu belirlemislerdir. Bu
calismada, %20 asetonitril + %0.1 TFA ve %60’lik etanol ¢ozeltilerinin her ikisi
kullanilarak spordan hidrofobin ekstrakte edilerek c¢ozeltilerin etkinlikleri de
degerlendirilmistir. Ayrica elde edilen hidrofobinin aminoasit dizisi Edman
degredasyonu yontemiyle belirlenmis ve daha Once karakterize edilmis HFBI

hidrofobini ile dizileri karsilastirilmistir (Setala et al. 1997).
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Maria M. Penas ve arkadaslar1 (1998) tarafindan Pleurotus ostreatus tiiriinden
sporokarp yapisina spesifik olan Fbhl hidrofobini tanimlanmistir. Bu hidrofobinin
mRNA dizisi elde edilerek aminoasit sayis1 yaklasik 113 olarak tahmin edilmis,
molekiiler agirligi 12 kDa olarak belirlenmistir (Penas et al. 1998).

G. C. Sefers ve arkadaslar1 tarafindan (1999) C. fulvum 'dan HCF-1’¢ ek olarak
bes farkli hidrofobin daha tanimlanmistir. Bu bes hidrofobin proteinin fungus
gelisiminin farkli asamalarinda fretildiklerini saptamis, ayrica hem nitrojen hem de

karbon yokluguna bagli hidrofobinlerin iiretim miktarlarini belirlemislerdir (Sefers et al.
1999).

Onno M. H. de Viries ve arkadaslar1 (1999) tarafindan sivi kiiltiirde gelisimi
saglanan Claviceps fusiformis’ten CFTH1 1, simif II hidrofobini, karakterize edilmis ve
bu hidrofobin proteini ile teflon yiizey kaplandiktan sonra yiizey hidrofobisitesi
degerlendirilmistir. SDS-PAGE’de 55 kDa civarinda goriintiilenmesine ragmen,
MALDI-TOF yontemiyle CFTH1 hidrofobin proteininin molekiiler agirhigi 36,5 kDa
oldugu belirlenmis ve bu farkin post-translasyonel modifikasyonlardan kaynaklandig:
belirtilmistir. Hidrofobik teflon yiizeyinin kaplanmasi sonrasinda ise hidrofilik 6zellik

kazandig1 suyun degme agis1 6lglimiiyle gosterilmistir (de Vries et al. 1999).

Peter S. Nielsen ve arkadaslari tarafindan (2001) C fulvum’dan yeni bir sinif II
hidrofobin olan HCf-6 tanimlanmistir. Tanimlama igin S. crerevisiae’da {iretilmesi
saglanmis ve sonucunda 184 aminoasit igerdigi belirlenmis ve diger bir C. fulvum

hidrofobiniyle, HCf-5, karsilastirmas1 yapilmistir (Nielsen et al. 2001).

Miroslav Sulc ve digerleri tarafindan (2009), Aspergillus sporlarindan protein
profili olusturularak tiir tayini yapilmasi amaciyla bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu
amag i¢in, %40 asetonitril + %0.1 TFA ¢ozeltisi ile birlikte farkli soliisyonlarla kati
kiiltiirden elde edilen sporlardan protein ekstraksiyonlar1 yapilmistir. %12’lik  SDS-
PAGE ile A. fumigatus tiiriinden diger proteinlerle birlikte 14 kDa civarinda hidrofobin
tanilanmigtir. Ayni sekilde, kullandiklar1 diger tiirlerin sporlari i¢in protein profili ortaya
¢ikarilmistir (Sulc et al. 2009).
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Katerina Zelena ve arkadaslarinin (2013) ¢alismasinda 6ncelikle kati kiiltiirdeki
Paecilomyces farinosus’dan elde edilen liyofilize miselyumlardan hidrofobin
ekstraksiyonu kaynayan SDS c¢ozeltisi ile gergeklestirilmistir. PfaH2 sinif I hidrofobini
13,69 kDa biiyiikliigiindedir. Diger yandan, pfah2 geninin dizilemesi yapilarak
PfaH2’nin aminoasit dizisi 134 aminoasit olarak ortaya konmustur. Son olarak, PfaH1
ve ekstrakte edilen PfaH2’nin teflon ve cam yiizey kaplamalarindaki aktiviteleri
karsilagtiritlmas1 sonucu her iki hidrofobinin de teflon ve cam ylizeyde kaplama
olusturabildigi ve suyun degme agisinda artisa neden oldugu belirlenmistir (Zelena et al.
2013).

Michelina Ruocco ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan ¢alismada
Trichoderma longibachiatum MK1 susundan Hytlol geniyle iliskili HYTLOI
hidrofobini karkaterize edilmistir. Bu hidrofobin 71 aminoasite sahiptir, molekiiler
agirhgr 7, 218 kDa olarak belirlenmistir. Hytlol geni navkavt edilerek antagonist
Ozelliginde Onemli bir azalma goriilmiistir ve HYTLOI1 hidrofobininin T.
longibachiatum ile bitki kokleri arasindaki mutualist yasamda rol oynadigi ortaya
¢ikarilmigtir (Ruocco et al. 2015).

Agens Przylucka ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 calismada yeni bir hidrofobin
(HFB7) ayn1 soydan gelen Trichoderma virens ve T. hazarium tiirlerinden karakterize
edilmistir. Fonksiyonel hidrofobinin 76 aminoasit igerdigi ve teorik molekiiler
agirhigmin 7,4837 kDa oldugu belirlenmistir. HFB7’nin bu tiirin oksidatif stres
faktorlerine kars1t savunmasinda gorev aldigi ve nemli ortamlarda biiyiimesine yardimci
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica, T.reesei’de tiretilen HFB2 proteiniyle primer dizide
onemli farkliliklar tasimalarina ragmen hidrofobik kisimlarin  korundugu da

gosterilmistir (Przylucka et al. 2017).
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3.1. MATERYAL

3.1.1. Fungus Tiirleri

Kullanilan tiim fungus tiirleri Erzurum Teknik Universitesi fungus

koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2. Kitler

Plazmid izolasyon kiti Promega firmasindan ve Jel Ekstraksiyon Kiti QIAGEN

firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Kimyasallar

Kullanilan biitiin kimyasallar Merck, Sigma, BioLab, HiMedia ve Honeywell

firmalarindan temin edilmistir.

3.1.4. Cihazlar ve Sarf Malzeme

Sarf malzemeler Isolab, Termo Fisher, Merck ve Axygen firmalarindan temin

edilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar, cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz Marka ve Model

Liyofilizasyon CHRIST-Alpha 1-2 LD plus
PZR Cihazi Sensoquest-Labcycler
Santrifiij HETTICH, Zentrifugen Universal 320R
Mini-Santrifii] Daihan-Wisd,WiseSpin
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Cizelge 3.1. (Devam) Kullanilan cihazlar, cihazlarin marka ve modelleri

Otoklav Tomy SX-500E
Spektrofotometre ThermoScientific, Multiskan GO
Inkiibator Calkalayic Zhicheng, zhwy-2102c
Vorteks Daihan-Wisd ,Wisemix VM-10
Inkiibator Memmert, IN110
Hassas Terazi Shimadzu, ATX224
Tart1 Desis-Model NHB
Sonikator Vevor

Elektroforez Sistemleri  BioRad, Mini ReadySub-Cell™

Jel Goriintiileme Cihazi BioRad, ChemiDoc™ MP
Stereo Mikroskop Leica, ES2
Derin Dondurucu(-20°) Templow, J.P. Selecta
Saf Su Cihazi Millipore Direct- Q-3 UV

3.2. YONTEM

3.2.1. Suyun Degme Ac¢isina Gore Fungus Se¢cimi

Kiiltiir koleksiyonundan alman 72 farkli fungus tiirii PDA besiyerine ekilerek 7
giin boyunca. Sekil 3.1°deki sistem kullanilarak 10 pl ve 6 pl’lik saf su damlalar1 1x2
cm boyutlarinda kesilen fungus ylizeylerine damlatildi. Ardindan damlalarin mikroskop
fotograflar1 cekilerek bilgisayara aktarildi. image] programu, ¢ekilen fotograflardaki su
damlalarinin degme agilarini hesaplamak igin kullanildi (Chau et al, 2009). Hesaplanan
degme agilar1 Cizelge 3.2°de belirtilen skalaya gore degerlendirilerek kullanilacak
funguslarin se¢imi yapildi. Bu derecelendirme temel alinarak kullanilacak fungus se¢imi

yapildi.
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Cizelge 3.2. Degme agilarina ait skala

Suyun Degme Agisi

145° — 150° *
150° — 155° i
155° — 160° falaka

Mikropipet kullanilarak
viizeye saf su damlatilir

Bilgisavar

Kamera il
-

Stereo Mikroskop ‘- |

— B

-Farkh érnekler Damlann gériintiisi Temas acis1
verlestirilir. . — belirlemek icin elde
-Ac, sicakhl, nem, edilen girinti
riizgar kosullar: kullambhr

avarlamir.

Sekil 3.1. Damlalarin degme agilarini belirlemek icin kullanilan modifiye edilmis
mikroskop sisteminin sematik gosterimi (Chau et al, 2009)

3.2.2. Hidrofobin Izolasyonu ve Karakterizasyonu

3.2.2.1. Spor izolasyonu

Ug nokta ekim yapilarak 1 hafta gelistirilen kat1 kiiltiirlerden fungus kolonileri
parcalara ayrilarak 50 ml’lik falkon tiiplere konuldu. Bu falkonlara otoklavli saf su
eklenerek 10’ar dakika vortekslendi. Sporlar1 ayirmak i¢in vorteks yapilmis tiipler 4
katl steril sarg1 bezi yardimiyla yeni falkonlara siiziildii ve bu islem 8 katl steril sargi
bezi ile tekrarlandi. Siiziilen sporlara 2 kez saf su ile yikama yapildi. Son yikama 1,5
ml’lik tiiplere dagitilarak yapildi ve olusan ¢okelti bu tiiplerde saklandi. Yikanmis olan
sporlar daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’ye kaldirildi. Yapilan spor izolasyonu Sekil

3.2°de 6zetlenmistir.
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\
S @ \f
— — v
Funguslar tg poktg ekim vapilarak Yikama isleminden sonra cokelt
l’fmﬁ'l;:l" s 0 d,rl\_ pi 1kama isleminden sonra ¢okelti

da g'-'Tl\\"fl I, 2 ml'lik tiplerde saklanir

Falkop liiph]'u‘ alimir Sporlar aywrmak igin - Siizme islemi 8 kath
ve saf su ek fmr, 4 katl sarg bezi ile sargt bez ile tekrarlanir
Vorteks yapilir siiziiliir

Sekil 3.2. Spor izolasyonunun sematik gosterimi

3.2.2.2. Spordan Hidrofobin izolasyonu

izole edilen sporlar -20 °C’den cikarilarak liyofilize edildi. Liyofilize spor
miktarinin belirlenmesi i¢in 1,5 ml’lik bos tiipleri ve liyofilizasyondan sonra kuru
sporlart igeren tiipler hassas terazide tartildi. 10 mg liyofilize edilmis spor iizerine 100
ul asetonitril+TFA (%40 acetonitril, %0,1 TFA) ¢ozeltisi ve %60°lik etanol ¢ozeltisi
olacak sekilde, farkl tiiplere bu ¢ozeltiler eklendi ve tiipler vortekslendi. Daha sonra,
cOzelti icindeki sporlar sonikatér su banyosunda, maksimum giigte 15’er dakika
bekletildi. Sonikasyondan sonra, tiipler santrifiijlendi, supernatantlar yeni tiiplere alindi

(Sulc et al. 2009).
3.2.2.3. Bradford Assay

[k olarak 5X Bradford boyasi hazirlamak i¢in 100 mg Coomassie Brilliant Blue
G-250 50 ml etanol ve %85’lik fosforik asit i¢inde ¢oziiliip saf su ile 250 ml’ye

tamamlandi. Daha sonra 0,22 um’lik filtreden gegcirildi ve saf su ile 1X’e seyreltildi.

Standart grafik olusturmak i¢in BSA kullanildi. Bunun i¢in 1 ml’de 200 mg BSA
¢ozildi ve 10 pg/ml’ye kadar seri seyreltme yapildi. BSA ¢ozeltilerinin her birinden 40
ul olacak sekilde 96 kuyulu plakalara tiger tekrarli konuldu ve iizerine 160 pl hazirlanan
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boyadan eklendi. 595 nm’de alinan olgiimler ve BSA ¢dzelti konsantrasyonlariyla

standart grafik olusturuldu.

Proteinler, ayni sekilde, 96 kuyulu plaka’ya boyayla birlikte yiiklenerek 595

nm’de absorbans degerleri 6lgiildii ve standart grafige gore konsantrasyonlari belirlendi.

3.2.2.4. SDS-PAGE

izole edilen hidrofobin proteinleri % 15’lik SDS-PAGE jeline yiiklendi. Jel
Cizelge 3.3’de belirtilen kimyasallar ve miktarlarina gore hazirlandi ve tabloda verilen
sirayla eklendi. Elde edilen karisim donmasi i¢in sisteme yiiklendi ve havayla temasini

kesmek i¢in propanol jelin havayla temas eden {ist kismina pipet yardimiyla dokiildi.

Cizelge 3.3. SDS-PAGE jeli igin gereken kimyasallar ve kullanilan miktarlar

Ayirma Jeli

Kimyasal Miktar
dH20 2.85 ml
Tris(pH:8.8, 2M) 1.95 ml
Akrilamide(%30) 5mi
SDS(%10) 100 ul
APS(%10) 100 ul
TEMED 10 pl
Yiikleme Jeli

dH20 3.6ml
Tris(pH:6.8, 1M) 625 pul
Akrilamide(%30) 670 ul
SDS(%10) 50 ul
APS(%10) 50 ul
TEMED Sul
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Ayirma jeli katilastiktan sonra propanol uzaklastirildi ve kurutuldu. Ornekleri
yiikleyecegimiz kuyucuklarin olusturulmasi igin yiikleme jeli Cizelge 3.4’te verilen

kimyasallar ve ekleme sirasina gore hazirlandi.

Protein ornekleri jele yliklenmeden hemen Oncesinde toplamda 20 pl olacak
sekilde 5 pl yiikleme boyasi 15 pl protein ornegiyle karistirildi. Daha sonra 5 dk 95 °C
sicaklikta bekletildi. Protein miktarini belirleyebilmek i¢in protein drnekleriyle birlikte ayrica 5

ul marker ilk jel kuyucuguna yiiklendi. Elektroforez sistemi 150 dk 80 voltta yiiriitiildii.

Jelde protein goriintiilemek amaciyla giimiis boyama yapildi. Ilk olarak %50
(v/v) etanol, %12 (v/v) asetik asit ¢ozeltisi ile 30 dk boyunca fiksasyon gerceklestirildi.
Fiksasyondan sonra, %30 etanol ve 2,4 g sodyum-tiyosiilfat iceren ve pH’s1 6 olan
rediiksiyon ¢ozeltisi ile 30 dk muamele edildi. Daha sonra, jel ii¢ defa saf su ile 5’er dk
yikandi. Boyama i¢in, %0,1 (w/v) giimiis nitrat, ve %0,01 (v/v) formaldehit oranlarinda
hazirlanan boyama ¢ozeltisi hazirlandi ve 20 dk ¢ozelti iginde muamele edildi. Boyama
bittikten sonra, jel birinci %1,4 (w/v) sodyum karbonat ve %0,74 (v/v) formaldehit
iceren yikama soliisyonuna alindi ve jelde protein bantlari goriintiilenene kadar
calkalandi. ikinci yikama igin %5 (v/v) asetik asit ve %0,4 gliserin ile hazirlanan ¢ozelti

ile muamele edildi ve proteinler jelde goriintiilendi.

3.2.3. Segilen Fungus izolatlarimin Tiirlerinin Tanilanmasi

3.2.3.1. Klasik Yontemlerle Karakterizasyonu

Degme agilar1 belirlendikten sonra, koloni olusturma &zellikleri ve stereo
mikroskopu kullanilarak morfolojik o6zelliklerine ve son olarak 151k mikroskopu
yardimiyla konidi, spor ve hif yapilarina gore bir hafta PDA’da gelistirilmis funguslar

cinsleri belirlenmek tizere incelendiler.
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3.2.3.2. Molekiiler Yontemlerle karakterizasyon

3.2.3.2.1. DNA izolasyonu

Bir hafta 25 °C’de, PDA’da biiyiitillen izolatlarinin miselyumlar: bisturi
yardimiyla kazinarak alev ortaminda 2 ml’lik tiiplere konuldu ve iizerlerine 1 ml liziz
tamponu eklendi. Tiiplerin i¢ine 3 mm ¢apinda metal boncuk atildiktan sonra tiipler
homojenizator icinde 30 dk, son hizda hiicrelerin pargalanmasi saglandi. Sonrasinda,
tiipler 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi, iist s1v1 yeni tiipe alindi. Daha sonra 2 pl
RNAz eklenerek 37 °C’de 15 dk Dbekletildi. Tipteki miktar kadar
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) tiiplerin i¢ine eklendi ve tekrar ayni kosullarda
santrifiij yapildi. En istteki sivi yeni tiipe alindi. Alinan siviyla esit hacimde soguk
%100 etanol eklendikten sonra -20 °C’de 30 dk bekletildi. Bekleme siiresinden sonra, -
20 °C’deki tiipler alinarak ayni kosullarda santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, ist sivi
dokiildii ve %70’lik soguk etanol ile 3 kez yikama yapildi. Son olarak, altta kalan
cokelti 1X-TE tampon i¢inde c¢oziilerek konsantrasyon belirlendi. En son asamada,
izolasyon triinii %]1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek DNA’nin biiytikliigli belirlendi ve

varlig1 gosterildi.

3.2.3.2.2. ITS ve D1-D2 rDNA Bdélgelerinin Cogaltilmasi

Secilen fungus tiirlerinin tanimlamasi i¢in 18S rDNA’nin korunmus ITS
bolgeleri cogaltildi. Bu islem Cizelge 3.4’te verilen malzeme ve miktarlarina ve Cizelge
3.5’teki PZR  kosullarma  gore  yapildi PZR  i¢in  ITSI (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5°-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-37)
primerleri kullanildi (White, et al, 1990). Diger yandan, D1-D2 rDNA bdlgesinin
cogaltilmasi i¢cin NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) ve NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) primerleri kullanildi (Petti 2008). Her iki PZR igin
ayn1 malzeme miktarlar1 kullanildi (Cizelge 3.4) ve ayni kosullar uygulandi1 (Cizelge

3.5).
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Cizelge 3.4. PZR malzemeleri ve miktarlari

Malzeme Miktar
dH20 37,2 ul
Tampon Cozelti Sul
MgCl. 3ul
dNTP 0,7 ul
F(primer) 0,8 ul
R(primer) 0,8 ul
DNA 2 ul
Taq polymerase 0,5 ul

Cizelge 3.5. PZR kosullar1 (35 dongii)

Sicaklik (°C) Siire
95 2 dk
94 45 sn
55 45 sn
72 1 dk
72 10 dk
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3.2.3.2.3. Jelden PZR Uriin Ekstraksiyonu

%1’lik agaroz jelde istenmeyen baglanmalarin goriildiigii D1-D2 rDNA
bolgeleri jelden QIAGEN adli firmadan temin edilen jel ekstraksiyon Kiti ile
gerceklestirildi.

3.2.3.2.4. Ligasyon

PZR sonrasinda jelde tek bant olarak goriintiilenen {iriinler i¢in ligasyon yapildi.
Ligasyon pGEM vektorii ve T4 ligaz enzimi kullanilarak gergeklestirildi. Cizelge 3.6’e

gore hazirlanan ligasyon karigimi 4 °C’de bir gece (16 saat) inkiibe edildi.

Cizelge 3.6. Ligasyon i¢in malzeme miktarlar

Malzeme Miktar
pGEM 1ul
PZR o6rnegi 3ul
Ligasyon tamponu 5ul
T4 ligaz 1pul

3.2.3.2.5. Transformasyon

Her biri 100 pl kompetent hiicre, E.coli IM101, igeren tiip -80 °C’den alindi ve
buzda c¢oziinmeleri beklendi. Bu hiicrelerin {izerine ligasyon sonucu olusan iiriinlerden
10 pl eklenerek 30 dk buzda bekletildi. Daha onceden hazirlanmis 42 °C’lik su
banyosunda hiicreler 45 saniye bekletildi, ardindan hemen buza alindi. Buzda 5 dk
bekletilen hiicrelerin tizerine 250 pl LB besi yeri eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyon
i¢in ¢alkalayiciya konuldu. Hiicreler ¢alkalayicidayken, her bir petri i¢in 40 ul Xgal ve 7
ul IPTP ayr1 bir ependorfta karistirildi. Bu karisim ampisilin iceren LB agarlarin

tizerlerine yayildi, 15 dk yiizey tarafindan emilmeleri i¢in beklendi. 1 saat sonunda
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3. MATERYAL ve YONTEM

calkalayicidaki hiicreler alinarak her birinden 100 pl, 50 pl, 25 ul alinarak farklh
petrilere yayildilar. 16 saat i¢in 37 °C’de inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyondan
sonra, beyaz olan kolonilerden se¢im yapilarak ampisilin iceren LB sivi besiyerine
ekilerek tekrar 16 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

3.2.3.2.6. Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu Promega firmasina ait kitle, kit icin onerilen izolasyon
yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Plazmid konsantrasyonlar: belirlendi. Daha sonra,

T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3) ve SP6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG-
3’) primerleri kullanilarak ve 3.2.3.3’de belirtilen protokole gore tekrar PZR yapildi.

3.2.3.2.7. Dizileme

Segilen fungus tiirleri icin her tiire ait ITS rDNA bdlgelerini igeren plazmidler ve
agaroz jelden ekstrakte edilen D1-D2 rDNA oOrnekleri Oligomer adli firmaya
gonderilerek dizileme hizmeti alindi. Dizi sonuglar1 elde edildikten sonra, BioEdit
programinda degerlendirilerek ITS ve D1-D2 rDNA dizileri belirlendi. Belirlenen
diziler BLASTIN 2.8.1+ programi (Zhang et al. 2000) kullanilarak GenBank’ta bulunan
dizilerle karsilastirildi.
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4.1. Suyun Degme Agisina Gore Funguslarin On Secimi

Topraktan izole edilmis olan ve Erzurum Teknik Universitesi fungus
koleksiyonundan temin edilen farkli cinslere ait 72 farkli fungus tiirii PDA besi yerine
ekildi ve 1 hafta siireyle 28 °C’de inkiibe edildiler (Sekil 4.1). PDA agarda 1 hafta
gelistirilen funguslardan pargalar kesilerek Sekil 1.1’de gosterilen diizenege
yerlestirildiler ve {izerlerine hem 6 pl hem de 10 pl saf su damlatilarak yiizeydeki su

damlalar1 fotograflandilar.

Sekil 4.1. Kati kiiltiirde 1 hafta gelistirilen fungus tiirlerinden bazilari
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Sekil 4.1. (Devam) Kat kiiltiirde 1 hafta gelistirilen fungus tiirlerinden bazilari
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Sekil 4.2. En yiiksek degme agilarinin 6lgiildiigii izolatlarin (A5, A12, A25, A31, D7)
bir hafta gelistirilmis goriintiileri

Elde edilen fotograflar ImageJ programinda DropSnake eklentisi yardimiyla
degme agilar Olgiildii (Cizelge 4.1, Sekil 4.4). En biiyiik degme agisina sahip fungus
yiizeyinin hidrofibisitesinin en yiiksek oldugu (Starov et al. 2007) kabul edilerek segilim
gerceklestirildi. Cizelge 4.1’e gore, en yiiksek degme acisi elde edilen funguslarin
Cladosporium, Aspergillus ve Penisilyum cinslerine ait oldugu belirlendi. Cizelge 3.2
‘de gosterilen skalaya goresuyun degme agilari temel alinarak yapilan segilimde,
Cladosporium cinsine ait 140°-160° arasinda farkli derecelere sahip bes tiir (AS, A12,
A25, A31, D7) tespit edildi (Sekil 4.2, 4.4). Yapilan secilimde en biiyiik degme agisina
sahip fungus yiizeyinin hidrofobik 6zelligi en yiiksek yilizey oldugu (Starov et al. 2007)
soylendi. En yiiksek degme agisi sol 154.916° ve sag 160.206° ile A5 kodlu izolatin
(Sekil 4.3) ve sol 155.631° ve sag 157.142° agilariyla ikinci sirada ikinci sirada ise Al2
kodlu izolatin sahip oldugu belirlendi. Sag ve sol agilarinin farkli olmalarinin nedeni ise

fungus yiizeylerinin homojen olmamalarina baglandi. Farkli miktarda su damlalarinin
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ylzeye damlatilmasi ile damla biiyiikliigiiniin etkisi degerlendirildi. Bu degerlendirme

sonucunda Ol¢iilen degerlere etkisinin olmadigi belirlendi.

Elde edilen en yiikksek degme agilarinin Cladosporium cinsine ait olmasi,
arastirmacilar tarafindan bu cinse ait bir¢ok tiirlin bitki patojeni olmasina baglands;
Cladosporium tiirlerinin yaprak yiizeyleri gibi hidrofobik yiizeylerle etkilesimlerinin
saglanabilmesi i¢in hidrofobik 6zellikte olmalar1 (Wang et al. 2010veZhang et al. 2011)
gerekmektedir. Diger yandan, Henry Wai Chau ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 benzer
bir ¢alismada C. cladosporioides ve C. minourae tiirlerini de igeren fungus yiizeylerinin
hidrofobisitelerini degerlendirmek amaciyla 10 pl saf su damlasi ile suyun degme agilari
belirlenmistir. Bu makaleye gore en yiiksek hidrofobisiteye sahip olan tiirler
Cladosporium cinsine aittir ve C. cladosporioides ve C. minourae i¢in elde edilen
degme acilar1 her iki tiir i¢in de ayn1 ve 142°°dir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen A25

izolat1 ile yakin degme agisina sahiptir.

—

'

Sekil 4.3. A5 izolatinin iizerine damlatilmis 10 pl saf su ile birlikte goriintiisii.
A—Petride bulunan fungus yiizeyindeki su damlasi, B—Fungus kesiti {izerinde
fotograflanan su damlasi
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Cizelge 4.1. Kat1 kiiltiirde biiyiitiilen funguslarin yiizeylerine damlatilan 6 ve 10 pl saf
su damlalarinin yiizeyle yaptiklar1 acilar ve degme agilarina gore asterisk isaretiyle
derecelendirilmeleri

Fungus izolat Sol A1 Sag Aq1 Fungus numarasi- Sol A¢1  Sag Aqi
numarasi- Damla(mikrolitre)
Damla(mikrolitre)

A5-10 154916 160.206 *** C7-10 133.394 136.318
A5-6 168.156 154.726 C7-6 124524 122.304
A6.2-10 111.172 105.682 CBS-LA-10 147.248 135729 *
A6.2-6 115.445 128.956 CBS-LA-6 140.163 146.254
AT7-A-10 135.616 146.744 C8-10 134.120 139.021
A7-A-6 135.112 130.943 C8-6 142.225 141.179
Al12-10 155.631 157.142 *** (C9-10 147.180 157.957 **
Al2-6 152.766 151.194 C9-6 140.497 150.225
Al7-10 156.216 148.633 ** CBS23-10 142.886 151.497 *
Al7-6 146.169 140.344 CBS23-6 131.441 130.458
A23-10 151.955 148.264 ** CBS25-10 156.649 141.008 *
A23-6 166.504 146.799 CBS25-6 152.782 140.573 *
A24-10 120.425 120.418 CBS26-10 152.094 158.312
A24-6 130.114 122.221 CBS26-6 154.779 140.894 *
A25-10 145.469 149.747 * CBS44-10 155.545 140.904
A25-6 153.054 154.010 CBS44-6 119.558 143.858
A26-10 123.864 130.694 D2-10 149.503 140.274 *
A26-6 152.288 148.889 D2-6 145.040 146.537
A28-10 141.273 135.400 D7-10 147564 159.238 **
A28-6 136.458 139.782 D7-6 147.740 142.170
A31-10 149.980 155.867 ** D8-10 143.709 146.114 *
A31-6 160.118 157.901 D8-6 135.899 133.063
A32-10 139.618 130.779 D10-10 127.322 138.048
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Cizelge 4.1. (Devam) Kati kiiltiirde biiyiitiilen funguslarin yiizeylerine damlatilan 6 ve
10 pl saf su damlalarinin yiizeyle yaptiklar1 agilar ve degme agilarina gore asterisk
isaretiyle derecelendirilmeleri

A32-6 150.262 143.107 D10-6 139.464 145.391
A33-10 135.477 129.830 ET4-10 115.069 140.101
A33-6 147.439 140.123 ET4-6 139.618 132.159
A35-10 124125 121.323 ET14-10 120.780 129.091
A35-10 110.542 98.200 ET14-6 131.108 128.820
C2-10 144,770 143.175 * LC9-10 150.423 159.251 ***
C2-6 157.485 151.690 LC9-6 135.952 131.574
C3-10 146.358 139.129 * LC14-10 149.588 158.887 **
C3-6 136.513 132.474 LC14-6 134.975 136.596

Flle EGt Image Process Anayze Pugins Window Heip
| AT S VP =TT

{ A3 6jpg (50%)
T1164E plvls. S 417

I |6
®
| E
d
|

CAL#fi= 160 118 Right= 157 901

Sekil 4.4. Cladosporium tiirlerinin yiizeylerindeki su damlalarinin (6 pl) Imagel
programi ile degme agilarinin 6l¢iim sonuglari
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4.2. Hidrofobin izolasyonu ve Karakterizasyonu

4.2.1. Fungustan Spor izolasyonu ve Spordan Hidrofobin Ekstraksiyonu

Sekil 3.2’de Ozetlenen yontemle sporlar ve miselyumlar saf su kullanilarak
ayrimlar1 yapildi. Sterilsargi bezi kullanilarak siiziilen sporlar daha sonra santrifiij ile
coktiiriilerek saf su uzaklastirildi. Cokelti olarak elde edilen sporlar daha sonra liyofilize
edilmek tizere -20 °C’de saklandi.

Sporlar -20 °C’den ¢ikarilip siibliminasyon agamasinda liyofilizasyon cihazina
konuldu (Sekil 4.5). Kuru spor miktarlarim1 belirlemek i¢in 2 ml’lik tiiplerin bos
agirliklart ve liyofilizasyon sonrasinda kuru sporlari igeren tiipler hassas terazide
olciildii. Olciimler sonucunda belirlenen AS, A12, A25, A31 ve D7 izolatlarma ait kuru
spor agirliklar: sirastyla 26 mg, 28 mg, 42 mg, 15 mg ve 16 mg olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.5. A5, A12, A25, A31 ve D7 orneklerinden izole edilmis sporlarin liyoflizasyon
cihazindaki goriintiileri

Liyofilize edilmis sporlardan hidrofobin ekstraksiyonu, %40 asetonitril+ %0,1
TFA igeren ¢ozelti i¢inde sonikasyonla gerceklestirildi. Sonikasyondan sonra,

hidrofobin protein konsantrasyonlar1 Sekil 4.6’deki BSA proteini ile olusturulan stadart

33



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

grafik yardimiyla hesaplandi. Her fungus izolat1 i¢in hidrofobin konsantrasyonlari
(ng/ml) Cizelge 4.2°de gosterilen absorbans degerleri kullanilarak A5=0,2950,
A12=0,3265, A25=0,3073, A31=0,2956, D7=0,40870larak hesaplanmistir.

Bradford Standart Grafig

0,35

0,3 y="0,6955x-0,0242
R?=

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0 & T
0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000
Konsantrasyon

Absorbans

Sekil 4.6. BSA standart grafigi

Cizelge 4.2. Ekstrakte edilen proteinlerin 595 nm’de dlgiilen absorbans degerleri ve
standart grafige gore hesaplanan konsantrasyonlari

A5 Al2 A25 A3l D7

Abs-Ortamala 0,1810 0,2029 0,1895 0,1814 0,2601

Konsantrasyon 0,2950 0,3265 0,3073 0,2956  0,4087
(ng/ml)

4.2.2. SDS-PAGE

Konsantrasyonlar1 belirlenen ve asetonitril+TFA ¢6zeltisi i¢inde bulunan AS,
Al12, A25, A31 ve D7 izolatlarina ait protein 6rnekleri tek boyutlu ayirma sisteminde
(SDS-PAGE) goriintiilendi  (Sekil 4.7). Bu SDS-PAGE goriintiisiine gore
asetonitril+ TFA ¢ozeltisi icinde sonikasyonla ekstrakte edilen tiim proteinler 25 kDa’un
altindadir. Hidrofobinler kiigiik molekiiler agirliga sahiprirler (30 kDa> ) (Wosten and
Scholtmeijer 2015) ve az miktarlarda iretilirler (Schmoll et al. 2010veWang et al.

2010). Ayn1 zamanda, hidrofobinler i¢in dnerilen ekstraksiyon yonteminin uygulanmasi

34



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

nedeniyle SDS-PAGE’ de goriintiillenen proteinler hidrofobin veya hidrofobinler
icermektedir. Ayrica, secilen izolatlardan %60 etanol kullanilarak ekstrakte edilen
proteinler de goriintiilendi (Sekil 4.7). Secilen izolatlardan iki farkli ¢ozelti ile
ekstraksiyonu sonucu olusan protein profilleri karsilastirildi. Karsilagtirma igin Nakari
Setala ve arkadaglarinin yapmis oldugu caligmada kullanilan ¢o6zelti degerlendirmesi
temel alindi (Sekil 4.8) ve bu calismada HFBII hidrofobininin molekiiler agirligir 7,2
kDa olarak hesaplanmistir. A5 kodlu izolat igin %60°lik etanol ¢ozeltisi ile SDS-
PAGE’de sadece iki protein band1 ve %40 acetonitril+TFA ¢ozeltisi ile ekstraktsiyon
sonucu jelde ikiden fazla protein goriintiilenmistir. Boylece, A5 sporlarindan elde
edilecek proteinler i¢in %60 etanol ¢ozeltisi ayirt edici ozelliktedir (Sekil 4.7). Diger

izolatlar i¢in ¢ozeltiler degerlendirildiginde belirgin bir fark goriilmedi.

A B A B A B A B
Marker AS AS Al2 Al2 A5 A25 D7 D7

Sekil 4.7. Farkli ¢ozeltiler i¢inde ekstrakte edilen izolatlara ait SDS-PAGE jel
goriintlisii (A— Asetonitril+TFA, B—%60’1ik etanol)
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Sekil 4.8. Trichoderma reesei sporlarindan elde edilen proteinler (2—asetonitril+TFA,
3—%060 etanol)

Biitiin bu sonuglarla birlikte, fungus sporlarinda bulunan hidrofobin proteinlerini
izole etmek icin spesifik bir yontemin (Nakari- Setild et al. 1997veChau et al. 2009)
uygulanmasi dolayisiyla en yiiksek degme agisina sahip A5 izolatinina ait proteinlerden
en yogun olan jel bandinin (~8 kDa) hidrofobin olduguna karar verildi. Diger taraftan,
hidrofobinlerin tanilanmalar1 i¢in protein dizilerinde bulunan sekiz korunmus ve belirli
bir sirayla dizilenmis sisteinler en 6nemli Sl¢iitlerdir (Linder et al. 2005veSunde et al.
2008).

4.3. Secilen Fungus izolatlarin Tiirlerinin Tamlanmasi

4.3.1. Klasik Yontemlerle Karakterizasyon

Fungus koleksiyonundan temin edilmis fungus tiirleri klasik karakterizasyon
yontemleriyle, stereo mikroskop altinda dogrudan petride gelistirilen funguslar
inceleyerek ve lam iizerinde mikroskop altinda bakarak spor ve hif yapilarina,
renklerine ve kolonilerin dis gériiniimlerine gore, incelendiler. Funguslarin Aspergillus,

Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Cladosporium cinslerine ait olduklar1 goriildii.

Suyun degme agilarina gore secilen AS, A12, A25, A31 ve D7 izolatlar1 da
yukarida belirtilen kriterlerle incelendi. Segilen izolatlarin her birinin mikroskobik

morfolojilerinde, konidioforlarinin koyu renkte pigmentlere sahip aga¢ benzeri
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dallanma yapan, konidileri kiire, oval veya limon benzeri goriinen ve uzun dallanmis
zincir haldeki sporlar iireten (Bensch et al. 2018) yapilar igerdigi belirlendi ve bu
izolatlar Cladosporium cinsine ait olarak karakterize edildi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Secilen fungus tiirlerinin mikroskop altinda goriintiilenen konidiofor yapilari

4.3.2. Molekiiler Karakterizasyon

4.3.2.1. DNA izolasyonu

Secilen izolatlara ait genomik DNA’lar 3.2.3.2 boliimiinde verilen yonteme gore
izole edilmistir. Segilen bes izolat i¢in DNA konsantrasyon Ol¢imii yapilarak elde
edilen degerler yardimiyla konsantrasyonlari hesaplandi (Cizelge 4.3). Bu hesaplama
sonucu A5, A12, A25, A31, ve D7 izolatlar i¢in sirasiyla 402 ng/pl, 672,5 ng/ul,685,8
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ng/ul, 1534 ng/ul ve 3440 ng/ul olarak hesaplandi. Daha sonra ekstrakte edilen
genomik DNA’lar %1°lik agaroz jelde ytiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 4.10).

Boyut/bp

10037
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1000 ==
800
600 m—
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Sekil 4.10. Secilen izolatlarin genomik DNA izolasyonu sonunda %1 lik agaroz jeldeki

goriintiileri

4.3.2.2. D1-D2 DNA Bolgesinin Cogaltilmasi ve Jelden DNA Ekstraksiyonu

D1-D2 ribozom bolgesinin DNA dizilerinin belirlenmesiyle tanilamanin
dogrulanmas1 amaglanmistir. Bu sebeple NL1 ve NL4 primerleri kullanilarak PZR
gerceklestirildi ve %1°lik agaroz jelde bu dizi goriintiilendi ve bu diziler beklenildigi
tizere 500-600 bg arasindaydi.

PZR iriinlerinin jelde yiiriitiilmesi sonunda, jelde primerlerin spesifik oldugu
bolge uzunlugundan farkli uzunlukta bantlara rastlandi. Bu bantlar primerlerin spesifik
olmayan baglanmalar yapmalar1 sonucu olusan bantlar olarak yorumlandi. Kullanilan
primerler arasindaki rDNA dizisini elde edebilmek ic¢in bilinen uzunluktaki rDNA
dizilerini iceren bu bantlar jelden kesilerek ekstrakte edildiler. Ekstrakte edilen DNA
dizilerinin dogrulanmast igin tekrar %1°lik agaroz jele yiiklenerek yiiriitiildiler ve ilgili

DNA dizilerinin elde edildigi dogrulandi.
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4.3.2.3. ITS Bolgesinin Cogaltilmasi ve Ligasyon

Ekstrakte edilen izolatlarin genomik DNA’larindan ITS bélgesinin ¢ogaltilmasi
amaciyla ITS 1 ve 4 primerleri kullanildi. ITS 1 ve 4 primerleri rDNA bolgesinin 5.8S
ribozom bolgesinin tamamini, 18S ve 28S ribozom bdlgelerinin bir kismini, kiigiik ve
bliyiik alt birimler arasindaki (ITS) bdlgeleri i¢ine alan diziyi cogaltmak igin
kullanilirlar (White, et al, 1990). 3.2.3.3 boliimiinde belirtilen kosullara ve miktarlara
gore PZR gergeklestirildikten sonra, elde edilen PZR iiriinlerinin safligi ve beklenen
yaklagik biiytikliiklerini belirlemek amaciyla %1°lik agaroz jelde yiiriitildii. Jel
gorlintiisii Sekil 4.11°de gosterildigi gibidir ve bu goriintiiye goére PZR {iriinleri
beklenildigi gibi 400-600 bg arasindadir.

Boyut/bp

10037
8000
6000
5000
4000

3000
2500

2000
1500

1000
800
600

400

200

Sekil 4.11. ITS primerleriyle yapilan PZR’den elde edilen {iriinlerin %1°lik agaroz
jeldeki goriintiileri

pGEM vektoriine PZR sonu elde edilen ITS boélgelerini eklemek amaciyla T4

ligaz enzimi kullanildi. Ligasyon i¢in hazirlanan karisim +4 °C’de gece boyu (16 saat)

bekletildi.
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4.3.2.4. Transformasyon ve Plazmid izolasyonu

Transformasyonda ligasyon {iriinlerinin E.coli JM101 kompetent hiicrelerine
aktarilmas1 amaglandi. Hiicrelerin plazmidleri alip almadiklarini kontrol etmek igin
ampisilin igeren besi yerinde biyiitilerek direng taramasi ve ortama Xgal eklenerek
mavi-beyaz taramasi yapildi. Buna gore ampisiline direngli olan hiicreler besi yerinde
koloni olusturmali, Xgal’i parcalayan hiicre kolonileri mavi renkte parcalamayanlar ise
ilgili niikleotid dizisini aldig1 i¢in beyaz renktedir (Madigan et al. 2017) ve beklenildigi
gibi petrilerde beyaz renkte koloniler olustu (Sekil 4.13). Boylece beyaz kolonilerdeki
hiicrelerin plazmidleri almis olduklar1 dogruland. Ilgili plazmidler ¢ogaltildiktan sonra
E. coli IM101 hiicrelerinden izole edildiler. A5, A12, A25, A31 ve D7 izolatlar i¢in
konsantrasyonlar sirasiyla 164,3 ng/ ul, 94,0 ng/ ul, 182,0 ng/ pl, 111,8 ng/ pl ve 363,0
ng/ ul olarak hesaplandi.

4.3.2.5. Dizileme

Elde edilen dizi sonuglar1 BioEdit programi kullanilarak ITS ve D1-D2 ribozom
bolgelerinin DNA dizileri belirlendi. Diziler ¢ift tarafli okuma yapildig1 i¢in dncelikle
bu iki dizinin karsilastirmasi yapildi ve daha iyi okunmus bdlgeler yine BioEdit
programi yardimiyla “Conting” komutuyla birlestirilerek tek dizi elde edildi. A5, Al12,
A25, A31, D7 izolatlar1 i¢in ITS bolgesinin uzunluklari sirasiyla 552 bg, 558 bg, 549 bg,
515 bg, 552 bg’dir (Ek-1). Her bir izolat i¢in D1-D2 ribozom bélgelerinin uzunluklar
ise sirasiyla 555 bg, 586 bg, 584 bg, 576 be, 572 bg’dir (Ek-2). Elde edilen son diziler
BLASTIN 2.8.1+ programi (Zhang et al. 2000) kullanilarak GenBank’ta bulunan
dizilerle karsilastirildi  Cladosporium  tiirlerinin - molekiiler  karakterizasyonlari
gerceklestirildi. Karsilastirma sonucu ayni benzerlik oranina sahip tiirler Cizelge 4.3’te;

Mega 6 programinda yapilan komsuluk analizi ise Sekil 4.12 ve 4.13’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Elde edilen ITS ve D1-D2 rDNA bolgelerinin GenBank verileriyle

karsilagtirma sonucu belirlenen tiirler

izolat Numarasi ITS D1-D2
A5 C. limoniforme C. macrocarpum
C. macrocarpum C. herbarum
C. cladosporioides C. limoniforme
Al2 C. cladosporioides C. cladosporioides
C. vicinum C. tenuissimum
A25 C. ramotenellum C. ramotenellum
A3l C. cladosporioides C. phaencomae
C. phaencomae C. cladosporioides
D7 C. limoniforme C.limoniforme
C. tenellum C. macrocarpum
C. macrocarpum C. herbarum

0_{ Cladosporium macroporum isolate A5 GenBank Num: MK360768
Cladosporium macroporum isolate D7 GenBank Num: MK360772

— Cladosporium cladosporioides isolate A12 GenBank Num: MK360769
— Cladosporium cladosporioides isolate A31 GenBank Num: MK360771

Cladosporium ramotenellum isolate A25 GenBank Num: MK360770

Sekil 4.12. Filogeni, Komsuluk analizi yontemi (Saitou and Nei 1987) kullanilarak
cikarildi. Sube uzunlugu = 0.74476742 toplami olan en uygun agac¢ gosterilmistir.
fliskili taksonlarm Onyiikleme testinde (1000 kopya) bir araya getirildigi kopya
agaclarin yiizdesi, dallarin yaninda gosterilmektedir (Felsenstein 1985). Agag,
filogenetik agacin c¢ikariminda kullanilan evrimsel mesafelerle ayni birimdeki dal
uzunluklar1 ile o©lc¢eklendirilir. Evrimsel mesafeler, Maksimum Bilesik Olabilirlik
yontemi (Tamura et al. 2004) kullanilarak hesaplandi ve saha basina baz ikame
sayisinin birimlerinde yer aliyor. Analiz 5 niikleotid dizisini igcermistir. Evrimsel
analizler MEGAG6'da yapild1 (Tamura et al. 2013).
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C. macrocarpum isolate A5 GenBank Num: MK367591

C. macrocarpum isolate D7 GenBank Num: MK367395

C. rametenellum isolate A25 GenBank Num: MK367593

C. cladlosporioides isolate A12 GenBank Num: MK367592

% C. cladosporioides isolate A3f GenBank Num: MK367394

79

0.002

Sekil 4.13. Filogeni, Komsuluk analizi yontemi (Saitou and Nei 1987) kullanilarak
cikarildi. Sube uzunlugu = 0.02655032 olan en uygun aga¢ gosterilmistir. iliskili
taksonlarin Onyiikleme testinde (1000 kopya) bir araya getirildigi kopya agaclarin
ylizdesi, dallarin yaninda gosterilmektedir (Felsenstein 1985). Evrimsel mesafeler,
Maksimum Bilesik Olabilirlik yontemi (Tamura et al. 2004) kullanilarak hesapland ve
saha basina baz ikame sayismin birimlerinde yer aliyor. Analiz 5 niikleotid dizisini
icermistir. Evrimsel analizler MEGAG6'da yapildi (Tamura et al. 2013).

Elde edilen sonuglara gore, ITS ve D1D2 bdlgelerine ait molekiiler verilerin
yalnizca A25 izolatinda tek bir tiire isaret ettigi belirlendi ve bu izolatin tanist C.
ramotenellum olarak gerceklestirildi. Ancak diger 4 izolatin her iki gen bolgesine ait
dizide de %98-100 tanilama yiizdelerinde birden fazla tiir ile uyustugu anlasildi. Bu
nedenle konvensiyonel tekniklerle elde edilen veriler tiir tanisinda belirleyici olarak
kullanild1. Oncelikle Sekil 4.12 ve 4.13°de verilen komsuluk analizleri incelendiginde
A5 ve D7 izolatlari ile A12 ve A31 izolatlarinin filogenetik olarak birbirine daha yakin
oldugu anlasilmaktadir. Bunun yaninda Cizelge 4.3’de verilen olasi1 tiirlere ait
MycoBank veribankasi  (http://www.mycobank.org/) kayitlar1  incelendiginde;
konidiyoforlarin terminal ya da interkalar nodoz (siskin) olup olmamasi, 500pum’den
uzun olup olmamalari, havai hiflerin uglarinin spiral olarak kivrik ya da diiz olmast;
konidilerin boyutu ve yiizeyinin piiriizlii ya da diiz olusuna gore farkliliklar igerdigi
tespit edilmistir. Bu nedenle A5 ve D7 izolatlari, konidiyoforlarinin nodoz olup,
500pm’den kisa olmasi ve havai hiflerinin spiral olarak kivrik olmamasi nedeniyle
C.macrocarpum; Al2 ve A3l izolatlar1 ise konidiyoforlarin nodoz olmamasi ve

konidilerinin kiiresel olmamasi nedeniyle C. cladosporioides olarak karakterize
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edilmistir. Ardindan tanilanan bu izolatlarin ITS ve DI1D2 bdlgelerine ait ayr1 ayri

GenBank’a kayitlar1 gergeklestirilmis ve erisim numaralar1 alinmigtir.
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5. SONUC ve ONERILER

Hidrofobinler kararli yapilari ve yiizeylerde Oztoplanma yapabilme
yetenekleriyle farkli alanlarda kullanilma potansiyeline sahip olan proteinlerdir.
Hidrofobinlerin amfipatik 6zellikleri, hidrofilik ve hidrofobik yiizeyleri degistirmek i¢in
onemlidir. Siiper-hidrofobik yiizeylerin olusturulmasi amaciyla, hidrofobin iireticisi
olan filamentdz funguslardan seleksiyon ¢aligmasi ve en yiiksek hidrofobisiteye sahip
funguslarin se¢ilimi amacglanmigtir. Bu tez calismasinin sonucunda, biyoteknolojide
birgok alanda kullanilmak {izere, siiper-hidrofobik 6zelliklere sahip hidrofobinler elde
edilmistir. Yapilan seleksiyon g¢alismasinda farkli cinslere ait toplam 72 filamentoz
fungus arasindan siiper-hidrofobik 6zelliklere sahip olanlar se¢ilmis ve ilging bir sekilde

bu funguslarin tamaminin Cladosporium cinsine ait oldugu belirlenmistir.

Stiper-hidrofobik ylizeyler olusturmada kullanilacak hidrofobin proteini
se¢cimininde suyun degme agisinin dl¢iimiintin hizli ve etkili bir yontem oldugu bu tez

caligmasi ile dogrulanmustir.

Bu ¢alisma ile izole edilip, saflagtirilan hidrofobin proteinlerinin biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilabilmesi i¢in farkli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir. Sonraki ¢aligmalar

icin Oneriler asagida maddeler halinde verilmistir.

1. SDS-PAGE ile goriintiilenen proteinlerin daha ayrintili karakterizasyonlar
Edman sekanslama ile yapilmalidir.

2. Bu proteinlerin biyoteknolojik iiriinlerde uygulanabilmeleri i¢in biiyiik dlgekte
elde edilmeli ve rekombinant olarak iiretilmelidir.

3. Biyogiivenlik kontrollii agisindan toksik 6zellikleri belirlenmelidir.

4. Tanimlanan hidrofobin proteinlerinin yiizey kaplamalarinda siiper-hidrofobik

ylizey olusturma uygulamalarinda denenmelidir.
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EKLER

EK-1 ITS Dizileri

AS

T T TAT TRAT AT T T ARG T TE A GETATC O T AT CATOC GAGAT CAM T TAGAAATOG
GOTTOT T T TACGGOGT AU TOOC GAAT AT TTA GEGAATAGT T TECACA ACGUTTAGGRRATCAG AL
CACDCAGOURGATGAT TT GAG G ACGOG G GO ACT GUGT RO CARTAC CAA G AL GUTT GAGT GGT
CAAATEAC T TOCARC AL CUAT COC OO G EAAT A A GLG GO GUART CTGORT TEA ARG ATTORAT G
AT T A T A T T T A T T A AT T A T TATORCAT T IO T RORT T T TEATE CAT GOCAGAADT AL G
ACATOOET TR T TAAAAGT T TTAAT TTATTAAT TAAGT T T AU TEAGAL T GO AA ACTTAC GUA AGAGTTTR A
ACTETOCACOOGEAGOOC OO OOC CAA GG A GRGTE GUOOT GGA GGC AR A GA GT GRA AATO AL AGG
AT T AT AG T OCAGC TG T ACAA GO TG AT RA AT TATAAT GATOCU T O AGGT AT CTACG GA

— 551 b

Al2

T T OO T T TAT T TRATAT AT T TAALT T T T T T TOGGETATO O TACC TG ATOD GAG GTUAACTT T AL
AR T ET TR T T TACGGOGT A GO T OO GARC AT TTA GG AATAGT TTOCAC AL COCTTAGGR G
AL GAAC A O A O GG T GAT TTRA GG A G LG AT GO G T TR CCAATACCAA GUGARGTTTG
ACTGETOAAATRACCU T QAR AL GCAT COCC OO RGAAT AT A GGG GO GUAAT CTGRCGT TEOAR AL A
T A T A T T A T AR T T T A T T A AT TACTTATORC ATTTORCT GURT TET TEATO QAT GO AG
AR A A A TR T TR T TAAA A GT T T TAAT T TAT TAATTAAGT T TAC T A GACT GUAL ARTTAC GUA AL
AT TTRAAGTETOCACTOGRA GOC OOC QOO GAA GRCAGGETC GO DG RA GO AAD ARA T GRACA
ARG T TATGARC AT GTA QT TAG A GG G AT AT TRTAATGATC CUTOC GUAGGT TOADTT
ADGGA — 553 I

A5

TOOATAGETRAA T TR CAG G EATCAT TAD AAGT AL OO G OTADG G OR GEATGETTOATA ADCCTT
T TG TG T TG T T o T OO GG e CA OO TR T TG GG GG G T O G GTR GACATT T AL,
T T AT AT T T AGT O T RAG T AAAC T TAAT TAATAAAT TAAA ACTTT TAACAADGRATOTCTT GGT
TET R ATORATCARCAA G A GO ARAT RO ATAAGTAATOT GAAT T COAGAATTEAGTRAATOATON
AT T T T AR G A A T T OO T GO TAT T GO GGG AT CTET T QA GORTC ATTTEANTA T
ARG TORT TG T AT T GGG A G GO T G O GT GO T AR ATORTC ORGCT GRATOTTOTRT
T ARG T TOETGEAAAL TATTE G TAAAGGET T TOG R CAG GUT AR ORT A AR A ADDCCATTT
CTAAGOT TRACCTOGEATCAGGTAGLRGATAC COLRCTRA AT TAAGUATATOAATAAGOGRAGGL — 549
LS

Al

T OO T AT TRAT AT T TARG T TEAGO G AT AU TACC T AT T TRA G OCACATUOAT CAATAT G
TRRGET TATCARO U AOOCAG AL GEAT CAA ACCTATTACATOCA AGRCTGRUT TATATOT TTAAGGE QA G
TTTAGE ARG AT AT AATAC AT O GUTEA G GUAA AT OCAAGTOGGGT GAGLTTTOAT QAL AT
TR RCCCATEOOCT TOGEA ATACCA AR GGG GUAA AT GT TOAA ACAT TOCAT CATTUACT G
T T AT T A AT TAC T TATOG AT T IO TRORT TOT TEATOR ATR QA CAGDTA MDA CATOORTT R
TTARARCT T T TET T T T TG TATGATAT TACAT TEAT TALC TAACACT TTETRATGLR O GAL GOCATAGTTO A
CGGETETGTATGREAA M OCTOT TOT TR GA AGA CAGCAGATEOTA ACTCA ATCATTT QUATCA ARG GGUAT
TATTAATGATOCTTOOGUAGGT TOADCTACGGA. = 52 s

w1

T T T TAT T RATA TG T T ARG T TE A GETATC O T AT CATOC CAGET CAMTTTAGAAATER
GOTTOT T T TACGGOGT AU TOOC GAAT AT TTA GEGAATAGT T TECACA ACGUTTAGGRRATCAG AL
CACDCAGOURGACDGATTT GAG G AR OGGC GG ACE GEGTTROC CARTAC CAA G GAGGUTT GAGT GGT
CAAATOACC T OGARTAG GUAT GO OO G RAAT AT CAGGLG GO GUAAT GTGOGT TEA AAGATTORAT G
AT T A T EAA T T T AT TEAC AT TAC T TATORCAT T IO T GOGT T T TEATECAT ROCAGAATT AL G
AT T T T TAA AT T TTAAT TTATTAAT TAAGT T T AU TEAGALT GO AR ACTTACGUA AGAGTTTO A
ACTETOCACOOGEAGOOC OO OOC CAA GG A GRGTE GUOOT GGA GGC AR A GA GT GRA AATO AL AGG
GTTOTC AT AU T T ACAA GO TR G O TRA ACT TATAAT GATOCU T O AR GT TOAC CTADG GA

— 551 s

52



EK-2 D1-D2 rDNA Dizileri

AS

TATT T TAGOCGC AT O T A O GA G GA T TOR OO GGG CTOGUT GUATC AC AR GAGRGU TAT AR A
AT EAGCOAG T ACAT IO TE AT T TATE CAGOG G A DT A QAT CAT GUTRGROCT GUAAMDGORGE G
AT ACACORO T AR CAC T GO GGAA Ul QU AU AA T T GET TR CAATOC T TOOCT T T TAA A &
T AT T T T T T AR T T T T T ARG T T T T TEATC T T TOGATCAC TETAC T TRTGOGETATORE
T T TGO AR T AT T T AT T T ARG A A AT T T A T AT T TAGA T GUATTOC O AT A AT A
TOGTOGRAAGGAG T ACGTAT A GA G GOCT T TOC AT CUAT ACGGAT T TEA COCTOTAT GACGTOCT G
TTECARGEAATT TAGE T ORET GG CACTOA CAR GU ATOU T TACA AAT TACAA CTOGGAL QT GAL GAT
A CAT T T AT T TRAC TAT TG T T T AT OGO CRT TAC TAGAGCAATOOCT T TRGTTTIOTTTT
CCTOORCTTATTOATATEOL — 5550k

Al

ATCCTETOT TAT T TORAC A AT T A CAA G GG EAC CTOGO O GO OGCT ORCT GUATU ACAACA
G TAT AR AT A CA G TACAT TC CTCAACTOT TATOCA GGG ACTA CACRAT GUT GROCTR
CAACGOGGOCAGT AG AT GOTE AL AAG AT GLROGCAA CADT U GA A GTOTGGRT TREAATOCOTTE
T T T AR AT T T AT T T T T TAA T T T T T A T T T T TEATC T T TOGATOACTOTALTTR
T AT OGO T TG AR TAT T TAGE T T TAGA AGA ART T TACC TOCCAT T TAGAGE T GUATTOU CA
AR AATTORAT TORT O GAAC A G T AL CTAT AG AGC AT T T G GO AT AR AT TO T A OOTE
TATCACCTOCTOT TOCARGCAATT TAGE T GET GET TACTEOA CAAGUATOUTOT ACARAT TAC ARG
ACGTOCAAGA GO AG AT TTOAAAT T TRA G TAT T GUTGT T ACTOGOC ST TACTAG AGC AATOOCTGT
TEETTTCTTTTOCTOOGETTATTRATATRE — Sdaksy

AdS

TRAC AT TOGT T T T TR TG A TOC T ATOGAG G Gl UTE GU GG T GUT GUATU AT A GAGD
ATAT AR AT RAGGEAC T T ACATTOCTE AACT CTTATOCAGOR G AT ACAD CAT GUTGROUT Gl
ACCOCEOCACTACAC DO TEAGAA CAC DR RO AR A DG OG AG AR GTOTGOT TRCAATOOCT T
T T TAR AT T T AT G T T T T T AR T T T T T ARAG T T T T T CATC T T TOGAT AT TACT T GG
T AT OGO T T GO AA TAT T TAGE T T TA GAA GAAAT T TAC U TOOCAT TTAGAGU TR ATTOOU A AL
A TOGAC TG T O GAAGRA G TACGTATA GA G GO T T T G Gl AT ACGGGAT TO T A CUTET A
TRACGTOCTOT TOCAAGRARTT TAGETE GOT GO AT AG ARG CATOUTOTAC AAATTAC AT G A
OOTOCANCAC GO ACATTTOAA AT TTOA GO TATTRCTGCT TEACTORC OGTTACT ACAGUAATOOCTOTT
CETTTOTTTTOCTOORCTTAT TRATATRL 534 e

Al

TR T A GO A AT O T A O GA GO GO GG AT O GO GO TGO ATOAC A ACA GG TATALT A
T EACCCAG T ACAT OO T CARTOT TATE CAGOG R A DA CAC CAT QUTRGOCT GUAAMCGOGGC G
ACTACACOGOTCAGAA CACD GOOGGAA U G A G AA CTOT GET TR CAATOCCTTOOCTT T T AR A &
T AT T T T T AR T T T T T ARG T T T T TEATC T T TOCATCAC TOTACT TRTGOGUTATORE
T TR AATAT T TAGUT T T AGAAGAART T TACC T AT T T AGA T T GUAT TOC AR AT AL
TOORTORAAGCAGT TACCTATACA G AT CTTTOORA D CUATAC QREATTO TS ADDUTETAT QACGETOET
CTTOCARGEAAC T TARGTOG R TR CT TAC T A CAAGEATOCTET A AR AT TACAAMTT CRGAC CTUGALGA
O ACA T T TR T T T RAG TAT TR TR TEA TG COGT TAC TAGAGT AATOOCT QI TAGATTTOTTT
TOCTOORCTTATTOATATOL — 576 bep

07

ATTATACGU T T A GG GG T GO G G T G TR AT A AAGAGGU TATA ACACTOC
OGACGOA G TACAT TOCTOAA CTCT TATOCA QU GRCANC ACA TG AT T GROCTRUAA GO GGORAGTA
GACDGETEAGAR G GGG A A RO RA AR GTET GET T GOAATO DT TOOCT T T TAACAATTTE

AT T T T T T AR T T T T T ARG T T T T TEATC T T TOGATC AT TACTTOT GG TATOGRTETT
TGO AATAT T TAGC T T TACGAAGAAAT T TACC TOC CAT T TAGA GUT QUATTOOC AMAC AT GACTEGT

ORARGEAG TACGT AT AG AL GOCT T IO GACDC G AT ACG G GAT TET A CCTCTATG ADGT OOTETTE

CAAGCAATTTAGETORGET GEC CACTUAGA AGC ATOCTOTACA AATTACA ACTOR GACGETO QAL AT GO
ACAT T T ARAT T T A TAT TG TEA T ORT TAC TA GAGC A ATOOCTET T RET T TET T T TN
CATTATTGATATIAC 571 bp
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