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ÖZET 

AYDIN ĠLĠNDE BULUNAN TERMOFĠLĠK ÇEVRELERDEN ĠZOLE 

EDĠLEN TERMOTOLERANT FUNGUSLARIN MORFOLOJĠK VE 

MOLEKÜLER TANISI 

Yusuf GEROĞLU 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. H. Halil BIYIK 

2019, 67 Sayfa 

Aydın ilindeki termal su kaynaklarından ve kaynaklara yakın bölgelerdeki, 

Buharkent, Germencik, Salavatlı, Kuyucak ve Ġmamköy lokalitelerinden ilkbahar 

ve sonbahar aylarında aseptik Ģartlarda toprak ve su örnekleri alınmıĢtır. Alınan 

örnekler, uygun dilusyonlarda RBKA besiyerine steril koĢullarda yayma ekim 

yöntemiyle ekilerek inkübasyona bırakılmıĢ ve karıĢık kültürleriin izolatları elde 

edilmiĢtir. KarıĢık izolatlar PDA besiyerine üç nokta ekim yöntemiyle ekilip 

saflaĢtırılmıĢ ve stok kültürleri yapılmıĢtır. Önce morfolojik sonra moleküler tür 

tanısı yapılmıĢ. Ġzole edilen funguslardan DNA izolasyonu; DNA izolasyon 

protokolüne göre yapılmıĢtır. Ġzole edilen DNA örneklerinden ITS gen bölgeleri 

PCR yöntemiyle çoğaltılmıĢtır. Sekanslama ile gen dizileri elde edilmiĢtir. 

Mikrofungusların sekans analizi BĠOEDĠT programı kullanılarak yapılmıĢtır. 

Sekans analizi yapıldıktan sonra elde edilen dizi verileri GENBANK‟taki verilerle 

karĢılaĢtırılmıĢ ve türlerin moleküler tanısı yapılmıĢtır. Tanısı yapılan türlerin 

birbiriyle olan akrabalık derecesini araĢtırmak için MEGA programı kullanılmıĢ ve 

analizi yapılmıĢtır. Fungusların geliĢimini etkileyen toprağın içindeki organik-

inorganik madde ve nem oranı dikkate alınarak örnek alım yerlerindeki toprak 

analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmada Aspergillus, Penicillium, Mucor, 

Rhizopus, Trichoderma, Fusarium, Westerdykella, Talaromyces, Lichtheimia, 

Sarcopodium, Scedosporium ve Curvularia cinsi funguslara ait türler morfolojik 

ve moleküler olarak tanılanmıĢtır 

 

Anahtar Kelimeler: Termofilik, Termotolerant, Fungus, ITS, rDNA, Moleküler 

Tanı, Morfolojik tanı, Termal Su Kaynakarı. 
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ABSTRACT 

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF 

THERMOTOLERANT FUNGI ISOLATED FROM 

THERMOPHYLIC ENVIRONMENT IN AYDIN 

 Yusuf GEROĞLU 

M. Sc. Thesis, Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. H. Halil BIYIK 

2019, 67 Pages 

Soil and water samples were collected in aseptic conditions in spring and autumn 

from the localities Buharkent, Germencik, Salavatlı, Kuyucak and Ġmamköy 

regions in Aydın province close to the thermal water sources. The samples were 

cultured in the appropriate dilutions on RBKA medium in sterile conditions and 

incubated. Isolated of mixed cultures were obtained. Mixed isolates were planted 

in PDA medium by three-point planting method and stock cultures were prepared. 

Firstly morphological diagnosis of the species was made and then molecular 

diagnosis of the species made to DNA isolated from fungi. Than used DNA 

isolation procedure. ITS gene regions was used for PCR. Gene sequences were 

obtained. Sequence analysis of microfungi was performed using BIOEDIT 

program. After the sequence analysis, obtained sequence data were compared with 

the data in GENBANK and the molecular diagnosis of the species was made. The 

MEGA program was used and analyzed to investigate the degree of affinity of the 

species identified. MEGA was also used to obtain genetic similarity of fungi to 

each other. Soil analysis at sampling sites was performed by taking into 

consideration the organic-inorganic matter and moisture content of the soil 

affecting the development of fungi. In this study, species belonging to Aspergillus, 

Penicillium, Mucor, Rhizopus, Trichoderma, Fusarium, Westerdykella, 

Talaromyces, Lichtheimia, Sarcopodium, Scedosporium and Curvularia species 

were determined morphologically and molecularly 

. 

Key Words Thermophilic, Thermotolerant, Fungus, ITS, rDNA, Molecular 

Characterization, Morphological Characterization, Thermal Water Resource. 
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1. GĠRĠġ 

Termofilik ve termotolerant terimi, gerçekte “ısı seven”, anlamına gelen çok farklı 

mikroorganizma grupları arasında ortaya çıkan bir özelliktir. Termofilik özelliğe 

sahip organizmalar Bakteriler ve Arkea‟larda gözlenirken, hipertermofiller ise 

çoğunlukla Arkea‟lardan oluĢmaktadır. Bununla birlikte, termotolerant özelliğe 

mikroorganizmalar belirli yüksek sıcaklıklarda geliĢebilme özelliğine sahiptir. 

Funguslarda görülen termotolerant özelliği; 45 °C ile 55 °C arasındaki her 

sıcaklıkta gelĢebilme özelliği termotolerant olarak sınıflandırılır. Ökarya 

domaininde yüksek sıcaklıklarda yaĢam nadir görülen bir fenomendir. 

Bilinen tahmini 600.000 mantardan sadece küçük bir kısmın termofilik olduğu 

kabul edilir ve 45 ila 55 °C arasındaki sıcaklıklarda geliĢebilirler. Bununla birlikte, 

mantarlardaki termofiller; bakteri veya archaea'daki kadar ekstrem olmasa da bazı 

türleri sıcak su kaynaklarında veya hidrotermal bacalarda 113 °C'ye varan 

sıcaklıklarda büyüyebilirler. Üstelik bu durum termofilik organizmaların nasıl var 

olduğunu ve çoğu yaĢam formu için ölümcül olan sıcaklıklarda yaĢabildiklerini 

anlamak için önemli olmuĢtur. Fungus alemindeki termofilinin yeni termal niĢler 

elde etmek için bir adaptasyon yerine günlük yüksek sıcaklıklara ve mevsimsel 

değiĢimlere adaptasyon olduğu tahmin edilmektedir. Termofilik funguslar bu 

dünyada geliĢtiklerinden beri doğanın ekonomisinde önemli bir rol 

oynamaktadırlar. Biyoteknolojik önemleri yanında ,mantar kompostları 

hazırlamada da oldukça önemli organizmalardır (Maheshwari ve ark., 2000). 

Tez çalıĢmamızın amacı; termofilik ve termotolerant mikrofungusların 

biyoteknolojik öneme sahip olmaları, ülkemizde 140‟a yakın jeotermal saha 

bulunmasına rağmen bu alanlarda termofilik ve termotolerant mikrofunguslarla 

ilgili yapılmıĢ çok fazla çalıĢmanın bulunmaması, izole edilen fungusların 

morfolojik tanılamanın yanında moleküler yöntemler kullanılarak, en doğru 

sonuca ulaĢılmasıdır.  

Termofilik Fungusların Tanımlanması 

Mikrofunguslar çevre ve geliĢtikleri sıcaklık koĢullarına göre termotolerant ve 

termofilik olarak sınıflandırılmıĢtır. Termotolerant funguslar için, en düĢük 25 °C 

ile en yüksek 40 °C‟de geliĢim göstermektedir. Termofilik funguslar ise en iyi 



2 

geliĢtikleri sıcaklık aralığı 40-57 °C olarak tanımlanırken en yüksek sıcaklık 61°C 

üreyebildikleri daha önceki çalıĢmalarda belirlenmiĢtir (Romanelli ark., 1975). 

Fungusların birçoğu, 40-45 oC‟den yüksek sıcaklıklarda geliĢemedikleri için 

termofilik funguslar uzun süre fark edilmemiĢtir. YaklaĢık yüz yıl önce Lindt 

tarafından ekmekten Mucor pusillus türü izole edilmiĢtir. Lindt‟in yaptığı bu 

çalıĢma izole edilen ilk termofilik fungus olma özelliğini taĢımaktadır. Daha sonra 

Tsiklinskaia tarafından Thermomyces lanuginosus patatesden izole etmiĢtir. Bu 

küflerin her ikisi de tesadüfen keĢfedilmiĢlerdir. Hugo Miehe, termofilik funguslar 

ile ilgili geniĢ araĢtırmalar yapan ilk kiĢi olmuĢtur. Miehe'in yaptığı çalıĢmalardan 

dolayı termofilik fungusların temel yaĢam koĢulları belirlenmiĢtir. Allen ve 

Emerson, bitki kümelerinin içerdiği besinlerin, hacminin ve havalandırma 

koĢullarının termofilik fungusların üremelerine etkisini göstermiĢlerdir. Bu 

çalıĢmalardan sonra, Cooney ve Emerson‟un 1964‟te izole ettikleri 13 termofilik 

fungus türünü yaĢama ortamlarına göre sınıflandırmıĢ ve bu alanda çalıĢmaların 

artmasını sağlamıĢlardır (Deacon ve ark., 2007). 

Termofilik fungusların tanımlanması zor ve oldukça karmaĢıktır. Ġlk 

sınıflandırmalarda, Ġngilizce dıĢındaki dillerde yazılıĢları, tür adlarında 

karıĢıklıklara neden olmuĢtur. Bu nedenle fungusların bazı türleri birden fazla adla 

açıklanmıĢ ve yeni sınıflandırma yapıldığında aynı funguslar farklı adlar ile 

tanımlanmıĢtır. Örneğin, Thermomyces lanuginosus, Humicola lanuginosa gibi 

türler birçok adla adlandırılmaktadır. Fungusların eĢeyli ve eĢeysiz üreme 

evrelerine göre sınıflandırılmaları farklı adlar almalarında karıĢıklığa neden 

olmaktadır. Örneğin, Sporotrichun (Chrysoporium) thermophile eĢeysiz evredeki 

adı, Myceliophthora thermophile eĢeyli evredeki adıdır. Termofilik fungusların 

tanımlanmasının zorluğu termofilik ve termotolerans ayırım ile daha da artmıĢtır. 

Termofilik olarak tanımlanmıĢ Achaetomium thermophilium, Sordaria 

thermophila, Gilmaniella thermophila türleri günümüzde termotoleran olarak 

bilinmektedir (Maheshwari ve ark., 2000). 

Crisan (1973) termofilik mikrofungusların termofilik özelliklerini açıklayan bazı 

hipotezler öne sürmüĢtür. Mikroorganizmalardaki yağ asitlerinin tipleri, üreme 

sıcaklıklarını belirlemekte ve geliĢimlerini etkilemektedir. Yüksek sıcaklıklarda 

hücreiçinde ve hücre zarının yapısında bulunan yağların erimesi gerçekleĢebilir ve 

hücrenin bütünlüğü yok olabilir. Üreme ısıları yükseldikçe birçok hücrede 

genellikle doymuĢ yağ asitleri görülmektedir (Crisan ve ark., 1973). 



3 

Termofilik Fungusların Termofili Mekanizması 

Termofilik mikroorganizmalar doymuĢ yağ içerdikleri için, yüksek ısılarda 

hücresel özelliklerini termotolerantlara göre daha iyi koruyabildiği gözlenmiĢtir. 

Yağların en önemli kısmı hücre zarında bulunan fosfolipitlerdir. Yağ asitlerinin 

satürasyonundaki değiĢiklik hücre içinde gerçekleĢen metabolik olayları 

etkilemektedir. Yüksek sıcaklıklarda hücre zarındaki akıĢkanlık artmakta ve hücre 

içindeki sıvı miktarı düĢtüğü için geçirgenlik değiĢmektedir. Bu yönden 

bakıldığında, Crisan tarafından önerilen lipit çözünürlük hipotezi kabul edilebilir. 

Ġkinci bir hipoteze göre, temel metabolitlerin tekrar tekrar hızlı sentezinin 

olmasıdır. Termofilik mikroorganizmaların bilinen metabolik yollar dıĢında bir 

mekanizmaya sahip olmadıkları yapılan çalıĢmalarda desteklenmiĢtir. ÇeĢitli ısıya 

dirençli enzimler izole edilmiĢ, ancak hepsinde ortak olan bir enzim ya da 

makromolekül bulunamamıĢtır. 

Termofilik ve termotolerant fungusların hiflerinde ultrastrüktürel düzeyde yapısal 

farklılıklar bulunmuĢtur. Hepsinde olmasa da, bazılarında sitoplazmik zara bağlı 

yağ dolu cisimcikler görülmüĢtür. Bu yapıların endoplazmik retikulumda devam 

ettiği gösterilmiĢtir. Asıl lipit depolanması, 50 ºC‟de değil, 37 ºC‟de üreyen 

hiflerde bulunmaktadır. Bu yağ cisimcikleri tam anlaĢılmamakla birlikte, termofili 

mekanizması ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (Hundson ve ark., 1987). 

Termofilik funguslar bulundukları yerlere göre, jeotermal bölgelerde üreyenler ve 

çürümüĢ bitki kümeleri, gübre gibi kendini ısıtan (self-heating) kaynaklarda 

üreyenler olmak üzere iki gruba ayrılmıĢlardır. Jeotermal topraklar, dünyada 

birçok yerde bulunmaktadır. Örneğin; Amerika BirleĢik Devletleri‟nde 

Yellowstone Milli Parkı‟nda bu tür sıcak su kaynakları mevcuttur. Buradaki 

toprağın özelliği, ısısının 70ºC ve daha fazla olması, ağır metaller içermesi, pH‟nın 

2-7 olması ve az organik madde içermesidir (Redman ve ark., 1999). 

Termofilik fungusların en zengin bulunduğu yerlerden biri çürümüĢ organik 

maddelerden oluĢan, azot gibi mineral besinleri içeren, pH‟sı 4-8 olan, iyi 

havalanan bitki kümeleridir (Deacon ve ark., 2007). Bu kümelere bilinen en iyi 

örnek, bahçedeki yığınlardır. Diğer örnekler buğday, saman yığınları, at veya 

domuz gübresi, kuru ot veya mısır yığınları, tahta parçaları, toz haline getirilmiĢ 

ağaç ve Ģehir çöpleridir (Crisan ve ark., 1973). 
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Aslında bu tür funguslar çevremizde çok yaygındır. Isısı 40-50 ºC olan sıcak 

sulardan, topraktan, sıcak havuzlardan, yağmur ormanlarının etrafından, 

çamurdan, ağaç yapraklarından, topraktan hem termotolerant hem de termofilik 

funguslar bir arada izole edilmiĢtir (Deacon ve ark., 2007). 

ÇürümüĢ madde kümesinde dört aĢamalı bir olay gerçekleĢir. Bunlar mezofilik 

aĢama, termofilik aĢama, soğutma aĢaması ve olgunlaĢma aĢamasıdır. Ġlk aĢamada, 

yeterli miktarda Ģeker ve amino-asitler bulunduğu için, mikroorganizmalar 

üremeye baĢlar. Mezofilik organizmaların metabolik aktivelerinden dolayı, 

ortamın ısı derecesi yavaĢ yavaĢ yükselir. Rhizomucor pusillus ve Aspergillus 

fumigatus gibi bazı funguslar ve Bacillus stearothermophilus bazı termofilik 

bakteriler pH 7‟nin altında ve ısı 40 ºC olduğunda üremeye baĢlar. Ortamın pH‟sı 

9, ısı derecesi 70-80 ºC‟ye kadar arttığında, olayı baĢlatan mikroorganizmalar ölür 

ya da inaktive olurlar. Termofilik türler bu aĢamadan sonra üremeye baĢlarlar. Bu 

funguslar, bitki kümesindeki hücrelerin duvarlarındaki sellüloz gibi maddeleri 

çözerler. Sonunda ısı derecesi düĢerken mezofil organizmalar tekrar üremeye 

baĢlar ve termofiliklerin yerine geçerler. Aspergillus fumigatus gibi bazı ısıya 

toleran türler üremeye devam ederler. Bu fungusun üreme ısı aralığı 12-55 oC 

olduğu için, termofilik bir fungus değildir. Ancak çürümüĢ bitki kümesinin 

içindeki en çok görülen fungustur (Anastasi ve ark., 2005). 

Özellikle bitki kümelerinde, baĢlangıçta bulunan Rhizomucor türleri 20-55 ºC 

aĢamasından sonra ısı yükselince inaktive olur ve bir daha üremezler. Kendi 

kendine ısınan kuĢ gübreleri ve sıcak topraklar gibi yerlerde en yaygın görülen 

fungus Thermomyces lanuginosus‟dur. Üreme ısısı 52-55 oC‟dir. Bu fungusun 

sellülozu ayırma yeteneği olmadığı için, sellülozu ayırma yeteneği olanlar ile ortak 

yaĢamı sayesinde selülotik aktivitelerinden ortaya çıkan Ģekerleri kullanan bir 

fungustur (van Heerden ve ark., 2002). 

Mikroorganizmalar ölümcül ısı derecesinde kısa bir süre bulunduktan sonra 

kazanılmıĢ termotolerans mekanizması sayesinde canlı kalabilirler. Termotolerant 

funguslar, aniden yüksek ısıya maruz kaldıklarında, ısı Ģok proteinleri (heat-shock 

protein, HSP) sentezinin artıĢı ile canlı kalmaları arasında bir iliĢkili olduğu 

düĢünülmüĢtür. Termofilik bakteriler termotolerans kazanmak için HSP‟lerini 

sentez ederler. Konidyumları 50 ºC‟de çimlenmeye baĢlar, ısı Ģokundan sonra 

konidyumlar daha dayanıklı olur (Maranon ve ark., 1999). 
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Wright ve ark., (1983)‟te Talaromyces thermophilus türünün üreme ısısının 50 
oC‟den 33 ºC‟ye düĢmesine rağmen, doymamıĢ yağ asitlerinin bu sıcaklıklarda 

değiĢmediğini saptamıĢlardır. Bu olay, oleatın linoleata değiĢiminin engellenmesi 

ile iliĢkili olabilir. Thermomyces lanuginosus gibi bazı fungusların ise 50 oC‟de 

içerdiği linoletik asit oranı 30 ºC‟dekinden iki kat daha fazladır (Wright ve ark., 

1983). 

Isı Ģok yöntemi kullanıldığı zaman, bazı termotolerant fungus türleri termofilik 

derecede üreyebilirler. Fungus hücreleri termotolerans kazanırsa, sitoplazma ve 

zardaki makromoleküllerin çözünmeleri artar. Saccharomyces cerevisiae türü 60 

dakika, 43 ºC‟de üretildiğinde, mayanın bir sonraki aĢamada daha yüksek ısıda 

üreyebilmesi, yani termotolerans kazanması sağlanır (Sridhar ve ark., 2002). 

Maya hücrelerin termotolerans kazanma olasılıkları, durağan (stationary) evrede, 

çoğalma (expontially) evresinden daha fazladır. Hücrelerin yüksek ısıda 

ölmelerinin nedeni, kinetik bozukluktan değil, en az iki farklı polimerazın geri 

dönüĢümsüz değiĢmesinden (denatürasyonundan) dolayıdır (Obuchi ve ark., 

2000). 

Termotolerans kazanılmasında trehaloz gibi bazı karbonhidratlar rol oynayabilir. 

Ribeiro (1999), S. cerevisiae‟da ısı-Ģok cevabı oluĢumundan sonra trehaloz 

biriktiği göstermiĢtir. 

Termofilik Fungusların Sınıflandırılması 

Mikologlar eĢeyli üreme sporu oluĢturamayan fungusları “imperfekt”, eĢeyli 

üreme sporuna sahip olanlara ise „perfekt‟ olarak adlandırmıĢlardır. Sıklıkla 

karĢılaĢılan bir diğer terim ise birden fazla Ģekil alabilen anlamına gelen 

„pleomorfik‟ („Pleomorfizm‟ maya-misel fazı değiĢimi anlamına gelen dimorfizm 

yerine de kullanılabildiğinden kafa karıĢtırmaktadır) terimidir. „Ġmperfekt‟bir 

fungusun aynı zamanda „perfekt‟ olduğunun görülmesi ile ortaya “eĢeysiz 

safha/faz/evre” ve “eĢeyli safha/faz/evre” gibi ek etimolojik problemlerin açığa 

çıkmasına sebep olmuĢtur. Tüm bu terimler tutarsız bir Ģekilde kullanılmakta ve 

yanlıĢ yorumlanmaktadır. Bu nedenle 1970li yıllarda Hennebert ve Weresub 

mitotik sporların oluĢtuğu morfolojik evre olan eĢeysiz safha için anamorf; 

mayotik sporların oluĢtuğu morfolojik evre olan eĢeyli safha için telemorf; tüm 

evreleri gösteren funguslar için ise holomorf terimini kullanmıĢlardır (Hennebert 
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ve ark., 1979; Weresub ve Hennebert, 1979). Bu terminoloji 1981‟de Botanical 

Congress tarafından kabul edilmiĢ ve „anamorf‟ ve „teleomorf‟ terimleri yaygın bir 

Ģekildekullanılırken „holomorf‟ terimi daha az ilgi çekmiĢtir (Bennett ve ark., 

2010). Son yıllarda eski “Botanical Code”un 59. maddesini revize etmek amaçlı 

ciddi bir değiĢiklik yapılması söz konusu olmuĢtur ve bu değiĢiklik Melbourne‟de 

düzenlenen 2011 International Botanical Congress‟in Nomenklatür Bölümünde 

kabul edilerek “Bir Fungus : Bir isim” (one fungus : one name) kuralı kabul 

edilmiĢtir (Norvell, 2011; McNeill ve ark., 2012). 

 

ġekil 1.1. Bir fungus: Bir isim (Dual Nomenculture to 'One Fungus, One name'). 

(Salar ve ark., 2018) 

Salar (2018)‟de yayınladığı „THERMOPHILIC FUNGI, Basic Concepts and 

Biotechnological Applications‟ kitabında son yıllarda yapılan moleküler filogeni 

ve taksonomi çalıĢmaları sonucu bazı termofilik ve termotolerant mikrofungus 

türlerinin isimlerinin değiĢtiğini tespit etmiĢtir. Bazı değiĢen termofilik ve 

termotolerant mikrofunguslar ġekil 2‟de verilmiĢtir. 

Son yıllarda geliĢen teknoloji ile beraber moleküler çalıĢmaların önemi daha da 

arttırmıĢtır. Fungusların adlandırılmasında oluĢan karıĢıklıkları önlemek için 
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oluĢturulan fungus veri bankaları; Index Fungorum 

(http://www.indexfungorum.org), MycoBank (http://www.mycobank.org), Fungal 

Names (http://www.mycolab.org.cn/en/index.aspx), CABI databases 

(http://www.speciesfungorum.org) gibi veri bankaları fungusların yanlıĢ 

adlandırılmasının önüne geçmeyi hedeflemiĢtir (Salar ve ark., 2018). 

 

ġekil 1.2. Son yıllarda ismi değiĢen termofilik ve termotolerant mikrofungus 

türleri (Salar ve ark., 2018) 

Fungal türlerin teĢhisi ve karakterizasyonu gereklidir (Zhang ve ark., 2007). 

Fungusların morfolojik karakterlerine göre yapılan sınıflandırmalar, moleküler 

sistematikle belirlenen filogenetik iliĢkilerle birlikte yeniden değerlendirilmelidir. 

Taksonlar arasında morfolojik karakterlerin birbirine anlamlı olmayan benzerliği, 

indirgenmiĢ olabileceği yada taksonlar arasında ortadan kalkmıĢ olduğu 

durumlarda, filogenetik analiz için moleküler karakterlerin kullanımı önem 

http://www.indexfungorum.org/
http://www.mycobank.org/
http://www.mycolab.org.cn/en/index.aspx
http://www.speciesfungorum.org/
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kazanmaktadır (Blackwell ve ark., 2007). Geleneksel olarak fungusların 

sınıflandırılmasında temel kriter eĢeyli üreme yapılarıdır. Moleküler karakterlerin 

kullanımının bir avantajı da, aseksüel fungusların sınıflandırılmasındaki 

belirsizliği ortadan kaldırıp onların en yakın akrabaları içinde sınıflandırılmalarını 

sağlamasıdır (Blackwell ve ark., 2007). 

Fungusların sistematiği oldukça değiĢken ve karmaĢıktır. Fungi alemindeki 

grupların belirlenmesi ve sınıflandırılma çalıĢmaları oldukça eski olmakla birlikte, 

2004 yılında baĢlatılan ve Ģu anda da devam eden AFTOL olarak isimlendirilen 

ortak bir çalıĢma ile (yeni moleküler çalıĢmalar ve filogenetik yöntemler 

kullanılarak) fungusların tüm gruplarının en yüksek düzeyde moleküler 

(filogenetik) sınıflandırılması hedeflenmiĢtir. Bu çalıĢmada toplam 195 taksonu 

içeren bir fungus grubuyla çalıĢılmıĢ ve sonuçta 7 filum [Chytridiomycota, 

Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota, 

Dikarya: (Ascomycota, Basidiomycota)] 10 subfilum, 35 sınıf, 129 ordo Ģeklinde 

bir sınıflandırma elde edilmiĢtir (Hibbett ve ark., 2007). Bu projeyle elde edilen 

yeni sınıflandırmalardaki en önemli değiĢiklik geleneksel olarak Chytridiomycota 

ve Zygomycota içerisinde sınıflandırılmıĢ olan organizmalarla ilgilidir. Moleküler 

çalıĢmalar ile beraber, Chytridiomycota oldukça sınırlandırılmıĢ ve 

Blastocladiomycota ve Neocallimastigomycota ayrı flagellumlu filum içine 

alınmıĢtır. Geleneksel olarak Zygomycota içerisinde yerleĢen taksonlardan 

Glomeromycota ve birkaç subfilum (Mucoromycotina, Entomophthoromycotina, 

Kickxellomycotina ve Zoopagomycotina) içinde değerlendirilmeleri 

tamamlanmıĢtır. Ayrıca Microsporidia Fungi alemine dahil edilmiĢ fakat bu 

grubun daha ileri seviyedeki ayrımından bahsedilememiĢtir. Sınıflandırılmaları 

belirsiz birkaç bazal fungus cinsi (Basidiobolus, Caulochytrium, Olpidium ve 

Rozella ) daha üst taksonlara yerleĢtirilmiĢtir (Hibbett ve ark., 2007). 

Fungi alemi içinde yer alan organizmaların yaĢam döngülerinde hem eĢeyli hem 

de eĢeysiz üreme safhaları yer almaktadır. Fungusların sınıflandırılmasında 

kullanılan temel kriterler, yaĢam döngülerinin eĢeyli safhasında oluĢturdukları bu 

üreme yapılarıdır (Moore-Landecker, 1996). Ancak eĢeyli üreme yapıları özel 

koĢullar altında oluĢturulduğu için bazı fungusların eĢeyli safhası ya henüz 

belirlenememiĢ ya da bazı funguslarda bu safha tamamen ortadan kalkmıĢ olabilir. 

Bundan dolayı günümüzde funguslar iki farklı Ģekilde sınıflandırılmaları 

yapılmaktadır. Birincisi, fungusların yaĢam döngülerinin eĢeyli safhalarında 

oluĢturdukları fruktifikasyon yapıları, eĢeyli sporları ve tallus yapıları kriter 
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alınarak gerçekleĢtirilen sınıflandırma teleomorfik sınıflandırma olarak 

adlandırılır. EĢeyli üreme yapıları tespit edilemediği için, bazı funguslar tallus 

yapıları ve eĢeysiz üremede oluĢan sporları göz önüne alınarak sınıflandırılırlar, bu 

sınıflandırma biçimi ise anamorfik sınıflandırma olarak adlandırılır (Sneh ve ark., 

1991). 

Anamorfik sınıflandırmada kullanılan yöntemlerin ortak özelliği gözlemlere dayalı 

olmasıdır. Bu yöntemin dezavantajı, fazla zaman alması ve hata yapma olasılığının 

fazla olmasıdır. Bazı fungusların sınıflandırılmasındaki bu belirsizlik çoğu zaman 

aynı taksona iki farklı isim verilmesine hatta farklı organizmalara da aynı ismin 

verilmesine neden olabilmektedir (Reynolds ve Taylor, 1992). 

Fungusların Moleküler Tanısı 

Funguslar aleminde sınıflandırmada tür karıĢıklıkların önlenmesi için günümüzde 

güvenilirliğinden dolayı moleküler yöntemler daha çok kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 

Moleküler yöntemlerde genel olarak kullanılan molekül DNA molekülüdür. 

Evrimsel süreçte değiĢikliğin ilk olarak yansıdığı molekül DNA‟dır. DNA ile 

yapılan araĢtırmalar daha güvenilir ve daha hızlı sonuçlar elde etmeyi 

sağlar.(Taylor ve ark., 2000). 

Polimeraz zincir reaksiyonu yönteminin keĢfiyle organizmaların genlerinin 

klonlanması ve bunların birbirleriyle karĢılaĢtırılması moleküler (filogeni) 

sistematik alanda büyük bir kolaylık sağlamıĢtır. 

Özgüllük ve duyarlılığın yüksek olmasından dolayı, PCR yöntemlerinin 

kullanılması fungusların moleküler tanımlanması için kullanıĢlı olmakta ve fungal 

suĢların, türlerin yada daha üst takson gruplarının belirlenmesi amacıyla 

kullanılabilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu yöntemi aracılığıyla elde edilen 

bilgiler sayesinde mevcut taksonlar için spesifik oligonükleotid primerlerin 

tasarlanması mümkün hale gelmiĢtir (Dieffenbach ve ark., 1993). Fungal türler 

arasındaki polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS gen bölgesi, günümüzde bir 

türün doğru olarak tespiti açısından evrensel olmasıyla daha kullanıĢlı ve bu 

uygulama ile diğer tüm türlerden büyük ölçüde ayrılabilmektedir. Bununla birlikte, 

ITS gen dizilerindeki varyasyon ve bu varyasyonu doğrudan değerlendirebilen 

PCR temelli teknikler sayesinde fungus izolasyonuna gerek kalmaksızın konukçu 

bitkiler üzerindeki ve çevresindeki bir çok fitopatojenik fungus türünün 
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belirlenmesi kolay hale gelmiĢtir (Maukhamedov ve ark., 1994). Spesifik fungus 

türlerine ait primerlerle gerçekleĢtirilen PCR amplifikasyon yöntemleri sadece 

teĢhiste değil, simbiyotik ve zorunlu parazitlik konusundaki çalıĢmaları 

aydınlatmayı da büyük oranda kolaylaĢtırmıĢtır. Örneğin normal izolasyon 

yöntemleriyle izolasyonu mümkün olmayan mikorizal fungus türü DNA‟sının 

spesifik amplifikasyonu bitki köklerinden elde edilebilmiĢtir (Di Bonita ve ark., 

1995). 

Mikolojide PCR yöntemi uygulamaları ilk kez White ve ark. (1990) tarafından 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmalarında, fungusların filogenetik ve taksonomik 

iliĢkilerini ortaya koymak amacıyla rDNA‟nın doğrudan çoğaltılması ve nükleotid 

dizilerinin belirlenmesini kapsamaktadır. 

PCR yöntemi ile gen çoğaltma iĢlemi, moleküler ve filogenetik çalıĢmalarda DNA 

dizi analizi için kullanıĢlı olduğu ispatlanmıĢ. Elde edilen DNA gen bölgeleri; 

çekirdek, mitokondrial rDNA ve protein kodlayan genleridir (Bridge ve ark., 

1998). DNA dizi analizi Trichoderma taksonomisine önemli katkılar sağlamıĢtır. 

Bu yöntem kullanılarak yaklaĢık atmıĢtan fazla fungus türü tanımlanırken, iki yada 

daha fazla gen de karakterize edilmiĢtir. Sonuç olarak moleküler analizler 

sayesinde morfolojik tanı yöntemi temeline dayalı olarak belirlenenden daha fazla 

türün varlığı ortaya çıkarılmıĢtır (Samuels, 2004). 

rRNA genlerinin kodlandığı DNA dizileri funguslarda taksonomik iliĢkilerin ve 

genetik varyasyonun belirlenmesi çalıĢmalarında geniĢ oranda kullanılan 

yöntemdir. Funguslarda çekirdek rDNA (rRNA gen kümesi) ardıĢık tekrarlanan 

rDNA dizi birimleri olarak organize olmuĢtur (Salazar ve ark., 2000). rRNA gen 

kümesi hem çekirdek hem de mitokondrilerde bulunur ve oldukça korunmuĢ ve 

değiĢken bölgelerden meydana gelmektedir (White ve ark., 1990). 

PCR Tekniği 

Polimeraz Zincir Reaksiyon yöntemi temelde üç aĢamada gerçekleĢmektedir. 

DNA Zincirinin Açılması (Denaturation): Kalıp olarak kullanılan DNA (template 

DNA), 92-95 oC‟de 2-5 dakika tutularak çift sarmal yapıdaki DNA iplikçiklerinin 

birbirlerinden ayrılması sağlanmaktadır. DNA zincirini ayırmak için, bazı 

durumlarda 5-10 dakika ön ısıtma yapmak gerekebilir (Watson ve ark., 1992; 

Hadidi ve ark., 1995). 
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Primerlerin Açılan DNA Zincirlerine YapıĢması (Annealing): Reaksiyon 

sıcaklığının, 37-65 oC‟ye düĢürülerek oligonükleotid primerlerinin açılan DNA 

zincirlerinin kendi baz dizilerine karĢılık gelen bölgeye yapıĢması iĢlemidir. Bu 

iĢlem, üretilecek baz uzunluğuna bağlı olarak 30-60 saniyede gerçekleĢmektedir 

(Innis ve Gelfand 1990). 

Primer Uzaması (Primer Extesion): DNA zincirleri üzerine yapıĢan primerlerin 

DNA polimeraz enziminin (Taq DNA polymerase) aktif olmasıyla beraber 

sentezin gerçekleĢmesini sağlamaktır. Thermus aquaticus‟tan elde edilen Taq 

DNA polymerase enzimi 72 oC sıcaklıkta daha iyi çalıĢtığı için genel olarak tüm 

çoğaltma iĢlemleri bu sıcaklıkta yapılması tercih edilmektedir (Erlich ve ark. 

1991). PCR amplikasyonu sonucunda elde edilen ürün, çoğaltılması hedeflenen 

DNA parçası ile iki primerin toplam uzunluğu kadardır (Hadidi ve ark., 1995). Üç 

basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) oluĢan iĢlem, bir 

polimeraz zincir reaksiyonunun devrini temsil etmektedir. Bu iĢlem, genel olarak 

25 ile 40 defa arasında tekrar edilerek baĢlangıçtaki DNA gen dizisinden 

milyonlarca yeni DNA gen bölgesi çoğaltılması yapılmaktadır. PCR sonucunda 

elde edilen DNA gen bölgeleri (ürün) agaroz veya poliakrilamit jellerde 

yürütüldükten sonra, ethidium bromide (EtBr) veya gümüĢ nitrat (GN) ile 

boyanarak gözlemlenir (Hadidi ve ark., 1995). 

PCR Optimizasyonu 

Polimeraz zincir reaksiyonu teknolojisinin geliĢmesiyle çok farklı PCR 

uygulamaları da ortaya çıkmıĢtır. Bu nedenle, yeni PCR uygulamalarının düzenli 

ve optimum bir Ģekilde çalıĢması için, her laboratuarda tekrardan PCR koĢullarının 

ayarlanması gerekmektedir (Hadidi ve ark., 1995). PCR Ģartları yeni PCR 

uygulaması için uygun bir Ģekilde yeniden ayarlanmazsa bazı problemlerle karĢı 

karĢıya gelebilir ve tekrardan PCR koĢullarının optimize edilmesi gerekebilir. PCR 

koĢulları optimize edilmezse problemler oluĢur (Innis ve Gelfand 1990; Erlich ve 

ark., 1991; Hadidi ve ark., 1995). Bu problemler; 

1. PCR‟dan elde edilmek istenen ürün ya az elde edilir yada hiç elde edilemez. 

2. Primerlerin yanlıĢ bağlanmasıyla sonucu spesifik olmayan bantlar oluĢabilir. 

3. Primerler yanlıĢ Ģekilde uzayabilir. 
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4. Primer-dimer oluĢumu ortaya çıkabilir ve bu oluĢumlar çoğaltma iĢlemini 

yavaĢlatabilir veya durdurabilir. 

5. Yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon gerçekleĢebilir veya istenilenden 

farklı diziler elde edilebilir. 

PCR ÇalıĢma ġartlarını Etkileyen Faktörler 

Kullanılan Enzim Konsantrasyonu: PCR Ģartları optimize edildiği zaman 100 µl 

reaksiyon için önerilen Taq DNA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2.5 ünite 

kadardır. Fakat reaksiyon için gerekli enzim ihtiyacı kullanılan kalıp DNA‟ya veya 

kullanılan primerlere göre değiĢebilir. Enzim konsantrasyonu düĢük olursa elde 

edilecek ürün (DNA) az olur. Eğer enzim konsantrasyonu yüksek olursa spesifik 

olmayan bantlar ortaya çıkabilir (Innis ve Gelfand, 1990; Erlich ve ark. 1991; 

Yang ve ark., 1992). 

Magnezyum Konsantrasyonu: PCR uygulamalarında magnezyum (Mg) iyon 

konsantrasyonunun ayarlanması oldukça önemlidir. Çünkü Mg iyonunun 

konsantrasyonu açılan DNA zincirlerine primerlerin yapıĢmasını sağlamaktadır. 

Kalıp DNA‟nın açılma sıcaklığını, PCR sonucunda elde edilen DNA‟nın 

kalitesini, primer-dimer reaksiyonunda bağ oluĢumlarını, enzim aktivitesini ve 

güvenilir sonuç elde edilmesini etkilemektedir. Ayrıca, Taq DNA polimeraz 

enziminin iyi çalıĢabilmesi için; kalıp DNA, primerler ve nükleotid bazları 

üzerinde serbest Mg iyonlarının bulunması gerekir. Bu yüzden 0.5-2.5 mM 

arasında Mg iyonlarının dNTP konsantrasyonu içerisinde bulunması 

gerekmektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Hadidi ve ark., 1995). 

Deoksinükleotid Trifosfatlar (Deoxynucleotide Triphosphates=dNTPs) Her bir 

deoksinükleotid (A, G, C, T) konsantrasyonu 20- 200 µM arasında olduğunda 

genellikle PCR uygulamalarından iyi sonuç alınabilmektedir. Bu dört bazın 

konsantrasyon içerisindeki oranı eĢit olmalıdır. BaĢlangıç stok solüsyonu 10 mM 

kadar seyreltildikten sonra, küçük hacimlere ayrılarak –20 oC‟de saklanmalıdır. 

dNTP konsantrasyonunun yüksek olması yeni sentezlenen DNA dizilerinde 

istenilenden farklı dizilerin (misincorporation) hatalı olarak ortaya çıkmasına 

sebep olabilir. Bu yüzden mümkün olduğu kadar düĢük konsantrasyonda 

dNTP‟leri kullanmak PCR spesifikliğini ve güvenilirliğini artırmaktadır (Innis ve 

Gelfand, 1990; Hadidi ve ark., 1995; Weising ve ark., 1995). 
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Diğer Reaksiyon Unsurları: Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamalarında genel 

olarak 10-50 mM arasında Tris-HCl tampon çözeltisi (pH 8.3-8.8) 

kullanılmaktadır. Tampon çözeltinin 20 oC de pH‟sı 6.8 ile 7.8 arasında 

değiĢebilir. PCR karıĢımı içerisine 50 mM KCl ilave edilmesi primer bağlanmasını 

daha da kolaylaĢtırır. Fakat 50 mM‟ın üzerindeki KCl veya 50 mM NaCl Taq 

DNA polimeraz enziminin çalıĢmasını yani aktivitesini engeller. Ayrıca, PCR 

solüsyonuna Jelatin (gelatin), bovine serum albumin veya Tween 20 deterjanı 

eklenmesi durumunda enzimin çalıĢmasında daha iyi reaksiyon vermesine 

yardımcı olabilir. Fakat bu kimyasal maddeler eklenmeden de PCR protokolleri 

çok iyi bir Ģekilde çalıĢabilir (Innis ve Gelfand, 1990; Demeke ve Adams 1992; 

Henson ve French 1993). 

DNA Zincirinin Açılması Ġçin Gerekli Zaman ve Sıcaklık: Polimeraz zincir 

reaksiyonu uygulamalarında sistemin çalıĢmamasının en önemli nedenlerinden 

birisi kalıp DNA zincirinin veya üretilen DNA bölgesinin yeterince açılmamasıdır. 

Genel olarak DNA moleküllerinin 95 oC de 2 dakika tutulması zincirin açılması 

için yeterli olmaktadır. Fakat G-C bazları bakımından zengin kalıp DNA 

zincirlerinde bu süre ve sıcaklığın fazla olması istenmektedir (Innis ve Gelfand, 

1990; Erlich ve ark., 1991). 

Primerlerin Açılan DNA Zincirlerine YapıĢması: Açılan DNA zincirlerine 

primerlerin yapıĢması için gerekli sıcaklık derecesi ve zaman aralığı primerlerin 

konsantrasyonu gerçekleĢecek reaksiyonu etkiler ve elde edilecek DNA‟nın 

uzunluğu ve kullanılan bazların kompozisyonuna göre değiĢiklik gösterir. Kalıp 

DNA‟ya primerlerin bağlanması 37 oC ile 65 oC sıcaklıkları arasında gerçekleĢir. 

Açılan DNA‟ya primerlerin bağlanması sırasında sıcaklık artırılırması DNA 

seçiciliğini de artırmaktadır. Bu yüzden primerlerin yanlıĢ yerlere bağlanması ve 

hatalı DNA dizilerinin elde edilmesi önlenmiĢ olmaktadır. Özellikle PCR 

iĢleminin ilk birkaç devrinde sıcaklığın artırılması PCR uygulamasının 

hassasiyetini çok yükseltmekte ve spesifik olarak beklenen DNA parçacıkları 

sentezlenmektedir. Sıcaklığın düĢürülmesi primerlerin hatalı Ģekilde bağlanmasına 

ve yeni sentezlenen DNA dizilerinde hatalı baz bağlanmalarına sebep olmaktadır 

(Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993; Kwok ve ark., 1994). 

Primer Uzunluğu, Konsantrasyonu ve Yapısı: Primer konsantrasyonunun 0.1-0.5 

µM arasında olması PCR reaksiyonunun daha iyi çalıĢmasını sağlamaktadır. 

Yüksek primer konsantrasyonu primerlerin yanlıĢ bağlanmasına ve spesifik 
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olmayan istenmeyen DNA bantlarının üretilmesine neden olur. Ayrıca primer-

dimer oluĢumunu sağlayarak elde edilecek ürünün DNA gen bölgesinin daha az 

çoğaltılmasına neden olmaktadır. Genelde primer uzunluğu 16-30 baz arasında 

değiĢmekte fakat 18-24 baza (nükleotid) sahip primerler eğer primer yapıĢma 

sıcaklığı (Tm) da iyi ayarlanmıĢ olursa çok spesifik ürün elde edilebilmektedir. 

Ancak 14 bazdan daha kısa uzunluktaki primerler de bazı özel amaçlar için 

kullanılmaktadır (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993; Kwok ve 

ark., 1994). Primerlerin baz diziliĢinde Guanin, sitosin (GC) miktarı ve primerlerin 

yapıĢması için gerekli sıcaklık ayarlanması (Tm) arasında çok iyi bir iliĢki kurmak 

gerekir. Eğer bu denge sağlanamazsa PCR ürünlerinden istenilen sonucu elde 

etmek mümkün olmayabilir. Bu bakımdan primer dizilerinde GC bazlarının 

toplam oranı % 50 veya daha yukarı olması gerekmektedir. Örneğin bir primerin 

baz dizisinde GC oranı % 50 ve Tm değeri 56-62 oC arasında olursa bu primerin 

sorunsuz bir Ģekilde çalıĢması beklenir. Primerlerin açılan DNA kalıplarına hatasız 

bir Ģekilde bağlanabilmesi için yapıĢma sıcaklığının iyi hesaplanması 

gerekmektedir. Primerlerin yapıĢma sıcaklığını hesaplamak için bir formül 

geliĢtirilmiĢtir. Bu formül Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T) Ģeklinde ifade edilmiĢtir. 

Burada Tm yapıĢma sıcaklığını, G,C,A ve T ise nükleotid bazlarını ifade 

etmektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993). Primerlerin 3‟ 

uçlarındaki baz diziliĢi, primerin yanlıĢ veya doğru yere bağlanmasını 

belirlemektedir. Eğer aĢağı ve yukarı yönlü (upstream ve downstream) pirmerlerin 

karĢılıklı olarak 3‟ uçlarında birbirlerine bağlanabilecek baz diziliĢi 

(complementarity) mevcut olur ise bu durum istenmeyen primer-dimer 

oluĢumlarına neden olmaktadır (Innis ve Gelfand, 1990). 

Primer uzaması: Primerlerin DNA polimeraz enzimi tarafından uzatılması için 

gerekli zaman dilimi, çoğaltılması hedeflenen kalıp DNA bölgesinin uzunluğu, 

kalıp DNA molekülünün konsantrasyonu ve ortam sıcaklığına bağlı olarak 

değiĢmektedir. Genel olarak primer ile uzatılma iĢlemi 72 oC de yapılmaktadır. 

Çünkü bu sıcaklık Taq DNA polimeraz enziminin maksimum düzeyde çalıĢması 

için uygun bir ortam oluĢturmaktadır. Primerlerin uzatılması için gerekli süre ise 

baz uzunluğuna bağlı olarak değiĢmektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach 

ve ark., 1993). 

Devir sayısı: PCR‟ın çalıĢma Ģartları iyi ayarlandığı taktirde 25-40 arasında devir 

sayısı yeterli olmaktadır. Devir sayısı, çoğaltılacak kalıp DNA miktarı ile 

yakından iliĢkilidir. Devir sayısının fazla olması spesifik olmayan bantların ortaya 



15 

çıkmasına, devir sayısının az olması üretilen DNA miktarının az olmasına neden 

olmaktadır (Innis ve Gelfand, 1990; Watson ve ark., 1992). 

Polimeraz zincir reaksiyonu metotları, PCR tekniğinin bulunmasından bu yana 

teknolojide çok hızlı geliĢmeler meydana gelmiĢ ve buna bağlı olarak çok farklı 

PCR teknikleri geliĢtirilmiĢtir. 

PCR tekniklerinde çoğaltılması hedeflenen DNA dizisinin sekans yapısı 

bilimektedir. Oligonükleotid primer çifti kullanılarak çift sarmal DNA dizileri Taq 

DNA polimeraz enzimi tarafından 5‟→3‟ yönünde okunmaktadır (Innis ve 

Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993). 

Standart PCR Tekniği: Temel PCR yöntemlerini içermektedir. Bir PCR 

reaksiyonu için, 0.5 ml‟lik PCR tüpü içerisinde 100 µl‟lik bir reaksiyon 

oluĢturmak için genel olarak aĢağıda belirtilen kimyasallar tüpe ilave edilmektedir: 

Kalıp DNA (105, 106 hedef molekül) 20 pmol yukarı yönlü (upstream) primer 20 

pmol aĢağı yönlü (downstream) primer 20 mM Tris-HCl (pH 8.3) (20 C)Ġ 1.5 mM 

MgCl2 25 mM KCl* 0.05 % Tween 20* 50 µM dNTPs 2 unite Taq DNA 

polimeraz enzimi ve kalan miktar steril suyla 100 µl‟ye tamamlanarak PCR ile gen 

çoğaltma iĢlemi için PCR cihazına konulmaktadır (Innis ve Gelfand, 1990). Bunlar 

reaksiyona eklenmese de PCR reaksiyonu çalıĢır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Termofilik funguslar ilk defa (Cooney ve Emerson, 1964) bitki materyallerinden 

fungus sporları elde edilerek kültürü yapılmıĢtır.  

Cooney ve Emerson, 1964‟teki çalıĢmalarında farklı kaynaklardan, substratlardan 

termofilik funguslar standart izolasyon prosedürleriyle izole edilmiĢtir. Havadan 

izolasyon Petri plakalarına maruz kalma yöntemiyle, topraktan ve diğer katı 

substratlardan yapılmaktadır. Bunun için seri seyreltme plakası yöntemi ve 

doğrudan plaka yöntemi kullanılmaktadır. Termofilik funguslar çeĢitli standart 

mikolojik ortamlardan izole edilebilir fakat besiyerinde geliĢimleri oldukça zordur. 

Yeast Souble Starch Agar(YpSs) ve Yeast Glucose Agar standart besiyerleri, 

termofilik ve termotolerant mikrofunguslar için en yaygın kullanılan besiyerleridir. 

Ġlk izolatların geliĢimi için seçici besiyeri, Rose Bengal Agar (50 mg/L) 

besiyerinin içine streptomisin (30 ünite/L) eklenerek hazırlanan seçici besiyeri 

kullanılmıĢtır. Yüksek sıcaklıklarda yeterli nem sağlanamadığı için mikrofungus 

kültürlerinin bekletilmesi bir problemdi. Yüksek sıcaklık, petri plakalarında agarın 

kurumasına neden olur. Agar plakalarının sterilize edilmiĢ suya sahip 

nemlendirilmiĢ kaplara yerleĢtirilmesi ile bu sorun çözülür. Ġlk termofilik 

funguslar 45 °C‟de geliĢtirilmiĢtir Bu yöntem kullanılarak, bilim dünyasında 11 

termofilik fungus türü tanılanmıĢtır. 

Tansey ve Jack 1976‟da izole edilen fungusları nemli odalarda inkübasyon için 

zenginleĢtirilmiĢ besiyeri ve seçici besiyeri kullanarak geliĢtirmiĢlerdir. 

Satanarayana ve Johri 1984 „de termofilik fungusların çoğunun, karbon ve azot 

kaynakları ile birkaç mineral tuz içeren ortamlarda geliĢtirerek, çok basit besin 

gereksinimlerine sahip oldukları düĢünmüĢlerdir. Fakat termofilik ve termotolerant 

fungusların besiyerinde geliĢmlerinin kolay olmadığı gözlenmiĢtir. Bu nedenle 

besiyerine sodyum, potasyum, nitrat ve maya özütü gibi basit azot kaynaklarının 

eklenmesi ile fungusların daha iyi geliĢmesi sağlanmıĢtır. 

Hawksworth ve ark. (1995)‟de son kırk yılda birkaç termofilik fungus türü izole 

etmiĢler fakat izole ettikleri fungusların tanımlamalarını doğru Ģekilde 

yapamamıĢlardır. Ġzole edilen fungusların tanılanamamasının nedeni, fungus 

geliĢimi için uygun sıcaklaık ve belirli substratları bozma kabiliyeti gibi bir çok 
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ekolojik özelliklere sahip olmaları. Bazı fungusların benzer kültürel ve morfolojik 

benzerliğe sahip olmaları karıĢıklığa neden olmuĢtur. 

Termofilik fungusların çoğunlukla Zygomycetes, Ascomycetes ve 

Deuteromycetes'e (Anamorfik Funguslar) ait olduğu tespit edilmiĢtir. Gerçek bir 

termofil olarak hiçbir Myxomycetes veya Basidiomycetes bildirilmemiĢtir. 

Taksonomisi hakkında bilgi toplarken termofilik funguslar ve bu fungusların kafa 

karıĢtırıcı isimlendirilmeleri nedeniyle zorluklarla karĢılaĢılmıĢtır. Termofilik 

fungus taksonomisinin çeĢitli yönleri henüz bulunmamıĢtı. Özellikle 

Deuteromycetes cinsine ait funguslarının uygun Ģekilde sınıflandırılmasında 

karĢılaĢılan zorluk, ilgili cinsin revizyona ihtiyaç duyduğunu kanıtlamıĢlar. 

Bununla birlikte, bilinen termofillerin sayısı, o kadar azdır ki, termofilik 

karakterleri bir kez belirlendiğinde, burada sağlanan basit anahtar sayesinde 

gelecekteki izolatları tanımlamak, mikologlar ve mikolog olmayanlar için kolay 

olacağını çalıĢmalarında dile getirmiĢlerdir. 

White ve ark. (1990) fungusların moleküler tanılanması için PCR yöntemini 

kullanmıĢlardır. DNA‟dan PCR yardımı ile ITS gen bölgesini çoğaltmıĢlar ve 

filogenetik sınıflandırmanın temelini oluĢturarak, günümüze kadar gelmesini 

sağlamıĢlardır.  

Fungusların yüksek adaptasyon yeteneklerinden dolayı günlük yaĢantımızda 

hemen her yerde üreyebilmektedirler Hawksworth 2001‟deki bir diğer 

çalıĢmasında, dünyada yaklaĢık 110.000 fungus türü tanımlanmasına rağmen 

fungusların tahmin edilen tür sayısının yaklaĢık 1,5 milyon olduğunü 

düĢünmüĢtür.. 

Mora ve ark. (2011) bilinen yaklaĢık 600.000 fungustan sadece küçük bir kısmının 

termofilik olduğunu ve 45- 55 °C arasındaki sıcaklıklarda geliĢebildiklerini 

bildirmiĢlerdir. 

Morgenstern ve ark. (2012) yaptıkları moleküler filogeni çalıĢmasında, termofilik 

fungusların 22 oC, 34 oC, 45 oC ve 55 oC‟deki sıcaklıklarda geliĢtiklerini 

gözlemlemiĢlerdir. ITS gen bölgesini çalıĢarak ve 30 fungus suĢundan 22‟sinin 

termofilik veya termotolerant olduğunu tespit etmiĢlerdir.  

Zhang ve ark. (2013)‟de Çin‟de termofilik mikrofunguslarla ilgili yaptıkları 

çalıĢmada Myceliophthora cinsine ait yeni bir türü topraktan izole etmiĢlerdir. 
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Toprağın havayla temas etmeyen yüzeyinden toprak örnekleri alınmıĢ. 

Laboratuvar koĢullarında Cooney ve Emerson‟un daha önceki termofilik funguslar 

üzerinde yaptığı çalıĢmaları örnek alarak uygun PDA besiyerleri kullanmıĢlardır. 

40-45 oC‟de geliĢebilen Myceliophthora guttulata, M. fergusii, M. thermophila, M. 

heterothallic, and M. hinnulea mikrofungus türlerini izole etmiĢlerdir. Morfolojik 

olarak mikrofungusların tür özelliklerini belirlemek için 25 oC‟de geliĢimleri 

sağlanmıĢtır. Günümüzde mikrofungusların taksonomisi için morfolojik tanılama 

yetersiz kaldığı için moleküler çalıĢmalar yapılarak, ITS gen bölgesi 

kullanılmaktadır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. AraĢtırma Materyali 

Bu araĢtırmada termotolerant Ffungusların izolasyonu amacıyla çeĢitli termofilik 

kaynaklardan toprak ve su örnekleri toplanmıĢtır.  

Aydın ilinde bulunan termofilik alanların bulunduğu beĢ farklı lokalitede 2015 ve 

2016 yıllarının Ekim, Kasım, Mart, Nisan ve Mayıs aylarında arazi çalıĢmaları 

yapılmıĢtır (Arazi çalıĢmasının yapıldığı lokaliteler ve bu lokalitelerin 

koordinatları, Çizelge 3.1‟de verilmiĢtir). Arazi çalıĢmalarının yapıldığı ve 

örneklerin toplandığı Buharkent, Germencik, Salavatlı, Ġmamköy ve Kuyucak 

lokaliteleri haritada gösterilmiĢtir (ġekil 3.1). Bu bölgelerden alınan toprak ve su 

örnekleri materyal olarak kullanılmıĢtır (ġekil 3.2-3.3).  

 

ġekil 3.1. Arazi çalıĢmalarının yapıldığı lokaliteler 
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ġekil 3.2. Yeraltı su kaynağının bulunduğu alanlar (Buharkent ve Germencik 

lokaliteleri). 

 

ġekil 3.3 Termofilik alanlardan toprak örneklerinin alınması (Buharkent) 
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Çizelge 3.1. Arazi çalıĢmalarının yapıldığı lokaliteler ve koordinatları. 

No Lokalite Adı Koordinat 

1. Germencik1 
37o53‟12.15” K 

27o35‟27.84” D 

2. Germencik2 
37o53‟20.42” K 

27o36‟5.28” D 

3. Germencik3 (Alangüllü) 
37o53‟9.87” K 

27o37‟23.59” D 

4. Buharkent1 
37o56‟37.98” K 

28o51‟30.62” D 

5. Buharkent2 (Bereket Jeotermal Enerji) 
37o56‟39.29” K 

28o51‟27.51” D 

6. Kuyucak1 
37o54‟27.09” K 

28o25‟3.86” D 

7. Kuyucak2 
37o54‟30.34” K 

28o25‟4.13” D 

8. Salavatlı (Sarı Su) 
37o53‟48.38” K 

28o6‟32.47” D 

9. Ġmamköy (Ilıca Dinlenme Tesisi) 
37o51‟38.16” K 

27o54‟38.16” D 

3.1.2. Kullanılan Besiyerleri ve Çözeltiler 

Rose-Bengal Kloramfenikol Agar (RBKA) (Oxoid, CM549) 

Çizelge 3.2. RBKA besiyeri bileĢenleri ve oranları 

BileĢen Miktar 

Mikolojik pepton 5 g/l 

Glukoz  10 g/l 

Magnezyum sülfat 0.5 g/l 

Dikloran 0.002 g/l 

Potasyum dihidrojen fosfat 1 g/l 

Rose bengal 0.05 g/l 

Agar 15.5 g/l 

Distile su 1000 ml 

pH 5.6±0.2 

RBKA besiyeri; toprak, su ve diğer kaynaklardan maya ve fungusların izolasyonu 

ve sayımında kullanılır. Bakterilerin üremesini engelleyen ve doğrudan maya ve 

fungusların elde edilmesini sağlayan seçici besiyeridir. RBKA besiyeri pembe-

kırmızı renktedir (Pitt ve Hocking, 1979). 31.5 g hazır besiyeri 1000 ml distile 

suda manyetik karıĢtırıcıda homojen olarak çözülmüĢtür. Otoklavda 121 oC‟de 10 
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dakika sterilize edilen besiyeri steril petrilere dökülerek topraktan fungus 

izolasyonu için kullanılmıĢtır. 

Potato Dextrose Agar PDA (Merck 110130) 

Çizelge 3.3. PDA besiyeri bileĢenleri ve oranları 

BileĢen Miktar 

Potato Infusion 4 g/l 

D(+) Glukoz 20 g/l 

Agar  15 g/l 

Distile su 1000 ml 

pH 3.7±0.2 

Potato Dextrose Agar (PDA) besiyeri maya ve imperfekti grubunda yer alan 

fungusların saf kültürünün elde edilmesinde ve spor sayımında kullanılan 

besiyeridir (Downes ve Ito, 2001). 1 litre distile suda 39 g PDA manyetik 

karıĢtırıcıyla homojen karıĢımı sağlanarak çözdürülüp besiyerinin pH‟sı 3.9-4.3 

arasında sabit tutularak 121 °C‟de 15 dk otoklavda sterilize edilerek 

hazırlanmıĢtır. 

YpSs Agar (Half Strength Yeast Extract Agar) 

Çizelge 3.4. YpSs besiyeri bileĢenleri ve oranları 

BileĢen Miktar 

Yeast extract 2 g/l 

NiĢasta 7.5 g/l 

K2HPO4 0.5 g/l 

MgSO4 . 7H2O 0.25 g/l 

Agar  20 g/l 

Distile su 1000 ml 

pH 7.0±0.2 

Bazı termofilik ve termotolerant fungus türleri farklı besiyerinde geliĢim 

göstermektedir. Termofilik funguslar 40 oC, 45 oC, 50 oC ve 55 oC‟de geliĢimi için 

bazı minerallere gereksinim duyar (Cooney ve Emerson, 1964). YpSs agar 

besiyeri Emerson‟un geliĢtirdiği besiyeridir. Besiyeri fungus geliĢimi için 

kullanılmıĢtır. 
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Malt Extract (MEA) Agar (Merck 1.05398) 

Çizelge 3.5. MEA besiyeri bileĢenleri ve oranları 

BileĢen Miktar 

Malt Extract 30 g/l 

Mikolojik pepton 5 g/l 

Agar 15 g/l 

Distile su 1000 ml 

pH 5.4±0.2 

Standart mikrobiyolojik analizlerde maya ve küflerin geliĢtirilmesi, izolasyonu, 

sayımı ve stok kültürü elde edilmesi için kullanılan katı besiyeridir (Rapp , 1974). 

48 g MEA 1 litre distile suda çözdürülerek manyetik karıĢtırıcı ile homojen bir 

Ģekilde karıĢması sağlanmıĢ. Besiyerinin pH‟sı 5.6‟e ayarlanıp 5 ml‟lik kryo 

tüplere 3 ml aktarılmıĢ ve 121 °C‟de10 dakika sterilize edilmiĢtir. Tüpler yatık 

pozisyona getirilerek besiyerinin donması sağlanmıĢtır. Funguslar hazırlanan kryo 

tüp içindeki besiyerine ekilerek geliĢtirilmiĢtir. GeliĢen fungus üzerine steril 

mineral yağ eklenerek stok kültürler hazırlanmıĢtır. Stok kültürler +4 °C‟de 

muhafaza edilmiĢtir. 

Fizyolojik Tuzlu Su Çzeltisi (FTS) 

Çizelge 3.6. FTS çözeltisi bileĢenleri ve oranları 

BileĢen Miktar 

NaCl 85 g/l 

H2O  1000 ml 

Topraktan fungus örneklerinin elde edilmesi için kullanılan seyreltme çözeltisidir. 

FTS, 85 g NaCl‟nin 1 litre distile suda çözdürülmesi ile hazırlanır ve otoklavda 

121 °C‟de 10 dakika sterilize edilir.  

Malt Broth (Merck 1.05397) 

Çizelge 3.7. Malt Broth besiyeri bileĢenleri ve oranları 

BileĢen Miktar 

Malt Extract 17 g/l 

Mikolojik pepton 4 g/l 

pH 4.8±0.2 
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Maya veya fungus sporlarının elde edilmesi ve sayımı için kullanılan besiyeridir 

(Rapp, 1974). Çalkalamalı inkübatörde üreyen sporlar liyofilize edilip DNA 

izolasyonunda kullanılmıĢtır. 1 litre distile suda 17 g MEB manyetik karıĢtırıcıda 

homojen karıĢtırılarak, 50 ml‟lik erlenlere 15‟er ml eklenip otoklavda 121 oC‟de 

10 dakika steril edilerek hazırlanır. 

Laktofenol Pamuk Mavisi Çözeltisi (Merck 115945) 

Çizelge 3.8. Laktofenol pamuk mavisi stok çözelti oranları 

BileĢen Miktar 

%85 Laktik asit  99 ml 

Anilin mavisi 1 g 

Laktofenol Pamuk Mavisi Çözeltisi (Merck, M1137410100) 

Çizelge 3.9. Laktofenol pamuk mavisi çözelti bileĢen ve oranları 

BileĢen Miktar 

%85 Laktik asit 100 ml 

Gliserol 250 ml 

Stok çözelti 3 ml 

H2O 50 ml 

Laktofenol pamuk mavisi stok çözeltisi; anilin mavisinden 1 g tartılarak %85 

laktik asitten 99 ml alınıp homojen karıĢtırılarak çözelti hazırlanmıĢtır. Hazırlanan 

stok çözeltiden 3 ml, %85‟lik laktik asitten 100 ml, gliserolden 250 ml ve steril 

distile sudan 50 ml alınarak homojen karıĢımı sağlanarak laktofenol pamuk mavisi 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan fungus preperatlarının misel ve spor yapılarının 

boyanarak morfolojik tanısının yapılmasında kullanılmıĢtır (Sime ve ark., 2002). 

Tween-80 Çözeltisi (Merck CAS 9005-65-6) 

Çizelge 3.10. Tween-80 çözeltisi bileĢen ve oranları 

BileĢen Miktar 

Tween-80  0.1 ml 

Distile su 99.9 ml 

Fungus spor süspansiyonu hazılanması için kullanılmıĢtır. 
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GeneMATRĠX Bitki&Fungus DNA Ġzolasyon Kiti (EURX, Cat. No. E3595) 

Buffer P 

Lyse F 

RNase 

Proteinase K 

Buffer AC 

Sol P 

%96 etanol 

Wash PX  

Kit çözeltileri genomik DNA izolasyonu için kullanılmıĢtır. 

STE (Sodyum-Tris_EDTA) Tamponu 

Çizelge 3.11. STE tamponu bileĢen ve oranları 

BileĢen Miktar 

0,1 M NaCI   5,844 g 

0,05 M Tris (pH:7,5) 6,057 g 

0,001 M EDTA 0,372 g 

pH 7.5 

Çözeltinin hazırlanması için maddeler tartılıp 1000 ml distile suda 

çözdürülmüĢtür. Çözeltinin pH‟sı 7.5 olarak ayarlanmıĢtır. Fungus DNA 

izolasyonu sırasında hücrelerinin lizis iĢlemi için STE tamponu kullanılmıĢtır. 

%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Sülfat) 

10 g SDS tartılarak 100 ml distile suda çözdürülerek çözelti hazırlanmıĢtır. DNA 

izolasyonunda hücre içeriğinde bulunan lipitlerin parçalanması için kullanılmıĢtır. 
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Proteinaz K (20mg/ml) 

20 mg Proteinaz K tartılarak 1 ml STE tamponunda çözdürülür. DNA 

izolasyonunda proteinlerin parçalanması için kullanılmıĢtır. 

10X TBE (Tris-Borik asit_EDTA) 

Çizelge 3.12. 10X TBE bileĢen ve oranları 

BileĢen Miktar 

0,89 M Tris-Baz   108 g 

0,88 M Borik asit 55 g 

0,02 M EDTA.2H2O 9,3 g 

pH 8.15±0.2 

Elektoroforezde kullanılan, iyonik güç ile jel üzerinde DNA ve PCR ürünlerinin 

ilerlemesini kolaylaĢtıran çözeltidir. Maddeler tartılıp, 1 L distile suda manyetik 

karıĢtırıcıda homojen karıĢımı sağlanıp pH‟sı 8.15-8.30 arasında ayarlanmıĢtır.  

% 1’lik Agaroz Jel Hazırlanması 

1 g agaroz üzerine 100 ml 1XTBE tamponu ve 5 µl SafeView TM Classic (Applied 

Biological Materials, Inc.) eklenerek hazırlanır. Elektroforez aĢamasında total 

genomik DNA kalitesinin belirlenmesi ve PCR ürünlerinin kontrol edilmesinde 

kullanılmıĢtır. 

6X Loading Dye 

Çizelge 3.13. 6X Loading Dye bileĢen ve oranları 

BileĢen Miktar 

%0,015 Bromfenol Mavisi 5,844 g 

%0,015 Xylene Cyanol FF 6,057 g 

%30 Gliserol 0,372 g 

Maddeler tartılarak 100 ml distile suda çözdürülerek elde edilen bir boyadır. 

Ġzolasyon sonucu elde edilen genomik DNA ve PCR ürünleriyle birlikte 

kullanılarak, elektroforez aĢamasında hazırlanan jel kuyucuklarına DNA ve PCR 

ürünlerinin çökmesi için kullanılmıĢtır. 
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TE (Tris-EDTA) Tamponu 

Çizelge 3.14. 6X TE bileĢen ve oranları 

BileĢen Miktar 

0,01 M Tris-HCI 1,211 g 

0,001 M EDTA 0,372 g 

pH 8.0 

Tartılan maddeler 1 L distile suda homojen olarak çözündükten sonra pH 8‟e 

ayarlandı. Otoklavda 121 oC‟de 5 dakika sterilize edilerek hazırlanan tampon 

çözeltidir. Total DNA izolasyonunun son aĢamasında elde edilen DNA‟ların oda 

oda sıcaklığında çözünmesi ve uzun süreli saklanması için kullanılmıĢtır. 

dNTP karıĢımı (Fermentas) 

Ticari olarak satılan, 10 mM deoksinükleotidtrifosfat içeren çözelti 

PCR(Polymerase chain reaction) iĢlemleri için kullanılmıĢtır. 

Primerler (Thermo Fisher Scientific, Germany) 

ITS-1: 5‟TCCGTAGGTGAACCTGCGG‟3 

ITS-4: 5‟TCCTCCGCTTATTGATATGC‟3 

Fungus DNA örneklerinin 700 bç uzunluğundaki ITS (The Internal Transcribed 

Spacer) gen bölgesinin elde edilmesi için kullanılmıĢtır. 

Tag DNA polimeraz (Fermantas 500 U, EP0402) 

Kalıp DNA molekülünden hedeflenen gen bölgesinin çoğaltılmasını sağlamak için 

kullanılmıĢtır. Nükleotitlerin sentezini gerçekleĢtir ve 72 oC‟de çalıĢan enzimdir. 

PCR reaksiyon buffer (Fermentas, 10X PCR, EP0402) 

Taq DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin çalıĢması için gerekli stabil pH 

Ģartlarını sağlar. 
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MgCl2 solüsyonu (Fermantas, 3 mM, EP0402) 

Taq DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin çalıĢması için gerekli kofaktör 

olarak görev alan Mg iyonunu sağlar. 

DNA Marker’ları (GenMark) 

Genomik DNA‟ların ve PCR ürünlerinin agaroz jel elektroforezinde yürütüldükten 

sonra yaklaĢık bç uzunluğunu belirlemek amacıyla kullanılmıĢtır. 

a)     b) 

                        

ġekil 3.4. a) GenMark, O Gene Ruler 100 bp- 3000 bp (GM100-LC) b) GeMark, 

O Gene Ruler 50 bp- 1000 bp (GM50-LC) 

3.1.3. Kullanılan Cihaz ve Aletler 

Fungus inkübatörü (Thermo Scientific Heraeus) 

IĢık mikroskobu (Olympus CX22) 

Olympus Stereo Zoom Mikroskop (Olympus SZ61) 

Çalkalamalı inkübatör (Gerhardt-THO 500-1) 

Su banyosu 

Manyetik karıĢtırıcı (Thermomac T12) 

Vorteks (WiseMix, WVM00010) 

Santrifüj (Sigma 1-14) 
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Soğutmalı santrifüj (Hettich, Rotina 350) 

Otoklav (Hirayama HG-50 CE) 

Liyofilizatör (Labconco , Freezone 6) 

Elektroforez (Consart HU13) 

PCR cihazı(AB, Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler) 

U.V Translüminatör (biodoc imaging system) 

Spectrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000) 

100-1000 µl mikropipet (Eppendorf) 

10-100 µl mikropipet (Eppendorf) 

1-10 µl mikropipet (Eppendorf) 

100-1000 µl mikropipet ucu 

100-1000 µl filtreli mikropipet ucu 

10-100 µl mikropipet ucu 

10-100 µl filtreli mikropipet ucu 

1-10 µl mikropipet ucu 

   

ġekil 3.5. UV görüntüleme ve nanodrop cihazı 
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ġekil 3.6. Liyofilizatör ve inkübatör cihazı 

 

ġekil 3.7. Otoklav ve PCR cihazı. 

3.2. Örneklerden Mikrofungus Ġzolasyonu 

3.2.1. Topraktan Örneklerin Elde Edilmesi 

Buharkent, Germencik, Salavatlı, Ġmamköy ve Kuyucak lokalitelerinde, yer 

altından çıkan sıcak su kaynağından ve kaynağa yakın alanlardan her bir lokaliteyi 

temsil eden bölgelerden toprak ve su örnekleri gündüz 09.00-17.00 saatleri 

arasında alınmıĢtır. Ekstrem çevre koĢullarında geliĢen mikroorganizmalar ile 

çalıĢma yapıldığı için en kısa sürede örnekler laboratuvara getirilmiĢtir. 
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Örnekler, 20 g ile 50 g arasında değiĢen ağırlıklarla 5‟er toprak örneği ve 5‟er su 

örnekleri aseptik koĢullar sağlanarak alınmıĢtır. Araziden alınan toprak 

örneklerinin alınma yöntemi; toprağın direkt havayla temas eden yüzeyinden 

yaklaĢık 15-20 cm‟lik üst yüzeyi kazılmıĢ ve üst toprak atıldıktan sonra steril 

spatül ile alt kısımda bulunan doğrudan havayla temas etmeyen kısmından toprak 

örnekleri alınmıĢtır. Alınan toprak örnekleri steril kilitli poĢetlere konulmuĢtur 

(Zhang ve ark,2013). 

Su örnekleri, eczaneden alınan steril 10 ml‟lik enjektörler kullanılarak sıcak su 

kaynağının bulunduğu alanlardan alınmıĢ 25 ml‟lik steril falkonlara aktarılmıĢtır. 

Bütün örnekler steril örnek toplama kaplarına konulup Aydın Adnan Menderes 

Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji AraĢtırma 

laboratuvarına getirilmiĢtir. 

3.2.2. Toprak Analizi  

Buharkent, Germencik, Salavatlı, Kuyucak ve Ġmamköy lokalitelerinden alınan 

toprak örnekleri Chow L. ve ark (2009)‟nın yöntemine göre tartılmıĢ gravimetrik 

ölçüm metodu ile 105 °C‟ de 24-48 saat bekletilerek sonrasında tekrar tartılarak 

toprağın sahip olduğu nem oranı ölçülmüĢtür. Bunun için WH2O  
(     )

(     )
     

formülü kullanılarak ölçülmüĢtür. 

m0: boĢ kabın kapağı ile birlikte kütlesi, g. 

m1: nemli toprak ve örneği bulundurankabın kütlesi, g. 

m2: 105 OC‟de kurutulmuĢ toprak örneğinin kapla birlikte kütlesi, g. 

Çizelge 3.15. Toprak örneklerinin gravimetrik ölçüm metoduyla ölçümleri 

Lokalite 
Toprak 

Ağırlığı(g) 
Kuru Ağırlık (g) 

Aradaki Fark 

(g) 
%WH2O 

Salavatlı 105,1 95,3 9,8 9,32 

Germencik1 100,6 79,3 21,3 21,17 

Germencik2 114,6 98,69 15,91 13,88 

Buharkent1 135,1 114,6 20,5 15,17 

Buharkent2 115,9 94,7 21,2 18,29 

Ġmamköy 119,8 96,18 23,62 19,71 

Kuyucak 124,3 108,51 15,79 12,70 

Fungusların geliĢimi için toprağın sahip olduğu organik-inorganik madde ve pH 

değeri önemlidir. Lokalitelerden alınan toprak örneklerinin karĢılaĢtırılması için 
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her lokalitenin farklı bölgelerinden yaklaĢık 500 gr toprak örneği alınmıĢtır. 

Toprağın içerdiği organik-inorganik madde oranı ve sahip olduğu pH değerlerini 

belirlemek için toprak analizleri Adnan Menderes Üniversitesi Ziraat 

Fakültesi‟nde yapılmıĢtır. Toprak analizi çizelge 3.2‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.16. Toprak analizleri ve verileri 

Örnek No Bünye 

Su ile 

Doygunluk 

(ml) 

EC 

(mS/cm) 
pH 

Kireç 

(%) 

Org. Mad. 

(%) 

P51 L 42 0,641 8,24 4,29 1,22 

Ġmamköy Tın   Alkali Kireçli DüĢük 

P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

Ca 

(ppm) 

Mg 

(ppm) 

Na 

(ppm) 

Fe 

(ppm) 

Zn 

(ppm) 

Mn 

(ppm) 

Cu 

(ppm) 

B 

(ppm) 

5,46 52 2413 413 240 52,36 4,20 8,06 17,20 0,68 

DüĢük 
Çok 

DüĢük 
Orta 

Çok 

Yüksek 
Yüksek Yüksek Yeterli Yeterli Yeterli DüĢük 

Örnek No Bünye 
Su ile Doygunluk 

(ml) 

EC 

(mS/cm) 
pH 

Kireç 

(%) 

Org. Mad. 

(%) 

P52 L 44 1,645 9,65 4,77 0,73 

Germencik Tın   
Çok Kuv. 

Alkali 
Kireçli Çok DüĢük 

P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

Ca 

(ppm) 

Mg 

(ppm) 

Na 

(ppm) 

Fe 

(ppm) 

Zn 

(ppm) 

Mn 

(ppm) 

Cu 

(ppm) 

B 

(ppm) 

9,55 468 2011 176 1736 136,46 4,98 12,10 23,34 10,51 

Orta 
Çok 

Yüksek 
Orta Orta 

Çok 

Yüksek 
Yüksek Yeterli Yeterli Yeterli Toksik 

Örnek No Bünye 
Su ile Doygunluk 

(ml) 

EC 

(mS/cm) 
pH 

Kireç 

(%) 

Org. Mad. 

(%) 

P53 CL 62 3,900 8,38 31,65 0,91 

Kuyucak Killi Tın   Alkali AĢırı Çok DüĢük 

P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

Ca 

(ppm) 

Mg 

(ppm) 

Na 

(ppm) 

Fe 

(ppm) 

Zn 

(ppm) 

Mn 

(ppm) 

Cu 

(ppm) 

B 

(ppm) 

12,11 703 9753 178 2559 30,10 3,48 14,02 20,92 10,50 

Orta 
Çok 

Yüksek 

Çok 

Yüksek 
Yüksek 

Çok 

Yüksek 
Yüksek Yeterli Yeterli Yeterli Toksik 

Örnek No Bünye 
Su ile 

Doygunluk (ml) 

EC 

(mS/cm) 
pH 

Kireç 

(%) 

Org. Mad. 

(%) 

P54 L 38 0,855 9,94 24,97 0,49 

Buharkent Tın   
Çok Kuv. 

Alkali 
AĢırı Çok DüĢük 

P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

Ca 

(ppm) 

Mg 

(ppm) 

Na 

(ppm) 

Fe 

(ppm) 

Zn 

(ppm) 

Mn 

(ppm) 

Cu 

(ppm) 

B 

(ppm) 

5,80 409 2413 73 1373 17,68 2,99 10,60 14,34 10,50 

DüĢük 
Çok 

Yüksek 
Orta DüĢük 

Çok 

Yüksek 
Yüksek Yeterli Yeterli Yeterli Toksik 
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Mikrofungusların geliĢimini etkileyen en önemli faktör toprağın sahip olduğu 

organik-inorganik madde miktarı, pH değeri, toksik element değeri, toprağın suya 

doygunluk oranlarıdır. Bunun için lokatilerinden alınan toprak örneklerinin analiz 

sonucuçları mikrofungusların geliĢtiği ortam ile ilgili bilgi sahibi olmasını 

sağlamıĢtır. Elde edilen toprak analizi sonucu mikrofungusların geliĢebileceği 

uygun besiyeri hazırlamak için kullanılmıĢtır. Germencik, Buharkent ve Kuyucak 

lokalitelerin alınan toprak örneklerinin organik madde oranı çok düĢük değerde 

olduğu, Ġmamköy lokalitesinin ise düĢük değerde organik madde içerdiği 

ölçülmüĢtür. Bütün toprak örnekleri kireçli yapıya sahip olduğu ölçülmüĢtür. 

Toprakların sahip olduğu su doygunluk değerleri normal değerlerde olduğu 

ölçülmüĢtür. Bütün toprak örneklerinde bulunan inorganik madde miktarı 

değiĢkenlik göstermektedir. Mikrofungusların ve diğer organizmaların geliĢimini 

etkileyen Bor (B) elementi değerleri ölçülmüĢtür. Bor (B) elementi Ġmamköy‟den 

alınan toprak örneğinde düĢük değerde olduğu, Kuyucak, Germencik ve Buharkent 

lokalitelerinden alınan toprak örneklerinde ise bor (B) elenmentinin toksik değerde 

olduğu ölçülmüĢtür. 

3.2.3. Mikrofungus Ġzolasyonu ve Stok Kültür 

Ġzolasyon, Zhang ve ark (2013) çalıĢmalarında belirttikleri Ģekilde seyreltme plaka 

tekniği ile yapılmıĢ, kültürel ve morfolojik karakterizasyonu için, toprak 

örneklerinden 10 g, fizyolozik tuzlu (FTS)‟dan 90 ml alınıp 9:1 oranı göz önüne 

alınarak süspansiyonlar hazırlanlanmıĢtır. 120 rpm de 2 dakika vorteks edildikten 

sonra 10-1, 10-2, 10-3,10-4, 10-5, 10-6‟ya kadar dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. Steril Rose 

Bengal Kloramfenikol Agar (RBKA) besiyerine hazırlanan her bir süspansiyondan 

mikropipet yardımıyla 100‟er µl alınarak besiyerine dökülmüĢ ve steril drigalski 

spatülü yardımı ile yayma ekim yöntemi kullanılmıĢtır. KarıĢık kültürler elde 

etmek için 4-7 gün 30 oC‟de inkibe edilmiĢtir (Krishnan ve ark,2011). RBKA 

besiyeri kullanılmasının amacı, topraktan alınan örneklerde bakterilerin geliĢimini 

engellemek ve doğrudan fungus örnekleri elde etmektir. 
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ġekil 3.8. RBKA ve PDA besiyeri karıĢık fungus kültürü 

Otoklavda 121 oC‟de 15 dk steril edilen PDA (Potato-Dextrose Agar) besiyerine 

RBKA besiyerinde karıĢık kültürü elde edilen funguslardan üç nokta ekim 

yöntemiyle kültürler saflaĢtırılmıĢtır. Saf kültürlerden stok kültür elde etmek için 

Malt Extract Agar (MEA) besiyeri kullanılmıĢtır. Kryo tüplerde yatık olarak 

hazırlanmıĢ steril yatık MEA‟ya tek nokta ekim yöntemiyle ekilerek 30 oC‟de 5-7 

gün inkubasyondan sonra üzerlerine steril mineral yağdan 3-5 ml mikropipetle 

eklenmiĢ ve +4 oC‟de stok kültürler saklanmıĢtır. 

Fungusların termofilik ve termotolerant özelliğe sahip olduğunu tespit etmek için 

PDA besiyerine stok kültürlerden üç nokta ekim yöntemi kullanılmıĢ inkübatör 

kullanılarak 40 oC ,45 oC, 50 oC, 55 oC ve 60 oC‟de fungus örnekleri 4-7 gün 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Belirlenen sıcaklıklarda farklı besiyerine ihtiyaç duyan 

ve PDA besiyerinde geliĢimi gözlenmeyen fungusların Cooney ve Emerson‟un 

1964‟te fungusların geliĢimi ile ilgili yaptığı bilimsel çalıĢma örnek alınarak 

hazırlanan YpSs Agar besiyerine ekimi yapılmıĢtır. 40 °C , 45 °C, 50 °C, 55 °C‟de 

fungus örneklerinin geliĢimi gözlenmiĢtir (Cooney ve Emerson, 1964).  

3.2.4. Mikrofungusların Morfolojik Tanısı 

 Morfolojik tanımlama yöntemi mikroskobik ve makroskobik olarak iki aĢamada 

yapılıp, buna bağlı olarak fungus türlerinin özelliklerine bakılarak daha önceki 

çalıĢmalarda yapılmıĢ fungus tayin anahtarı kullanılarak morfolojik tür tanımı 

yapılmıĢtır (van Oorschot, 1977; Awao ve Udagawa, 1983; Basu, 1985; Stchigel 

ve ark, 2000) .  
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Mikroskobik olarak, laktofenol pamuk mavisi boyasıyla spor yapısına, spor 

rengine ve spor Ģekline bakılarak incelenmiĢtir. Ayrıca konidyofor, vezikül, 

fiyalid, medula, konidya ve konidyal kafa yapısı özelliklerine bakılarak tayin 

anahtarı yardımıyla türler tespit edilmiĢtir. Makroskobik olarak, tayin anahtarında 

kullanılan diğer özellikler ise koloni rengi, koloni büyüklüğü, koloni yapısı gibi 

özelliklerdir. 

  

ġekil 3.9. Aspergillus niger'in mikroskobik görüntüsü 

   

ġekil 3.10. Aspergillus niger‟in makroskobik görüntüsü ve YpSs Agar besiyerinde 

kültürü 
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ġekil 3.11. Aspergillus niger’in spor ve misel yapısının makroskobik görüntüsü. 

 

ġekil 3.12. Rhizopus oryzae‟nin mikroskobik ve kültür görüntüsü. 

3.2.5. Total DNA Ġzolasyonu 

Moleküler tür tanımlama yöntemi; makroskobik ve mikroskobik morfolojik tanısı 

yapılan türlerin DNA izolasyonu için stok kültürlerden MEA besiyerine ekim 

yapılarak, 5 gün 30 °C‟ de inkube edilen kültürlerden oluĢan misellerden 0.5 g boĢ 

steril eppendorf tüplerine aktarılmıĢ ve 12 saat liyofilizasyon iĢlemi yapılmıĢtır. 

Elde edilen funguslardan fenol-kloroform DNA izolasyonu Tran-Dinh ve ark. 

(1999)‟a göre gerçekleĢtirilmiĢtir. DNA izolasyon protokolü modifiye edilerek 

yapılmıĢtır. 
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3.2.5.1. Fenol-Kloroform DNA izolasyon yöntemi 

1. Fungus izolatlarından yaklaĢık 0.05 g miselleri tartılarak etiket numaraları 

yazılmıĢ steril eppendorf tüplerine konulmuĢ, kapakları açılarak parafilmle 

kaplanmıĢtır. 

2. Örnekler -20oC‟de 4-6 saat bekletilmiĢ, daha sonra 1 gece liyofilizatöre 

bırakılmıĢtır. 

3. Liyofilizatörden alınan örneklerin üzerine 600µl STE tamponu eklenerek 

suspanse edilmiĢtir. 

4. 75 µl SDS ve 25 µl Proteinaz K eklenerek 2 saat 55oC‟de sıcak su banyosunda 

inkubasyona bırakılmıĢtır. 

5. Ġnkubasyon sonrasında v/v (eĢit hacimde) Fenol-Kloroform Ġzoamil Alkol 

(25:24:1) eklenerek, tüpler 5 dakika alt üst edilmiĢtir. 

6. Daha sonra 13.200 rpm‟de 5 dakika santrifüj yapılmıĢtır. OluĢan üst faz yine 

etiket numaraları yazılmıĢ steril eppendorf tüplerine aktarılmıĢtır. 

7. Üzerine 1 ml %96‟lık soğuk etanol eklenerek tüpler alt üst edilmiĢtir. 

8. Tüpler 20 dakika buzda bekletilerek, 13.200 rpm‟de 1 dakika santrifüj yapılmıĢ 

ve tüplerdeki alkol dikkatli bir Ģekilde dökülmüĢtür. 

9. Örnekler 37o‟C‟lik etüvde birkaç dakika bekletilerek etanolün tamamen 

uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. 

10. Alkolü uzaklaĢan örneklere 100µl TE tamponu eklenerek, bir gece oda 

sıcaklığında bekletilmiĢtir. 

11. Tamamen çözünen DNA örnekleri PCR çalıĢmaları için -20 oC‟de 

saklanmıĢtır. 

Bazı fungus türlerinde pigmentasyondan dolayı fenol-kloroform DNA izolasyon 

yönteminde elde edilen DNA‟ların kalitesinin düĢük olmasından dolayı fungus 

izolasyon kiti kullanılmıĢtır. 
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3.2.5.2. Genematrıx Fungus DNA izolasyon kit yöntemi 

1. Steril kolonlara 40 µl Buffer P solüsyonu kolonları aktive etmek için 

eklenmiĢtir. 

2. 20mg liyofilize edilmiĢ fungus örneği steril eppendorfa aktarılmıĢtır. 

3. 400 µl Lyse F çözeltisi eklenip vorteksle karıĢımı sağlanmıĢtır. 

4. 3 µl RNase ve 10 µl Proteinase K eklenip vorteksle karıĢtırıldıktan sonra 3-5 

defa alt-üst edilmiĢtir. 

5. 65 oC‟ye ayarlanmıĢ su banyosunda 30 dakika bekletilmiĢ. Her 10 dakikada bir 

3-5 defa alt üst edilmiĢtir. 

6. 130 µl Ac Buffer solüsyonu eklendikten sonra 3-5 defa alt üst edildikten sonra 5 

dakika -20 oC‟de buzda bekletilmiĢtir. 

7. 10 dakika 14000 rpm‟de santrifüj edilmiĢtir. 

8. 400 µl supernatant yeni eppendorfa alınmıĢtır. 

9. 350 µl Sol P çözeltisin eklenmiĢ. 

10. -20de bekletilmiĢ %70 EtOH‟dan 250 µl eklenip 1 dakika alt üst edilmiĢtir. 

11. 12000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

12. Supernatanttan 600 µl alınıp aktive edilmiĢ kolona eklenmiĢtir. 

13. 12000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edilen supernatant tekrar kolona yüklenmiĢtir. 

14. 12000 rpm‟de 1 dk santrifüj edildikten sonra supernatant atılmıĢtır. 

15. Kolon toplama eppendorfuna konulup üzerinde 500 µl Wash PX solüsyonu 

eklenmiĢ ve 12000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edildikten sonra toplama çözeltisi 

atılmıĢtır. Bu iĢlem 2 defa uygulanmıĢtır. 
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16. Kolon alınıp eppendorfa yerleĢtirimiĢ, kolonun üzerine 70 oC su banyosunda 

bekletilmiĢ Eulotion Buffer‟dan 100 µl konulmuĢ ve 3 dakika su banyosunda 

bekletilmiĢtir. 

17. 12000 rpm‟de 2 dakika santrifüj edildikten sonra total DNA elde edilmiĢtir. 

18. Elde edilen DNA örnekleri doğrudan PCR çalıĢmaları için kullanılmıĢtır 

19. Stok DNA‟lar daha sonra kullanılmak üzere -20 oC‟de saklanmıĢtır. 

DNA izolasyonu gerçekleĢtirilen DNA örnekleri %1‟lik agaroz jelde yürütüldü ve 

UV (UVP- UVGL-58) elektroforez görüntüleme cihazında genomik DNA 

görüntülenmiĢtir. 

 

ġekil 3.13. Genomik DNA UV görüntüleme cihaz görüntüsü. 

DNA örnekleri Nanodrop Spektrofotometre (Thermo) yardımıyla ile 260 nm dalga 

boyunda soğurumlarına bağlı olarak çift zincirli DNA deriĢimi hesaplandı. 

Çizelge 3.17. Nanodrop spektrofotometre DNA deriĢimi. 

CDNA= OD 260 nm ×SK× 50  

OD - Optik Dansite (260 nm‟de okunan absorbans değeri). 

SK - Sulandırma katsayısı. 

50 - 260 nm‟de 1 optik dansitenin içerdiği DNA miktarı. 
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3.2.6. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro koĢullarında DNA dizilerinin 

çoğaltılması esasına dayanmaktadır. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir 

(Saiki ve ark, 1985; Mullis, 1990). Fungusların moleküler tanısı için yaklaĢık 700 

bç uzunluğundaki ITS (The Internal Transcribed Spacer) gen bölgesi parçası 

çalıĢılmıĢtır. PCR için, ITS-1 ve ITS-4 ; 

ITS-1: 5‟TCCGTAGGTGAACCTGCGG‟3 (Forward) 

ITS-4: 5‟TCCTCCGCTTATTGATATGC‟3 (Reverse) primerleri kullanılarak 

oligonükleotidler elde edilerek çoğaltıldı. 

 

ġekil 3.14. rDNA (18S, 28S) ITS gen bölgeleri, çalıĢma prensibi (Boysen ve ark., 

1996) 

ITS gen bölgesi çoğaltma iĢlemi için, son hacimde 4 ng/µl kalıp DNA (100 ng/µl), 

1x Taq tamponu [10x Taq Buffer; 100 mM Tris-HCl (pH 8.8), 500 mM KCl, % 

0.8 Nonidet P40; Fermentas, MBI], 1.5 mM MgCl2 (25 mM; Fermentas, MBI), 

0.1 mM dNTP karıĢımı (herbir dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0.5 mM; Fermentas, 

MBI), 0.02 U/μl Taq polimeraz (5 U/μl; Fermentas, MBI), 0.2 pmol/μl ITS 1 ve 

ITS 4 oligonükleotidleri (her biri 25 pmol/µl) 25 µl reaksiyon hacminde steril 

distile su ile tamamlanmıĢtır. PCR reaksiyonu için; AB(Applied Biosystems Veriti 

96 Well Thermal Cycler ) cihazı kullanılmıĢtır. 

Çizelge 3.18. PCR reaksiyon koĢulları 

Predenatürasyon 95 ˚C 5 dk 

Denatürasyon 95 ˚C 1 dk 

Annealing 55 ˚C 1 dk 

Extasion 72 ˚C 1 dk 

Final extasion 72 ˚C 5 dk 
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PCR ile gen çoğaltma iĢlemi 35 döngü (95 ˚C 1 dk (denatürasyon), 55 ˚C 1 dk 

(annealig), 72 ˚C 1 dk (extasion)) olarak yapıldı. 

Elde edilen PCR ürünleri, hazırlanan %1.2‟lik agaroz jele yüklenmiĢtir. PCR 

ürünleri UV görüntüleme sisteminde (UVP- UVGL-58) görüntülenmiĢtir. 

 

ġekil 3.15. ITS gen bölgesi çoğaltılan PCR ürünlerinin UV görüntüleme cihazında 

görüntüsü 
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4. BULGULAR 

Morfolojik ve moleküler tür tayini sonucu Aspergillus, Penicillium, Mucor, 

Rhizopus, Trichoderma, Fusarium, Westerdykella, Talaromyces, Lichtheimia, 

Sarcopodium, Scedosporium ve Curvularia cinslerine ait termofilik ve 

termotolerant 99 fungus türü izole edilmiĢtir (Çizelge 4.1). 

Morfolojik tanılama yönteminde makroskobik ve mikroskobik olarak (Hartog ve 

ark., 1981, Samson ve ark. 2004)‟te yaptıkları çalıĢmaya göre; fungusların kültür 

rengi, koloni büyüklüğü, konidyofor yapısı, konidyofor uzunluğu, konidia Ģekli, 

fiyalid ve metula durumu, spor Ģekli ve spor yapısı gibi özelliklere bakılarak tayini 

yapılmıĢtır.  

Laktofenol pamuk mavisi boyasıyla boyanan fungusların mikroskobik görüntüleri 

elde edilmiĢtir (ġekil 4.1). 

   
a     b 

   
c     d 

ġekil 4.1. Laktofenol pamuk mavisiyle boyanan spor örnekleri. a) Aspergillus 

fumigatus, b) Aspergillus terreus, c) Penicillium spp., d) Trichoderma 

harzanium. 
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Makroskobik olarak kültür rengi, kültür büyüklüğü gibi özellikler kullanılarak 

tayin edilmiĢtir (ġekil 4.2). 

   
a     b 

   
c     d 

ġekil 4.2. Fungus kültür örnekleri. a) Aspergillus flavus, b) Mucor circilinoides, c) 

Aspergillus terreus, d) Trichoderma harzanium 

Moleküler tür tanımlanma için daha önce yapılan çalıĢmalarda kullanılan ITS 1 

(5‟TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3‟) ve ITS 4 (5‟TCC TCC GCT TAT TGA 

TAT GC 3‟) primerleri kullanılarak (White ve ark., 1990) yaklaĢık olarak 700 bç 

uzunluğunda bölgesi PCR yardımıyla çoğaltılarak gen dizileri elde edilmiĢtir. 

PCR temizleme kitinden geçirilen agaroz jelle kontrol edilen ITS örneklerine, 

enzimatik sentez yöntemi (Sanger ve Coulson, 1975) kullanılarak geliĢtirilmiĢ bir 

kapiller sistemle (Automatic Sequencer 3730xl) otomatik DNA dizi analizi 

Macrogen firması tarafından yaptırılmıĢtır (Macrogen Inc., Netherlands). DNA 
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dizi analiz sonuçları BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999) programı 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) kullanılarak görüntülenmiĢtir. 

 

ġekil 4.3. BioEdit 7.2.5 programında DNA dizi analiz sonuçları. 

DNA dizi verileri, Clustal W çoklu dizi hizalama programı (Clustal W multiple 

sequence alignment program) (http://www.clustalw.genome.jp/) ile hizalanmıĢtır. 

Elde edilen diziler daha önceki çalıĢmalarda tespit edilen ve GeneBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)‟da bulunan dizilerle kıyaslanmıĢtır. En 

yüksek yüzdeye sahip olan eĢleĢtirmelerle karĢılaĢtırma yapılarak moleküler tür 

tayini yapılmıĢtır. 

 

ġekil 4.4. Nükleik asit dizisinin NCBI‟da blastlanması 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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ġekil 4.5. NCBI blast sonucu dizi analizi 

 

ġekil 4.6. Blast sonuçlarının GenBank‟taki verilerle karĢılaĢtırması 

Türleri tespit edilen mikrofungusların birbiriyle olan benzerliklerini ve akraba 

iliĢkilerini analiz etmek için fasta formatlarındaki nükleotit dizileri MEGA 6.06 

programına kaydedilmiĢtir (ġekil 4.5).  
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ġekil 4.7. Fungus türlerin MEGA 6.06 programındaki nükleotit dizi 

karĢılaĢtırmaları 

ITS gen bölgesi dizileri tespit edilen fungusların birbirlerine olan benzerlikleri ve 

filogenetik akrabalıklarını tespit etmek funguslara ait haplotiplerinin istatistiksel 

veri analizi (Clement ve ark., 2000)‟de geliĢtirdikleri MEGA 6.06 bilgisayar 

programı kullanılmıĢtır. Programda (Phylogny/Construct/Test Maximum 

Parsimony Tree) maksimum parsimoni filogeni ağacı (ġekil 4.8) ve ITS gen 

bölgesi ile tespit edilen türlerin farklı haplotiplerinin UPGMA uzaklık ağacı Jukes-

Cantor modeli kullanılmıĢtır (ġekil 4.9). 
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ġekil 4.8. Mikrofungus türlerinin maksimum parsimoni filogeni ağacı 
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ġekil 4.9. Fungus haplotiplerinin (ITS gen bölgesi) UPGMA uzaklık ağacı 
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Tez çalıĢmasında morfolojik ve moleküler tanısı yapılan mikrofungus türlerinin; 

laboratuvar kayıt numaraları, üredikleri sıcaklık, tür isimleri ve GenBank‟taki 

kayıtlı accession numaraları aĢağıdaki tabloda verilmiĢtir (Çizelge 4.1). 

Çizelge 4.1. Mikrofungus izolatlarının numara, isim, derece, tür isimleri ve 

accession numaraları 

No. Ġsim 
Derece 

(°C) 
Tür isimleri Accession No. 

GenBank 

% 

EĢleĢme 

1 GE1B 40 Mucor circinelloides KY828880.1 100 

2 SA3C2 40 Mucor circinelloides KY828880.1 100 

3 GE1C su örneği 50 Aspergillus terreus  MH201174.1 100 

4 BU5C19 50 Aspergillus terreus MF447153.1 100 

5 GE1D su örneği 50 Aspergillus fumigatus KF177414.1 100 

6 SA19B  40 Aspergillus niger MF379661.1 100 

7 K1A28 50 Aspergillus fumigatus MF379664.1 99 

8 GE1B56 45 Rhizopus oryzae  MG583994.1 100 

9 SA3C11 45 Aspergillus terreus  MH389054.1 100 

10 BU11A 40 Curvularia lunata MH299873.1 100 

11 BU92 40 Fusarium solani KC156601.1 100 

12 KU1A su örneği 40 Penicillium 

reticulisporum  

NR_121231.1 100 

13 BU41A 40 Aspergillus europaeus LT899469.1 99 

14 KU1D3 40 Talaromyces 

cellulolyticus  

MF093209.1 100 

15 BU4D2 40 Trichoderma 

harzianum 

MF780869.1 100 

16 GE1X su örneği 40 Aspergillus versicolor KU258497.1 100 

17 BU3A 40 Aspergillus niger MF379660.1 100 

18 BU5F 40 Aspergillus niger  MG659659.1 100 

19 KU1A  45 Penicillium 

reticulisporum  

NR_121231.1 100 

20 BU51B 40 Aspergillus aculeatus MH389050.1 100 

21 BU28B 50 Aspergillus fumigatus MF379664.1 100 

22 BU68 50 Aspergillus fumigatus MF189909.1 100 

23 GE1C 40 Aspergillus terreus  MH389054.1 100 

24 SA3C11 40 Aspergillus terreus MH389054.1 100 

25 BU4D1 40 Penicillium 

verruculosum 

JN565299.1 100 

26 KU1E 40 Fusarium proliferatum  MF186028.1 100 

27 K1A1 40 Fusarium proliferatum MH392760.1 100 

28 KU1D15 40 Penicillium 

chalabudae 

NR_144845.1 100 

30 K1A2 45 Aspergillus fumigatus MG321622.1 100 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1356687854
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EH18AGEH015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_75266463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY828880.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5H24ZWH015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_807045338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH201174.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5H7NTFK015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377038137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF447153.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5HAM6X6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF177414.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J5HEJ7YE015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1304446574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5HHMZKJ015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1038481725
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1343898903
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG583994.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J5HS1D2M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377224764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH389054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5HX92TJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1352491328
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH299873.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J5HYV1BZ015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_448872658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC156601.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5J345CT015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662009211
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662009211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121231.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J5J56349015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1339662380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT899469.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5J79SNZ015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_815937381
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_815937381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF093209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5J94RN0015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1139736444
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1139736444
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF780869.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5JD5UX7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1020044992
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1304446584
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5JWA27W01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHEXDDV8014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1229627161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG659659.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J5JZXJ1T01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662009211
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662009211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121231.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J5K26FVZ01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHF8PK18014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_930420533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH389050.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5K9074D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHFGAU7C014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_310769501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379664.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5KBNJPJ015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHFKM10P015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_310769501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF189909.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J5KE3BD3015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHFS9V5W015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_747174763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH389054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5KH00HC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377224764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH389054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5KJUXXU014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHG62TM7015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_251734366
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHG62TM7015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_251734366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN565299.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=J5KMJUSR014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EHH42REC014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1278432417
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF186028.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J5M09NEJ01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EM2D77UJ015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_506954212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH392760.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5M3304H014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1117142844
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1117142844
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1354562356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG321622.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5MKFEJW014
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Çizelge 4.1. Mikrofungus izolatlarının numara, isim, derece, tür isimleri ve 

accession numaraları (Devamı) 

No. Ġsim 
Derece 

(°C) 
Tür isimleri Accession No. 

GenBank 

% 

EĢleĢme 

31 BU5F 45 Aspergillus niger MF379661.1 100 

32 BU5A1 45 Rhizopus oryzae MG946219.1 99 

33 GESU su örneği 45 Aspergillus niger MF379661.1 100 

34 SA3B2 45 Aspergillus fumigatus MF379664.1 100 

35 GE8C su örneği 45 Aspergillus terreus MH065614.1 100 

36 K1A20 45 Aspergillus fumigatus MH620181.1 100 

37 BU5C1 45 Aspergillus terreus MH712038.1 100 

38 SA3C11 50 Aspergillus terreus MH705126.1 100 

39 GE2A 40 Rhizopus oryzae MG671995.1 100 

40 K1A29 40 Aspergillus fumigatus MG970416.1 100 

41 BU41A 45 Aspergillus fumigatus MH620181.1 100 

42 BU1A 45 Rhizopus oryzae MH707053.1 100 

43 BU55X 40 Rhizopus oryzae MH000590.1 100 

44 SA19B  40 Mucor circinelloides KY828880.1 100 

45 SA3B2 40 Mucor circinelloides MG519710.1 100 

46 SA3C10 40 Rhizopus oryzae MH000598.1 100 

47 BU41A 45 Aspergillus fumigatus MG970416.1 100 

48 BU18G 40 Aspergillus fumigatus MF780706.1 100 

49 SA3A19 40 Rhizopus oryzae MG671995.1 100 

50 BU18B 45 Aspergillus fumigatus MG970416.1 100 

51 BU1A8 40 Rhizopus oryzae MH707054.1 100 

52 GE60 su örneği 40 Aspergillus niger MF379661.1 100 

53 BU49A1 45 Aspergillus fumigatus MH270614.1 100 

54 YB18A 40, 45 Aspergillus flavus  MH399568.1 100 

56 BYH3 40, 45 Aspergillus fumigatus MG970416.1 100 

60 BY35 30, 40 Fusarium avenaceum MF186082.1 100 

61 KY33A1 30,40 Scedosporium 

apiospermum 

LC317767.1 100 

62 BY3B 30, 40 Sarcopodium 

circinosetiferum 

KT184722.1 100 

63 BY39B 30, 40, 45 Mucor circinelloides  MG583937.1 99 

64 KY42 30, 40 Westerdykella sp  JX235699.1 100 

65 BY43 30, 40 , 45 Aspergillus flavus MH634488.1 100 

66 KY34 30, 40, 45 Aspergillus calidoustus MF196861.1 100 

67 BY95A 30, 40, 45 Aspergillus 

fumigatiaffinis  

MH474540.1 100 

68 KY41A8 30, 40 Trichoderma 

harzianum 

MF409002.1 100 

69 BY39A 30, 40 , 45 Trichoderma 

harzianum 

MF669731.1 100 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EM376SDT015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1279336935
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5MVEBY401R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1240181547
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EM4DSZG1015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1229627161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5NFVFN001R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1297648342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379664.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5NMSRVS015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EM4PR4ZV015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_747174763
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1327854275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH620181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R2PEPN6R015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377038137
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377038137
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1267719528
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1354562356
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1354562356
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1328374558
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1240181555
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1356687854
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EM68Z7R2015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1277543608
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG519710.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R2X6J396015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1267719544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH000598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R2XARE3P014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1297648342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG970416.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R2XE35FA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF780706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R2XJJPUB01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_314947176
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG671995.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R326BD1P014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1372205463
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1328374558
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH707054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R32CUPHU01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EM7JCP93015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1376175732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5NSGY58015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1372205463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH270614.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R32HYM74015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377538582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH399568.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5PP32BS014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1372205463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG970416.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R32MSZ8E014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J5PT8HZD014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1199841515
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF186082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5PT8HZD014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1145590213
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1145590213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC317767.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=R3336JD1014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_955300821
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_955300821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT184722.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R336NSHK015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_359719486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG583937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R33APSPD014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_459652292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX235699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5PYTE16014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1349758506
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH634488.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R69MA8TB014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EM9JKGVG014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1002824825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF196861.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5R5KSAF015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_424012031
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_424012031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH474540.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R69R7WK8015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1243472021
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1243472021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF409002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6A3DXTR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF669731.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=R6A83F4N015
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Çizelge 4.1. Mikrofungus izolatlarının numara, isim, derece, tür isimleri ve 

accession numaraları (Devamı) 

No. Ġsim 
Derece 

(°C) 
Tür isimleri Accession No. 

GenBank 

% 

EĢleĢme 

70 KY37 30, 40 Talaromyces 

funiculosus 

MH345867.1 100 

71 KY31B 30°C Lichtheimia 

corymbifera 

KY828854.1 100 

72 KY61 30, 40, 45 Aspergillus niger MF379661.1 100 

73 BY36 30, 40 Aspergillus fumigatus MG970416.1 100 

74 KY34A 30, 40 Aspergillus ustus MH559498.1 100 

75 BY3A 30, 40 Aspergillus 

fumigatiaffinis  

MH474540.1 100 

77 KY31A 30, 40 Mucor circinelloides MG519711.1 100 

78 KY33A3 30, 40, 45 Aspergillus fumigatus MH620181.1 100 

79 KY33 30, 40 Scedosporium 

apiospermum 

KJ914779.1 99 

80 BY42A 30, 40 Rhizopus oryzae MH707054.1 100 

81 KY310 30, 40, 45 Aspergillus terreus MH712038.1 100 

82 BY41A8 30, 40 Mucor circinelloides MG583952.1 100 

83 KY4A5 30, 40, 45 Aspergillus fumigatus MH620181.1 99 

84 KY411A 30, 40 Trichoderma 

harzianum 

KM278031.1 100 

85 BY11 30, 40, 45 Aspergillus fumigatus MH465125.1 100 

87 KY43 30, 40, 45 Aspergillus fumigatus MF379664.1 100 

88 KY63 30, 40, 45 Aspergillus fumigatus MH620181.1 100 

89 BY38 30, 40, 45 Aspergillus terreus  MH712038.1 100 

90 BY31 30, 40 Trichoderma 

harzianum  

MF409002.1 100 

92 KY41 30, 40, 45 Aspergillus fumigatus MH620181.1 100 

93 KY62 30, 40, 45 Aspergillus fumigatus MH591451.1 100 

94 KY36B 30, 40 Westerdykella 

multispora 

KT013243.1 99 

95 BY32A8 30, 40 Fusarium acuminatum LT970802.1 100 

99 GE40A 30, 40, 45 Penicillium 

chrysogenum 

MH469504.1 100 

 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1318866995
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1318866995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH345867.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6AAFMTW014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1356687828
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1356687828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY828854.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6ADEPG4015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1376175732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J5RABE9R014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1026943326
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG970416.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R6AGFJUV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1285032994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH559498.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6AJMWP4015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_353559086
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_353559086
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH474540.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6B06BG7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_359719486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG519711.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6ASEB3M01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1354562356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH620181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R6B3F466015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_693735324
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_693735324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ914779.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6B7BS5N01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1343898825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH707054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6B9X74D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377038137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH712038.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6BBSZ9C014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_731445955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG583952.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6BDTUPA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1297648342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH620181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R6BFV0SP01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_476490819
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_476490819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM278031.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6BJDNHV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_347823166
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH465125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=R6BM5KZM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1327854275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF379664.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=R6BR6RTF01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_347823166
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH620181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R6BUJR8B014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1377038137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH712038.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6BXB32H01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_748061292
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_748061292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF409002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R6C1MYTD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH620181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R6C4U31E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH591451.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=R6C6WRBD014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62948154
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62948154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT013243.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=R6CAVZSP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EMD0TU7T014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1153686597
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT970802.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6CHAS0V014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1284992283
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1284992283
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH469504.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R6D1VJJE015
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Tez çalıĢmasında; 2015-2016 yıllarının ilkbahar ve sonbahar aylarında Aydın 

ilinde bulunan 9 lokalitede yapılan arazi çalıĢmalarında termofilik alanlardan 

alınan toprak örneklerinden 12 fungus cinsi bu cinslere ait toplam 99 termotolerant 

ve termofilik fungus türü izole edilmiĢtir. Funguslar için en uygun besiyerleri 

hazırlanmıĢ ve fungusların geliĢimi gözlenmiĢtir. Fungus türlerinin termotolerant 

ve termofilik özellikleri geliĢtikleri sıcaklıklara göre belirlenmiĢtir. Elde edilen 

fungus türleri için morfolojik tanı ile moleküler tanı yöntemleri birbirini takip 

ederek tanısı yapılmıĢtır. Moleküler tanılama için, PCR ile ITS gen bölgesi 

çoğaltılmıĢ ve GenBank‟taki verilerle karĢılaĢtırılarak kesin sonuçları elde 

edilmiĢtir. MEGA 6.06 programı kullanılarak fungusların (maksimum parsimoni) 

filogeni ağacı ve UPGMA haplotip uzaklık ağacı oluĢturulmuĢtur. 

Fungusların morfolojik tanısı uzun zaman almaktadır. Fungusların morfolojik 

tanımlanması; geliĢtikleri besiyeri, besiyerinin pH‟sı, inorganik madde ihtiyacı ve 

geliĢtiği sıcaklık gibi özellikler makroskobik ve mikroskobik özelliklerini 

doğrudan etkilediği tez çalıĢmasında gözlenmiĢtir. Örneğin, PDA besiyerinde 50 
o
C‟de Aspergillus terreus türünün geliĢimi tam gözlenemezken, YpSs Agar 

ortamında daha iyi geliĢtiği gözlenmiĢtir. Bu durumda besiyeri, fungusların kültür 

büyüklüğünü, kültür rengini, konidi büyüklüğünü ve Ģeklini etkilediğinden sadece 

morfolojik tanılama yapmak yeterli olmayacaktır. Morfolojik tanılamada çoğu 

izolatın cins düzeyinde tanımlaması yapılmıĢtır. Tür düzeyinde kesin tanımlama 

yapılamamasının nedeni, fungusların değiĢen çevre koĢullarına göre geliĢim 

farklılıkları göstermesinden kaynaklanmaktadır.  

Fungusların morfolojik karakterlerine bakılarak yapılan sınıflandırmalar, 

moleküler sistematikte belirlenen filogenetik iliĢkilerine bakılarak yeniden 

değerlendirilmelidir. Taksonlar arasında gözlemlenen morfolojik karakterlerin 

birbirine anlamlı olmayan benzerliği tespit edildiği durumlarda, filogenetik analiz 

için moleküler karakterlerin kullanımı önem kazanmaktadır (Blackwell ve ark., 

2007). 

Moleküler çalıĢmaların da kendine ait bazı dezavantajları bulunmaktadır. Doğru 

DNA izolasyon yönteminin belirlenmesi. PCR koĢullarının optimize edilmesi. 

PCR ile çoğaltılacak gen bölgesinin doğru seçilmesi oldukça önemlidir. ÇalıĢmada 

Aspergillus terreus, Aspergillus niger ve Aspergillus flavus türlerinde Fenol-



53 

Kloroform DNA izolasyon yönteminde elde edilen DNA‟ları PCR ile ITS gen 

bölgesini çoğaltmak için kullanılmıĢtır. Fakat funguslar pigment içerdikleri için 

PCR koĢullarında, PCR için kullanılan kimyasallarla tepkimelerinden dolayı ITS 

gen bölgesi baĢta çoğaltılamamıĢtır. Bunun için fungus DNA izolasyon kiti 

kullanılarak DNA‟ları elde edildikten sonra tekrar PCR ile gen bölgeleri 

çoğaltılmıĢtır. 

Sonuç olarak; tez çalıĢmasında kullanılan morfolojik ve moleküler tür tayini 

birbirini desteklemiĢtir. Ġki yöntemin birlikte kullanılması daha doğru ve daha 

kesin sonuçların elde edilmesini sağlamıĢtır. Elde edilen fungus türleri; Index 

Fungorum, MycoBank, Fungal Names ve CABI databases verileriyle 

karĢılaĢtırılarak adlandırılmalarında karıĢıklık olmaması için kontrol edilmiĢtir. 

Botanik bilimiyle uğraĢan bilim insanlarının öne sürdüğü „Bir Fungus, Bir Ġsim‟ 

görüĢü tartıĢma konusu olmalıdır. Bazı fungus türleri aynı olmasına rağmen 

evrimsel süreçte organizmaların geçirdiği mutasyonlardan dolayı DNA‟da bazı 

değiĢikliklere neden olmaktadır ve bu değiĢiklikler fungusların farklı suĢlara sahip 

olmasını sağlamaktadır. Aynı cins ve türe ait bir mikrofungusun farklı suĢ olma 

özelliğinden dolayı farklı isimlendirilmesi daha da karıĢık adlandırmalara neden 

olabilir. 

Ranzoni (1968) ABD‟de bulunan Sonora Çölü‟nde 24 farklı lokalitede çalıĢmıĢ ve 

topraktan fungus izolasyonu gerçekleĢmiĢtir. Ġzole ettiği 229 fungus türünden 

sadece birkaçı 45 oC‟de üremiĢtir. Tansey ve ark. (1976) Indiana‟da bulunan güneĢ 

enerjisiyle ısınan topraklardan termofilik ve termotolerant fungus türleri izole 

etmiĢlerdir. Frate ve ark. (1987-1988) Antartika‟da topraktan, penguen ve kuĢ 

gübrelerinden psikrofilik, termofilik ve termotolerant fungus türlerini izole 

etmiĢlerdir. Mouchacca ve ark. (1997-2000) yıllarında ABD, Avrupa ve 

Nijerya‟da yaptıkları çalıĢmalarda bilim dünyasına 20 termofilik fungus türünü 

kazandırmıĢtır. Mantar kompostları, toprak, saman, bitki kompostları ve hayvan 

gübrelerinden termofilik fungustürlerini izole etmiĢlerdir. Zhang ve ark. (2013) 

Çin‟de yaptıkları çalıĢmada Myceliophthora cinsine ait yeni termofilik fungus 

türünü topraktan izole etmiĢlerdir. Bazı ülkelerde termofilik saha olmamasına 

rağmen yukarıda verilen çalıĢmalarda termofilik ve termotolerant funguslar izole 

edilmiĢ ve tanısı yapılmıĢtır. Türkiye‟de jeotermal saha bakımından zengin olması 

ve bu sahalarda funguslar ile ilgili herhangi bir çalıĢmaya rastlanmaması tez 

çalıĢmasının yapılmasını teĢvik etmiĢtir. 
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Ülkemizde termofilik alanlardan bugüne kadar termofilik ve termotolerant 

mikrofungus türlerinin izolasyonuna ait herhangi bir moleküler ve morfolojik 

tanılama yöntemine ait herhangi bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Termofilik ve 

termotolerant mikrofunguslar ile ilgili çalıĢmalar sadece enzim biyoteknolojisiyle 

sınırlı kalmıĢtır. Bu da çalıĢmamızın ülkemizde yapılan ilk çalıĢma olarak; 

termofilik ve termotolerant mikrofungusların hem morfolojik hem de moleküler 

yöntemler kullanılarak tanılanması açısından önemini arttırmaktadır. Ülkemizde 

termofilik ve termotolerant mikrofungusların izole edilmesi ile ilgili moleküler 

çalıĢmaların arttırılması, farklı termofilik ve termotolerant mikrofungus türlerine 

ait enzim taraması yapılması gelecekte enzim biyoteknolojisi ve gen 

biyoteknolojisinin geliĢmesini sağlayacaktır. 
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