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OZET

AYDIN ILINDE BULUNAN TERMOFILIK CEVRELERDEN iZOLE
EDILEN TERMOTOLERANT FUNGUSLARIN MORFOLOJIK VE
MOLEKULER TANISI

Yusuf GEROGLU

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danigsmani: Prof. Dr. H. Halil BIYIK
2019, 67 Sayfa

Aydm ilindeki termal su kaynaklarindan ve kaynaklara yakin bdlgelerdeki,
Buharkent, Germencik, Salavatl, Kuyucak ve imamké&y lokalitelerinden ilkbahar
ve sonbahar aylarinda aseptik sartlarda toprak ve su ornekleri alinmistir. Alinan
ornekler, uygun dilusyonlarda RBKA besiyerine steril kosullarda yayma ekim
yontemiyle ekilerek inkiibasyona birakilmis ve karisik kiiltiirleriin izolatlar1 elde
edilmistir. Karisik izolatlar PDA besiyerine iic nokta ekim yontemiyle ekilip
saflastirilmis ve stok kiiltiirleri yapilmistir. Once morfolojik sonra molekiiler tiir
tamsi yapilmis. Izole edilen funguslardan DNA izolasyonu; DNA izolasyon
protokoliine gére yapilmistir. izole edilen DNA 6rneklerinden ITS gen bolgeleri
PCR yontemiyle c¢ogaltilmistir. Sekanslama ile gen dizileri elde edilmistir.
Mikrofunguslarin sekans analizi BIOEDIT programi kullanilarak yapilmugtir.
Sekans analizi yapildiktan sonra elde edilen dizi verileri GENBANK ’taki verilerle
karsilagtirilmis ve tlirlerin molekiiler tanis1 yapilmigtir. Tanis1 yapilan tiirlerin
birbiriyle olan akrabalik derecesini arastirmak icin MEGA programi kullanilmis ve
analizi yapilmistir. Funguslarin gelisimini etkileyen topragin igindeki organik-
inorganik madde ve nem orani dikkate alinarak 6rnek alim yerlerindeki toprak
analizleri gergeklestirilmigtir. Caligmada Aspergillus, Penicillium, Mucor,
Rhizopus, Trichoderma, Fusarium, Westerdykella, Talaromyces, Lichtheimia,
Sarcopodium, Scedosporium ve Curvularia cinsi funguslara ait tiirler morfolojik

ve molekiiler olarak tanilanmigtir

Anahtar Kelimeler: Termofilik, Termotolerant, Fungus, ITS, rDNA, Molekiiler
Tani, Morfolojik tani, Termal Su Kaynakari.






ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF
THERMOTOLERANT FUNGI ISOLATED FROM
THERMOPHYLIC ENVIRONMENT IN AYDIN

Yusuf GEROGLU

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, Salavatli, Kuyucak and Imamkéy
regions in Aydin 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. GIRIS

Termofilik ve termotolerant terimi, gergekte “is1 seven”, anlamina gelen ¢ok farkli
mikroorganizma gruplar1 arasinda ortaya ¢ikan bir 6zelliktir. Termofilik 6zellige
sahip organizmalar Bakteriler ve Arkea’larda gozlenirken, hipertermofiller ise
cogunlukla Arkea’lardan olugmaktadir. Bununla birlikte, termotolerant 6zellige
mikroorganizmalar belirli yiiksek sicakliklarda gelisebilme O6zelligine sahiptir.
Funguslarda goriilen termotolerant ozelligi; 45 °C ile 55 °C arasindaki her
sicaklikta gelsebilme o6zelligi termotolerant olarak smiflandirilir.  Okarya

domaininde yiiksek sicakliklarda yasam nadir goriilen bir fenomendir.

Bilinen tahmini 600.000 mantardan sadece kiigiik bir kismin termofilik oldugu
kabul edilir ve 45 ila 55 °C arasindaki sicakliklarda gelisebilirler. Bununla birlikte,
mantarlardaki termofiller; bakteri veya archaea'daki kadar ekstrem olmasa da bazi
tirleri sicak su kaynaklarinda veya hidrotermal bacalarda 113 °C'ye varan
sicakliklarda biiyiiyebilirler. Ustelik bu durum termofilik organizmalarin nasil var
oldugunu ve ¢ogu yasam formu i¢in 6liimciil olan sicakliklarda yasabildiklerini
anlamak igin 6nemli olmustur. Fungus alemindeki termofilinin yeni termal nisler
elde etmek icin bir adaptasyon yerine giinliik ytliksek sicakliklara ve mevsimsel
degisimlere adaptasyon oldugu tahmin edilmektedir. Termofilik funguslar bu
diinyada gelistiklerinden beri doganin ekonomisinde &nemli bir rol
oynamaktadirlar. Biyoteknolojik Onemleri yaninda ,mantar kompostlar

hazirlamada da oldukca 6nemli organizmalardir (Maheshwari ve ark., 2000).

Tez ¢aligmamizin amact; termofilik ve termotolerant mikrofunguslarin
biyoteknolojik oneme sahip olmalari, iilkemizde 140’a yakin jeotermal saha
bulunmasina ragmen bu alanlarda termofilik ve termotolerant mikrofunguslarla
ilgili yapilmig ¢ok fazla c¢alismanin bulunmamasi, izole edilen funguslarin
morfolojik tanilamanin yaninda molekiiler yontemler kullanilarak, en dogru

sonuca ulasilmasidir.
Termofilik Funguslarin Tamimlanmasi

Mikrofunguslar c¢evre ve gelistikleri sicaklik kosullarmma gore termotolerant ve
termofilik olarak siniflandirilmistir. Termotolerant funguslar igin, en diigiik 25 °C
ile en yiiksek 40 °C’de gelisim gostermektedir. Termofilik funguslar ise en iyi



gelistikleri sicaklik aralig1 40-57 °C olarak tanimlanirken en yiiksek sicaklik 61°C
tireyebildikleri daha 6nceki ¢aligmalarda belirlenmistir (Romanelli ark., 1975).

Funguslarin birgogu, 40-45 °C’den yiiksek sicakliklarda gelisemedikleri igin
termofilik funguslar uzun siire fark edilmemistir. Yaklasik yiiz yil once Lindt
tarafindan ekmekten Mucor pusillus tirii izole edilmistir. Lindt’in yaptigi bu
caligma izole edilen ilk termofilik fungus olma 6zelligini tagimaktadir. Daha sonra
Tsiklinskaia tarafindan Thermomyces lanuginosus patatesden izole etmistir. Bu
kiiflerin her ikisi de tesadiifen kesfedilmislerdir. Hugo Miehe, termofilik funguslar
ile ilgili genig aragtirmalar yapan ilk kisi olmustur. Miehe'in yaptigi ¢aligmalardan
dolayr termofilik funguslarin temel yasam kosullar1 belirlenmistir. Allen ve
Emerson, bitki kiimelerinin icerdigi besinlerin, hacminin ve havalandirma
kosullarinin termofilik funguslarin {iremelerine etkisini gdstermislerdir. Bu
caligsmalardan sonra, Cooney ve Emerson’un 1964°te izole ettikleri 13 termofilik
fungus tliriinii yasama ortamlarina gore simiflandirmis ve bu alanda ¢alismalarin
artmasini saglamiglardir (Deacon ve ark., 2007).

Termofilik funguslarmn  tanimlanmasi zor ve oldukca karmasiktir. Ilk
siniflandirmalarda, Ingilizce disindaki dillerde yazilislar;, tiir adlarinda
karigikliklara neden olmustur. Bu nedenle funguslarin bazi tiirleri birden fazla adla
aciklanmis ve yeni smiflandirma yapildiginda ayni funguslar farkli adlar ile
tanimlanmustir. Ornegin, Thermomyces lanuginosus, Humicola lanuginosa gibi
tirler birgok adla adlandirilmaktadir. Funguslarin eseyli ve eseysiz iireme
evrelerine gore smiflandirilmalan farkli adlar almalarinda karigiklifa neden
olmaktadir. Ornegin, Sporotrichun (Chrysoporium) thermophile eseysiz evredeki
adi, Myceliophthora thermophile eseyli evredeki adidir. Termofilik funguslarin
tanimlanmasinin zorlugu termofilik ve termotolerans ayirim ile daha da artmastir.
Termofilik olarak tamimlanmis  Achaetomium thermophilium, Sordaria
thermophila, Gilmaniella thermophila tiirleri giinimiizde termotoleran olarak
bilinmektedir (Maheshwari ve ark., 2000).

Crisan (1973) termofilik mikrofunguslarin termofilik 6zelliklerini agiklayan bazi
hipotezler 6ne siirmiigtiir. Mikroorganizmalardaki yag asitlerinin tipleri, iireme
sicakliklarini belirlemekte ve gelisimlerini etkilemektedir. Yiiksek sicakliklarda
hiicrei¢inde ve hiicre zarinin yapisinda bulunan yaglarin erimesi gerceklesebilir ve
hiicrenin biitiinliigli yok olabilir. Ureme 1silar1 yiikseldikge birgok hiicrede
genellikle doymus yag asitleri goriilmektedir (Crisan ve ark., 1973).



Termofilik Funguslarin Termofili Mekanizmasi

Termofilik mikroorganizmalar doymus yag icerdikleri icin, yiiksek 1silarda
hiicresel 6zelliklerini termotolerantlara gore daha iyi koruyabildigi gozlenmistir.
Yaglarin en 6nemli kismi hiicre zarmda bulunan fosfolipitlerdir. Yag asitlerinin
satiirasyonundaki degisiklik hiicre i¢inde gerceklesen metabolik olaylari
etkilemektedir. Yiiksek sicakliklarda hiicre zarindaki akigkanlik artmakta ve hiicre
icindeki sivi miktar1 diistiigli icin gegirgenlik degismektedir. Bu yonden
bakildiginda, Crisan tarafindan 6nerilen lipit ¢oziiniirliik hipotezi kabul edilebilir.
Ikinci bir hipoteze gore, temel metabolitlerin tekrar tekrar hizli sentezinin
olmasidir. Termofilik mikroorganizmalarin bilinen metabolik yollar diginda bir
mekanizmaya sahip olmadiklar1 yapilan ¢alismalarda desteklenmistir. Cesitli 1s1ya
direngli enzimler izole edilmis, ancak hepsinde ortak olan bir enzim ya da

makromolekiil bulunamamustir.

Termofilik ve termotolerant funguslarin hiflerinde ultrastriiktiirel diizeyde yapisal
farkliliklar bulunmustur. Hepsinde olmasa da, bazilarinda sitoplazmik zara bagh
yag dolu cisimcikler goriilmiistiir. Bu yapilarin endoplazmik retikulumda devam
ettigi gosterilmistir. Asil lipit depolanmasi, 50 °C’de degil, 37 °C’de iireyen
hiflerde bulunmaktadir. Bu yag cisimcikleri tam anlagilmamakla birlikte, termofili
mekanizmasi ile iligkili oldugu disiiniilmektedir (Hundson ve ark., 1987).

Termofilik funguslar bulunduklar1 yerlere gore, jeotermal bolgelerde iireyenler ve
cuiriimiis bitki kimeleri, giibre gibi kendini 1sitan (self-heating) kaynaklarda
tireyenler olmak tiizere iki gruba ayrilmislardir. Jeotermal topraklar, diinyada
bircok yerde bulunmaktadir. Ornegin; Amerika Birlesik Devletleri’nde
Yellowstone Milli Parki’nda bu tiir sicak su kaynaklari mevcuttur. Buradaki
topragin 6zelligi, 1s1stnin 70°C ve daha fazla olmasi, agir metaller icermesi, pH nin
2-7 olmasi ve az organik madde i¢cermesidir (Redman ve ark., 1999).

Termofilik funguslarin en zengin bulundugu yerlerden biri ¢iiriimils organik
maddelerden olusan, azot gibi mineral besinleri igeren, pH’s1 4-8 olan, iyi
havalanan bitki kiimeleridir (Deacon ve ark., 2007). Bu kiimelere bilinen en iyi
ornek, bahgedeki yiginlardir. Diger drnekler bugday, saman yiginlari, at veya
domuz giibresi, kuru ot veya misir yiginlari, tahta pargalari, toz haline getirilmis

agac ve sehir ¢opleridir (Crisan ve ark., 1973).



Aslinda bu tiir funguslar ¢evremizde ¢ok yaygindir. Isis1 40-50 °C olan sicak
sulardan, topraktan, sicak havuzlardan, yagmur ormanlarinin etrafindan,
camurdan, agac yapraklarindan, topraktan hem termotolerant hem de termofilik
funguslar bir arada izole edilmistir (Deacon ve ark., 2007).

Ciirimiis madde kiimesinde dort agamali bir olay gerceklesir. Bunlar mezofilik
asama, termofilik asama, sogutma asamasi ve olgunlasma asamasidir. Ik asamada,
yeterli miktarda seker ve amino-asitler bulundugu igin, mikroorganizmalar
iremeye baglar. Mezofilik organizmalarin metabolik aktivelerinden dolayz,
ortamin 1s1 derecesi yavas yavas yiikselir. Rhizomucor pusillus ve Aspergillus
fumigatus gibi baz1 funguslar ve Bacillus stearothermophilus bazi termofilik
bakteriler pH 7’nin altinda ve 1s1 40 °C oldugunda iiremeye baglar. Ortamin pH’s1
9, 1s1 derecesi 70-80 °C’ye kadar arttiginda, olay1 baslatan mikroorganizmalar Sliir
ya da inaktive olurlar. Termofilik tiirler bu asamadan sonra iiremeye baglarlar. Bu
funguslar, bitki kiimesindeki hiicrelerin duvarlarindaki sellilloz gibi maddeleri
¢ozerler. Sonunda 1s1 derecesi diiserken mezofil organizmalar tekrar {iremeye
baglar ve termofiliklerin yerine gecerler. Aspergillus fumigatus gibi bazi isiya
toleran tiirler iiremeye devam ederler. Bu fungusun iireme 1s1 aralign 12-55 °C
oldugu ig¢in, termofilik bir fungus degildir. Ancak ¢iiriimiis bitki kiimesinin
icindeki en ¢ok goriilen fungustur (Anastasi ve ark., 2005).

Ozellikle bitki kiimelerinde, baslangigta bulunan Rhizomucor tiirleri 20-55 °C
asamasindan sonra 1s1 yiikselince inaktive olur ve bir daha iiremezler. Kendi
kendine 1sman kus giibreleri ve sicak topraklar gibi yerlerde en yaygin goriilen
fungus Thermomyces lanuginosus’dur. Ureme 1s1s1 52-55 °C’dir. Bu fungusun
selliil’zu ayirma yetenegi olmadigi igin, selliilozu ayirma yetenegi olanlar ile ortak
yasami sayesinde seliilotik aktivitelerinden ortaya c¢ikan sekerleri kullanan bir
fungustur (van Heerden ve ark., 2002).

Mikroorganizmalar 6liimciil 1s1 derecesinde kisa bir siire bulunduktan sonra
kazanilmis termotolerans mekanizmasi sayesinde canli kalabilirler. Termotolerant
funguslar, aniden yiiksek 1s1ya maruz kaldiklarinda, 1s1 sok proteinleri (heat-shock
protein, HSP) sentezinin artis1 ile canli kalmalar1 arasinda bir iligkili oldugu
diislintilmiistiir. Termofilik bakteriler termotolerans kazanmak i¢in HSP’lerini
sentez ederler. Konidyumlari 50 °C’de ¢imlenmeye baslar, 1s1 sokundan sonra
konidyumlar daha dayanikli olur (Maranon ve ark., 1999).



Wright ve ark., (1983)’te Talaromyces thermophilus tiiriiniin iireme 1sisinin 50
°C’den 33 °C’ye diismesine ragmen, doymamis yag asitlerinin bu sicakliklarda
degismedigini saptamislardir. Bu olay, oleatin linoleata degisiminin engellenmesi
ile iliskili olabilir. Thermomyces lanuginosus gibi bazi funguslarin ise 50 °C’de
igerdigi linoletik asit oran1 30 °C’dekinden iki kat daha fazladir (Wright ve ark.,
1983).

Is1 sok yontemi kullanildigi zaman, bazi termotolerant fungus tiirleri termofilik
derecede treyebilirler. Fungus hiicreleri termotolerans kazanirsa, sitoplazma ve
zardaki makromolekiillerin ¢ozlinmeleri artar. Saccharomyces cerevisiae tiirii 60
dakika, 43 °C’de {iretildiginde, mayanin bir sonraki asamada daha yiiksek 1sida
iireyebilmesi, yani termotolerans kazanmasi saglanir (Sridhar ve ark., 2002).

Maya hiicrelerin termotolerans kazanma olasiliklari, duragan (stationary) evrede,
cogalma (expontially) evresinden daha fazladir. Hiicrelerin yiiksek 1sida
Olmelerinin nedeni, kinetik bozukluktan degil, en az iki farkli polimerazin geri
donlisiimsiiz degismesinden (denatiirasyonundan) dolayidir (Obuchi ve ark.,
2000).

Termotolerans kazanilmasinda trehaloz gibi bazi karbonhidratlar rol oynayabilir.
Ribeiro (1999), S. cerevisiae’da 1si-sok cevabi olusumundan sonra trehaloz
biriktigi gdstermistir.

Termofilik Funguslarin Simiflandirilmasi

Mikologlar eseyli iireme sporu olusturamayan funguslart “imperfekt”, eseyli
iireme sporuna sahip olanlara ise ‘perfekt’ olarak adlandirmislardir. Siklikla
karsilagilan bir diger terim ise birden fazla sekil alabilen anlamina gelen
‘pleomorfik’ (‘Pleomorfizm’ maya-misel fazi degisimi anlamina gelen dimorfizm
yerine de kullanilabildiginden kafa karistirmaktadir) terimidir. ‘Imperfekt’bir
fungusun ayni zamanda ‘perfekt’ oldugunun goriilmesi ile ortaya “eseysiz
satha/faz/evre” ve “eseyli satha/faz/evre” gibi ek etimolojik problemlerin agiga
¢ikmasina sebep olmustur. Tiim bu terimler tutarsiz bir sekilde kullanilmakta ve
yanlis yorumlanmaktadir. Bu nedenle 1970li yillarda Hennebert ve Weresub
mitotik sporlarin olustugu morfolojik evre olan eseysiz satha i¢in anamorf;
mayotik sporlarin olustugu morfolojik evre olan eseyli satha igin telemorf; tiim
evreleri gosteren funguslar i¢in ise holomorf terimini kullanmiglardir (Hennebert



ve ark., 1979; Weresub ve Hennebert, 1979). Bu terminoloji 1981’de Botanical
Congress tarafindan kabul edilmis ve ‘anamorf” ve ‘teleomorf” terimleri yaygin bir
sekildekullanilirken ‘holomorf” terimi daha az ilgi ¢ekmistir (Bennett ve ark.,
2010). Son yillarda eski “Botanical Code”un 59. maddesini revize etmek amagh
ciddi bir degisiklik yapilmasi s6z konusu olmustur ve bu degisiklik Melbourne’de
diizenlenen 2011 International Botanical Congress’in Nomenklatiir Boliimiinde
kabul edilerek “Bir Fungus : Bir isim” (one fungus : one name) kurali kabul
edilmistir (Norvell, 2011; McNeill ve ark., 2012).

Funguslanin Yagam Dongtisii

Dikaryotik Safha
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Dual Aspergillus Eurotium, Neosartorya, Emericella
isimlendirmesi  Penicillium Talaromyces, Eupenicillium
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HOLOMORF-Tekli isimlendirme  (Bir Fungus, Bir isim)

Sekil 1.1. Bir fungus: Bir isim (Dual Nomenculture to ‘One Fungus, One name’).
(Salar ve ark., 2018)

Salar (2018)’de yaymladigt ‘THERMOPHILIC FUNGI, Basic Concepts and
Biotechnological Applications’ kitabinda son yillarda yapilan molekiiler filogeni
ve taksonomi caligmalart sonucu bazi termofilik ve termotolerant mikrofungus
tiirlerinin isimlerinin degistigini tespit etmistir. Bazi degisen termofilik ve

termotolerant mikrofunguslar Sekil 2°de verilmistir.

Son yillarda gelisen teknoloji ile beraber molekiiler ¢alismalarin 6nemi daha da

arttirmistir.  Funguslarin adlandirilmasinda olusan karisikliklart onlemek igin
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adlandirilmasinin 6niine gegmeyi hedeflemistir (Salar ve ark., 2018).

Bazi Termofilik ve Termotolerant Funguslarm Sinonimleri ve Isim Degisiklikleri Listesi

No. Fungusun yeni ismi Referans Onceki isimi/Sinonimi Referans Yorumlanmasi
Zigomisetler
1 Rhizomucor miehei (Cooney & Emerson)  Mucor miehei Cooney & Emerson, 1964 Original description by Cooney
Schipper, 1978 and Emerson
Mucor miehei var. minor (Cooney & Emerson) Unwarranted taxonomic decision
Subrahmanyam
& Gopalkrihnan, 1984
Rhizomucor nainitalensis Joshi, 1982 Original description by M.C. Joshi
Rhizopus nainitalensis Joshi, 1982 Typographical error of Rhizomucor
nainitalensis
2 Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper. 1978  Mucor pusillus Lindt, 1886 First-ever themmophilic fungus reported
by W. Lindt
Mucor the Subrat yam, 1981 R bles Mucor tauricus but homothallic
Rhizomucor pakistanicus Qureshi & Mirza et al., Invalid name, superfluous publication,
1979 synonym of Rhizomucor pusillus
Askomisetler
3 Coonemeria crustacea (Apinis & Chesters) Dactylomyces crustaceus Apinis & Chesters, 1964 Basionym and synonym of Coonemeria
Mouchacca, 1997 crustacea
4 Coonemenia aegyptiaca 194 Thermoascus aegyptiacus Ueda & Udagawa, 1983 Basionym of Coonemeria aegyptiaca
Mouchacca, 1997
3 Coonemeria vermicosa Yaguchi, Someya, The roascus Crustacens var, Yaguchi, Someya, Basionym of Coonemeria vernicosa
& Udagawa, 1997 VEFTUCO SUS & Udagawa, 1995
Thermmoascus taitungiacus Chen & Chen, 1996 Synonym of Coonemeria ve rrucosa
Paecilomyces taitungiacus Chen & Chen, 1996 Anamorph of Coonemeria verrucosa
6 Dactylomyces (Sopp) Apinis, 1967 Thermoascus the rmop hilus (Sopp) von Arx, 1970 Type species of Dactylomyces
thermophilus and a superfluous combination
7 M elanocarpus (Abdullah & Al-Bader, Thielavia minuta var. (Cain ) Malloch & Cain, Basionym of Melanocarpus thermophilus
thermophilus 1990) Guarro et al., thermophila 1973
1996
8 Chaetomidium (Chen & Chen) Thielavia pingtungia Chen & Chen, 1996 Basionym of Chaetomidium pingturgium
pingtungium Mouchaceca, 1999
Anamorfik Funguslar
9 Myceliophthora fergusii (Klopotek) van Chrysosporium fermentotritici  Matsushima & Synonym fide Sigler et al., 1998

10 Myceliophthora
thermophila

Oorschot, 1977

(Apinis) van Oorschot,
1977

Chrysosporium thermophilum

Mycelioph thora indica

Matushima, 1996

(Apinis) von Klopotek,
1974

Basu, 1984

Synonym of Myceliophthora thermophila

Invalid nomenclature, synonym
of Myceliophthora thermophila

Fungorum

databases
funguslarin  yanlis

Sekil 1.2. Son yillarda ismi degisen termofilik ve termotolerant mikrofungus
tiirleri (Salar ve ark., 2018)

Fungal tiirlerin teshisi ve karakterizasyonu gereklidir (Zhang ve ark., 2007).
Funguslarin morfolojik karakterlerine goére yapilan siniflandirmalar, molekiiler
sistematikle belirlenen filogenetik iliskilerle birlikte yeniden degerlendirilmelidir.
Taksonlar arasinda morfolojik karakterlerin birbirine anlamli olmayan benzerligi,
indirgenmis olabilecegi yada taksonlar arasinda ortadan kalkmig oldugu
durumlarda, filogenetik analiz i¢in molekiiler karakterlerin kullanimi Onem
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kazanmaktadir (Blackwell ve ark., 2007). Geleneksel olarak funguslarin
smiflandirilmasinda temel kriter eseyli lireme yapilaridir. Molekiiler karakterlerin
kullaniminin  bir avantaji da, aseksiiel funguslarin smiflandirilmasindaki
belirsizligi ortadan kaldirip onlar en yakin akrabalar i¢inde siniflandirilmalarimi
saglamasidir (Blackwell ve ark., 2007).

Funguslarin sistematigi oldukca degisken ve karmasiktir. Fungi alemindeki
gruplarin belirlenmesi ve siniflandirilma ¢aligsmalar1 oldukga eski olmakla birlikte,
2004 yilinda baglatilan ve su anda da devam eden AFTOL olarak isimlendirilen
ortak bir calisma ile (yeni molekiiler calismalar ve filogenetik yontemler
kullanilarak) funguslarm tiim gruplarmin en yiliksek diizeyde molekiiler
(filogenetik) siniflandirilmasi hedeflenmistir. Bu ¢alismada toplam 195 taksonu
iceren bir fungus grubuyla calisgilmis ve sonugta 7 filum [Chytridiomycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota,
Dikarya: (Ascomycota, Basidiomycota)] 10 subfilum, 35 smnif, 129 ordo seklinde
bir siniflandirma elde edilmistir (Hibbett ve ark., 2007). Bu projeyle elde edilen
yeni smiflandirmalardaki en dnemli degisiklik geleneksel olarak Chytridiomycota
ve Zygomycota igerisinde siniflandirilmis olan organizmalarla ilgilidir. Molekiiler
caligmalar ile beraber, Chytridiomycota olduk¢a sinirlandirilmis  ve
Blastocladiomycota ve Neocallimastigomycota ayri flagellumlu filum igine
almmistir. Geleneksel olarak Zygomycota icerisinde yerlesen taksonlardan
Glomeromycota ve birkag subfilum (Mucoromycotina, Entomophthoromycotina,
Kickxellomycotina  ve Zoopagomycotina) icinde degerlendirilmeleri
tamamlanmistir. Ayrica Microsporidia Fungi alemine dahil edilmis fakat bu
grubun daha ileri seviyedeki ayrimindan bahsedilememistir. Siniflandirilmalar
belirsiz birkag bazal fungus cinsi (Basidiobolus, Caulochytrium, Olpidium ve
Rozella ) daha st taksonlara yerlestirilmistir (Hibbett ve ark., 2007).

Fungi alemi i¢inde yer alan organizmalarin yasam dongiilerinde hem eseyli hem
de eseysiz iireme sathalar1 yer almaktadir. Funguslarin siniflandirilmasinda
kullanilan temel kriterler, yasam dongiilerinin eseyli sathasinda olusturduklari bu
iireme yapilaridir (Moore-Landecker, 1996). Ancak eseyli lireme yapilar1 6zel
kosullar altinda olusturuldugu igin bazi funguslarin eseyli safhasi ya heniiz
belirlenememis ya da bazi funguslarda bu saftha tamamen ortadan kalkmis olabilir.
Bundan dolayr gilinlimiizde funguslar iki farkli sekilde siniflandirilmalar
yapilmaktadir. Birincisi, funguslarin yasam dongiilerinin eseyli sathalarinda

olusturduklar1 fruktifikasyon yapilari, eseyli sporlar1 ve tallus yapilart kriter



almarak gerceklestirilen smiflandirma teleomorfik  siniflandirma  olarak
adlandirilir. Egeyli {ireme yapilan tespit edilemedigi igin, bazi funguslar tallus
yapilar1 ve eseysiz liremede olugan sporlar1 géz 6niine alinarak simniflandirilirlar, bu
siniflandirma bigimi ise anamorfik siniflandirma olarak adlandirilir (Sneh ve ark.,
1991).

Anamorfik siniflandirmada kullanilan yontemlerin ortak 6zelligi gozlemlere dayali
olmasidir. Bu yontemin dezavantaji, fazla zaman almasi ve hata yapma olasiliginin
fazla olmasidir. Baz1 funguslarin siniflandirilmasindaki bu belirsizlik ¢ogu zaman
ayn taksona iki farkli isim verilmesine hatta farkli organizmalara da ayni ismin
verilmesine neden olabilmektedir (Reynolds ve Taylor, 1992).

Funguslarin Molekiiler Tanisi

Funguslar aleminde siniflandirmada tiir karigikliklarin 6nlenmesi i¢in giiniimiizde
giivenilirliginden dolay1 molekiiler yontemler daha ¢ok kullanilmaya baglanmistir.
Molekiiler yontemlerde genel olarak kullanilan molekiill DNA molekiiliidiir.
Evrimsel siiregte degisikligin ilk olarak yansidigi molekiil DNA’dir. DNA ile
yapilan aragtirmalar daha giivenilir ve daha hizli sonuglar elde etmeyi

saglar.(Taylor ve ark., 2000).

Polimeraz zincir reaksiyonu yonteminin kesfiyle organizmalarin genlerinin
klonlanmas1t ve bunlarin birbirleriyle karsilagtirilmast molekiiler (filogeni)

sistematik alanda biiytik bir kolaylik saglamistir.

Ozgiillik ve duyarliligm yiiksek olmasindan dolayi, PCR y&ntemlerinin
kullanilmasi funguslarin molekiiler tanimlanmasi i¢in kullanigh olmakta ve fungal
suslarin, tiirlerin yada daha {ist takson gruplarinin belirlenmesi amaciyla
kullanilabilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi araciligiyla elde edilen
bilgiler sayesinde mevcut taksonlar igin spesifik oligoniikleotid primerlerin
tasarlanmast miimkiin hale gelmistir (Dieffenbach ve ark., 1993). Fungal tiirler
arasindaki polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS gen bolgesi, gliniimiizde bir
tiirin dogru olarak tespiti acisindan evrensel olmasiyla daha kullanigh ve bu
uygulama ile diger tiim tiirlerden biiylik 6l¢iide ayrilabilmektedir. Bununla birlikte,
ITS gen dizilerindeki varyasyon ve bu varyasyonu dogrudan degerlendirebilen
PCR temelli teknikler sayesinde fungus izolasyonuna gerek kalmaksizin konukgu
bitkiler Ttizerindeki ve c¢evresindeki bir ¢ok fitopatojenik fungus tiiriiniin
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belirlenmesi kolay hale gelmistir (Maukhamedov ve ark., 1994). Spesifik fungus
tirlerine ait primerlerle gerceklestirilen PCR amplifikasyon yontemleri sadece
teshiste degil, simbiyotik ve zorunlu parazitlik konusundaki ¢aligmalari
aydinlatmay1 da biiyiik oranda kolaylastirmigtir. Ornegin normal izolasyon
yontemleriyle izolasyonu miimkiin olmayan mikorizal fungus tiiri DNA’smin
spesifik amplifikasyonu bitki koklerinden elde edilebilmistir (Di Bonita ve ark.,
1995).

Mikolojide PCR yontemi uygulamalari ilk kez White ve ark. (1990) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu g¢alismalarinda, funguslarin filogenetik ve taksonomik
iligkilerini ortaya koymak amaciyla rDNA’nin dogrudan ¢ogaltilmasi ve niikleotid

dizilerinin belirlenmesini kapsamaktadir.

PCR yontemi ile gen ¢ogaltma islemi, molekiiler ve filogenetik ¢aligmalarda DNA
dizi analizi i¢in kullamslt oldugu ispatlanmis. Elde edilen DNA gen bdlgeleri;
cekirdek, mitokondrial rDNA ve protein kodlayan genleridir (Bridge ve ark.,
1998). DNA dizi analizi Trichoderma taksonomisine 6nemli katkilar saglamigtir.
Bu yontem kullanilarak yaklasik atmistan fazla fungus tiirii tanimlanirken, iki yada
daha fazla gen de karakterize edilmistir. Sonu¢ olarak molekiiler analizler
sayesinde morfolojik tan1 yontemi temeline dayali olarak belirlenenden daha fazla
tiirlin varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (Samuels, 2004).

rRNA genlerinin kodlandigi DNA dizileri funguslarda taksonomik iligkilerin ve
genetik varyasyonun belirlenmesi ¢aligmalarinda genis oranda kullanilan
yontemdir. Funguslarda ¢ekirdek tDNA (rRNA gen kiimesi) ardisik tekrarlanan
rDNA dizi birimleri olarak organize olmustur (Salazar ve ark., 2000). rRNA gen
kiimesi hem ¢ekirdek hem de mitokondrilerde bulunur ve olduk¢a korunmus ve
degisken bolgelerden meydana gelmektedir (White ve ark., 1990).

PCR Teknigi

Polimeraz Zincir Reaksiyon yontemi temelde {ic asamada gergeklesmektedir.
DNA Zincirinin Agilmasi (Denaturation): Kalip olarak kullanilan DNA (template
DNA), 92-95 °C’de 2-5 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki DNA iplik¢iklerinin
birbirlerinden ayrilmasi saglanmaktadir. DNA zincirini ayirmak igin, bazi
durumlarda 5-10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir (Watson ve ark., 1992;
Hadidi ve ark., 1995).
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Primerlerin Agilan DNA Zincirlerine Yapismasit (Annealing): Reaksiyon
sicakliginin, 37-65 °C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin agilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir. Bu
islem, tiretilecek baz uzunluguna baglh olarak 30-60 saniyede gergeklesmektedir
(Innis ve Gelfand 1990).

Primer Uzamasi (Primer Extesion): DNA zincirleri {izerine yapisan primerlerin
DNA polimeraz enziminin (Taq DNA polymerase) aktif olmasiyla beraber
sentezin gerceklesmesini saglamaktir. Thermus aquaticus’tan elde edilen Taq
DNA polymerase enzimi 72 °C sicaklikta daha iyi ¢alistig1 igin genel olarak tiim
cogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmasi tercih edilmektedir (Erlich ve ark.
1991). PCR amplikasyonu sonucunda elde edilen iiriin, ¢cogaltilmasi hedeflenen
DNA pargast ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir (Hadidi ve ark., 1995). Ug
basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) olusan islem, bir
polimeraz zincir reaksiyonunun devrini temsil etmektedir. Bu islem, genel olarak
25 ile 40 defa arasinda tekrar edilerek baslangictaki DNA gen dizisinden
milyonlarca yeni DNA gen bdolgesi ¢ogaltilmasi yapilmaktadir. PCR sonucunda
elde edilen DNA gen bolgeleri (iirlin) agaroz veya poliakrilamit jellerde
yuriitiildiikten sonra, ethidium bromide (EtBr) veya giimiis nitrat (GN) ile
boyanarak gozlemlenir (Hadidi ve ark., 1995).

PCR Optimizasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu teknolojisinin gelismesiyle ¢ok farkli PCR
uygulamalar1 da ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, yeni PCR uygulamalarmin diizenli
ve optimum bir sekilde ¢caligmasi i¢in, her laboratuarda tekrardan PCR kosullarinin
ayarlanmast gerekmektedir (Hadidi ve ark., 1995). PCR sartlar1 yeni PCR
uygulamasi i¢in uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa bazi problemlerle karsi
karstya gelebilir ve tekrardan PCR kosullarinin optimize edilmesi gerekebilir. PCR
kosullar1 optimize edilmezse problemler olusur (Innis ve Gelfand 1990; Erlich ve
ark., 1991; Hadidi ve ark., 1995). Bu problemler;

1. PCR’dan elde edilmek istenen iiriin ya az elde edilir yada hi¢ elde edilemez.
2. Primerlerin yanlis baglanmasiyla sonucu spesifik olmayan bantlar olusabilir.

3. Primerler yanlis sekilde uzayabilir.
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4. Primer-dimer olusumu ortaya ¢ikabilir ve bu olusumlar ¢ogaltma islemini

yavaglatabilir veya durdurabilir.

5. Yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon gergeklesebilir veya istenilenden
farkli diziler elde edilebilir.

PCR Calisma Sartlarimi Etkileyen Faktorler

Kullanilan Enzim Konsantrasyonu: PCR sartlar1 optimize edildigi zaman 100 pl
reaksiyon i¢in Onerilen Taq DNA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2.5 iinite
kadardir. Fakat reaksiyon icin gerekli enzim ihtiyact kullanilan kalip DNA’ya veya
kullanilan primerlere gore degisebilir. Enzim konsantrasyonu diisiik olursa elde
edilecek iirtin (DNA) az olur. Eger enzim konsantrasyonu yiiksek olursa spesifik
olmayan bantlar ortaya ¢ikabilir (Innis ve Gelfand, 1990; Erlich ve ark. 1991,
Yang ve ark., 1992).

Magnezyum Konsantrasyonu: PCR uygulamalarinda magnezyum (Mg) iyon
konsantrasyonunun ayarlanmasit olduk¢a oOnemlidir. Cilinkii Mg iyonunun
konsantrasyonu agilan DNA zincirlerine primerlerin yapismasimi saglamaktadir.
Kalip DNA’nin agilma sicakligini, PCR sonucunda elde edilen DNA’nin
kalitesini, primer-dimer reaksiyonunda bag olusumlarini, enzim aktivitesini ve
giivenilir sonu¢ elde edilmesini etkilemektedir. Ayrica, Taq DNA polimeraz
enziminin iyi calisabilmesi icin; kalip DNA, primerler ve niikleotid bazlar
iizerinde serbest Mg iyonlarinin bulunmasi gerekir. Bu yiizden 0.5-2.5 mM
arasinda Mg iyonlarmin dNTP konsantrasyonu igerisinde bulunmasi
gerekmektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Hadidi ve ark., 1995).

Deoksiniikleotid Trifosfatlar (Deoxynucleotide Triphosphates=dNTPs) Her bir
deoksiniikleotid (A, G, C, T) konsantrasyonu 20- 200 uM arasinda oldugunda
genellikle PCR uygulamalarindan iyi sonu¢ almabilmektedir. Bu dort bazin
konsantrasyon igerisindeki orani esit olmalidir. Baslangi¢ stok soliisyonu 10 mM
kadar seyreltildikten sonra, kii¢iik hacimlere ayrilarak —20 °C’de saklanmalidir.
dNTP konsantrasyonunun yiiksek olmasi yeni sentezlenen DNA dizilerinde
istenilenden farkli dizilerin (misincorporation) hatali olarak ortaya c¢ikmasina
sebep olabilir. Bu yiizden miimkiin oldugu kadar diisik konsantrasyonda
dNTP’leri kullanmak PCR spesifikligini ve giivenilirligini artirmaktadir (Innis ve
Gelfand, 1990; Hadidi ve ark., 1995; Weising ve ark., 1995).
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Diger Reaksiyon Unsurlari: Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamalarinda genel
olarak 10-50 mM arasinda Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 8.3-8.8)
kullanilmaktadir. Tampon ¢ozeltinin 20 °C de pH’st 6.8 ile 7.8 arasinda
degisebilir. PCR karigim igerisine 50 mM KCl ilave edilmesi primer baglanmasin
daha da kolaylastirir. Fakat 50 mM’1n {izerindeki KCI veya 50 mM NaCl Taq
DNA polimeraz enziminin caligmasini yani aktivitesini engeller. Ayrica, PCR
soliisyonuna Jelatin (gelatin), bovine serum albumin veya Tween 20 deterjani
eklenmesi durumunda enzimin c¢aligmasinda daha iyi reaksiyon vermesine
yardime1 olabilir. Fakat bu kimyasal maddeler eklenmeden de PCR protokolleri
cok iyi bir sekilde calisabilir (Innis ve Gelfand, 1990; Demeke ve Adams 1992;
Henson ve French 1993).

DNA Zincirinin Acilmas1 I¢in Gerekli Zaman ve Sicaklik: Polimeraz zincir
reaksiyonu uygulamalarinda sistemin c¢alismamasinin en onemli nedenlerinden
birisi kalip DNA zincirinin veya iiretilen DNA bdlgesinin yeterince agilmamasidir.
Genel olarak DNA molekiillerinin 95 °C de 2 dakika tutulmasi zincirin agilmasi
icin yeterli olmaktadir. Fakat G-C bazlar1 bakimindan zengin kalip DNA
zincirlerinde bu siire ve sicakligin fazla olmasi istenmektedir (Innis ve Gelfand,
1990; Erlich ve ark., 1991).

Primerlerin Agilan DNA Zincirlerine Yapigsmasi: Acgilan DNA zincirlerine
primerlerin yapismasi igin gerekli sicaklik derecesi ve zaman araligi primerlerin
konsantrasyonu gerceklesecek reaksiyonu etkiler ve elde edilecek DNA’nin
uzunlugu ve kullanilan bazlarm kompozisyonuna gore degisiklik gosterir. Kalip
DNA’ya primerlerin baglanmasi1 37 °C ile 65 °C sicakliklar1 arasinda gergeklesir.
Acilan DNA’ya primerlerin baglanmasi sirasinda sicaklik artirillirmasi DNA
seciciligini de artirmaktadir. Bu yilizden primerlerin yanlis yerlere baglanmasi ve
hatali DNA dizilerinin elde edilmesi &nlenmis olmaktadir. Ozellikle PCR
isleminin ilk birkag devrinde sicakligin artirilmasi PCR uygulamasinin
hassasiyetini ¢ok yiikseltmekte ve spesifik olarak beklenen DNA pargaciklari
sentezlenmektedir. Sicakligin diisiirtilmesi primerlerin hatali sekilde baglanmasina
ve yeni sentezlenen DNA dizilerinde hatali baz baglanmalara sebep olmaktadir
(Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993; Kwok ve ark., 1994).

Primer Uzunlugu, Konsantrasyonu ve Yapisi: Primer konsantrasyonunun 0.1-0.5
uM arasinda olmasi PCR reaksiyonunun daha iyi c¢alismasini saglamaktadir.

Yiiksek primer konsantrasyonu primerlerin yanlis baglanmasma ve spesifik
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olmayan istenmeyen DNA bantlarinin iiretilmesine neden olur. Ayrica primer-
dimer olusumunu saglayarak elde edilecek iiriiniin DNA gen bolgesinin daha az
cogaltilmasina neden olmaktadir. Genelde primer uzunlugu 16-30 baz arasinda
degismekte fakat 18-24 baza (niikleotid) sahip primerler eger primer yapisma
sicakligt (Tm) da iyi ayarlanmis olursa ¢ok spesifik {iriin elde edilebilmektedir.
Ancak 14 bazdan daha kisa uzunluktaki primerler de bazi 6zel amaglar i¢in
kullanilmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993; Kwok ve
ark., 1994). Primerlerin baz dizilisinde Guanin, sitosin (GC) miktar1 ve primerlerin
yapigmasi i¢in gerekli sicaklik ayarlanmasi (Tm) arasinda ¢ok iyi bir iligki kurmak
gerekir. Eger bu denge saglanamazsa PCR iiriinlerinden istenilen sonucu elde
etmek miimkiin olmayabilir. Bu bakimdan primer dizilerinde GC bazlarinin
toplam oran1 % 50 veya daha yukari olmasi gerekmektedir. Ornegin bir primerin
baz dizisinde GC oram % 50 ve Tm degeri 56-62 °C arasinda olursa bu primerin
sorunsuz bir sekilde calismasi beklenir. Primerlerin agilan DNA kaliplarina hatasiz
bir sekilde baglanabilmesi i¢in yapisma sicakligmin iyi hesaplanmasi
gerekmektedir. Primerlerin yapisma sicakligini hesaplamak igin bir formiil
gelistirilmistir. Bu formiill Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T) seklinde ifade edilmistir.
Burada Tm yapisma sicakligimi, G,C,A ve T ise niikleotid bazlarin ifade
etmektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993). Primerlerin 3’
uclarindaki baz dizilisi, primerin yanlis veya dogru yere baglanmasini
belirlemektedir. Eger agag1 ve yukar1 yonlii (upstream ve downstream) pirmerlerin
karsilikli  olarak 3” uglarinda birbirlerine baglanabilecek baz dizilisi
(complementarity) mevcut olur ise bu durum istenmeyen primer-dimer
olusumlarma neden olmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990).

Primer uzamasi: Primerlerin DNA polimeraz enzimi tarafindan uzatilmasi igin
gerekli zaman dilimi, ¢ogaltilmas: hedeflenen kalip DNA bdlgesinin uzunlugu,
kalip DNA molekiiliiniin konsantrasyonu ve ortam sicakligina bagl olarak
degismektedir. Genel olarak primer ile uzatilma islemi 72 °C de yapilmaktadir.
Ciinkii bu sicaklik Tag DNA polimeraz enziminin maksimum diizeyde ¢alismasi
icin uygun bir ortam olusturmaktadir. Primerlerin uzatilmasi igin gerekli siire ise
baz uzunluguna bagh olarak degismektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach
ve ark., 1993).

Devir sayisi: PCR’1n ¢aligma sartlari iyi ayarlandigi taktirde 25-40 arasinda devir
sayisi yeterli olmaktadir. Devir sayisi, ¢ogaltilacak kalip DNA miktar1 ile
yakindan iligkilidir. Devir sayisinin fazla olmasi spesifik olmayan bantlarin ortaya
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cikmasina, devir sayisinin az olmasi iiretilen DNA miktarinin az olmasia neden
olmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990; Watson ve ark., 1992).

Polimeraz zincir reaksiyonu metotlari, PCR tekniginin bulunmasindan bu yana
teknolojide ¢ok hizli gelismeler meydana gelmis ve buna bagl olarak ¢ok farkli
PCR teknikleri gelistirilmistir.

PCR tekniklerinde ¢ogaltilmast hedeflenen DNA dizisinin sekans yapisi
bilimektedir. Oligoniikleotid primer ¢ifti kullanilarak ¢ift sarmal DNA dizileri Taq
DNA polimeraz enzimi tarafindan 5°—3’ yoniinde okunmaktadir (Innis ve
Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark., 1993).

Standart PCR Teknigi: Temel PCR yontemlerini igermektedir. Bir PCR
reaksiyonu i¢in, 0.5 ml’lik PCR tiipii icerisinde 100 pl’lik bir reaksiyon
olusturmak i¢in genel olarak asagida belirtilen kimyasallar tiipe ilave edilmektedir:
Kalip DNA (105, 106 hedef molekiil) 20 pmol yukar1 yonlii (upstream) primer 20
pmol asag1 yonlii (downstream) primer 20 mM Tris-HCI (pH 8.3) (20 O)i 1.5 mM
MgCl2 25 mM KCI* 0.05 % Tween 20* 50 uM dNTPs 2 unite Taq DNA
polimeraz enzimi ve kalan miktar steril suyla 100 ul’ye tamamlanarak PCR ile gen
¢ogaltma iglemi i¢in PCR cihazina konulmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990). Bunlar
reaksiyona eklenmese de PCR reaksiyonu ¢aligir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Termofilik funguslar ilk defa (Cooney ve Emerson, 1964) bitki materyallerinden
fungus sporlari elde edilerek kiiltiirii yapilmigtir.

Cooney ve Emerson, 1964’teki calismalarinda farkli kaynaklardan, substratlardan
termofilik funguslar standart izolasyon prosediirleriyle izole edilmistir. Havadan
izolasyon Petri plakalarina maruz kalma yontemiyle, topraktan ve diger kati
substratlardan yapilmaktadir. Bunun icin seri seyreltme plakasi yontemi ve
dogrudan plaka yontemi kullanilmaktadir. Termofilik funguslar cesitli standart
mikolojik ortamlardan izole edilebilir fakat besiyerinde gelisimleri olduk¢a zordur.
Yeast Souble Starch Agar(YpSs) ve Yeast Glucose Agar standart besiyerleri,
termofilik ve termotolerant mikrofunguslar i¢in en yaygin kullanilan besiyerleridir.
IIk izolatlarin gelisimi igin segici besiyeri, Rose Bengal Agar (50 mg/L)
besiyerinin i¢ine streptomisin (30 tnite/L) eklenerek hazirlanan secici besiyeri
kullanilmustir. Yiiksek sicakliklarda yeterli nem saglanamadigi icin mikrofungus
kiiltiirlerinin bekletilmesi bir problemdi. Yiiksek sicaklik, petri plakalarinda agarin
kurumasina neden olur. Agar plakalarmin sterilize edilmis suya sahip
nemlendirilmis kaplara yerlestirilmesi ile bu sorun ¢oziiliir. Ik termofilik
funguslar 45 °C’de gelistirilmistir Bu yontem kullanilarak, bilim diinyasinda 11
termofilik fungus tiirti tan1lanmigtir.

Tansey ve Jack 1976’da izole edilen funguslar1 nemli odalarda inkiibasyon i¢in
zenginlestirilmis besiyeri ve secici besiyeri kullanarak gelistirmislerdir.

Satanarayana ve Johri 1984 ‘de termofilik funguslarin ¢ogunun, karbon ve azot
kaynaklar1 ile birka¢ mineral tuz igeren ortamlarda gelistirerek, ¢cok basit besin
gereksinimlerine sahip olduklar diigiinmiislerdir. Fakat termofilik ve termotolerant
funguslarin besiyerinde gelismlerinin kolay olmadigi gdzlenmistir. Bu nedenle
besiyerine sodyum, potasyum, nitrat ve maya 6ziitli gibi basit azot kaynaklarinin
eklenmesi ile funguslarin daha iyi gelismesi saglanmustir.

Hawksworth ve ark. (1995)’de son kirk yilda birkag¢ termofilik fungus tiirii izole
etmigler fakat izole ettikleri funguslarin tanimlamalarmmi dogru sekilde
yapamamislardir. Izole edilen funguslarm tanilanamamasmin nedeni, fungus

gelisimi icin uygun sicaklaik ve belirli substratlart bozma kabiliyeti gibi bir ¢ok
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ekolojik ozelliklere sahip olmalari. Baz1 funguslarin benzer kiiltiirel ve morfolojik

benzerlige sahip olmalar1 karigikliga neden olmustur.

Termofilik  funguslarin  ¢ogunlukla ~ Zygomycetes, = Ascomycetes  ve
Deuteromycetes'e (Anamorfik Funguslar) ait oldugu tespit edilmistir. Gergek bir
termofil olarak hicbir Myxomycetes veya Basidiomycetes bildirilmemistir.
Taksonomisi hakkinda bilgi toplarken termofilik funguslar ve bu funguslarin kafa
karigtiric1 isimlendirilmeleri nedeniyle zorluklarla karsilasilmistir. Termofilik
fungus taksonomisinin ¢esitli yonleri heniiz bulunmamisti.  Ozellikle
Deuteromycetes cinsine ait funguslarinin uygun sekilde siniflandirilmasinda
karsilagilan zorluk, ilgili cinsin revizyona ihtiyag duydugunu kanitlamislar.
Bununla birlikte, bilinen termofillerin sayisi, o kadar azdir ki, termofilik
karakterleri bir kez belirlendiginde, burada saglanan basit anahtar sayesinde
gelecekteki izolatlar1 tamimlamak, mikologlar ve mikolog olmayanlar i¢in kolay

olacagini ¢caligmalarinda dile getirmislerdir.

White ve ark. (1990) funguslarin molekiiler tanilanmasi i¢in PCR yontemini
kullanmiglardir. DNA’dan PCR yardimi ile ITS gen bdlgesini ¢ogaltmislar ve
filogenetik smiflandirmanin temelini olusturarak, ginimiize kadar gelmesini

saglamislardir.

Funguslarin yiiksek adaptasyon yeteneklerinden dolayr giinliikk yasantimizda
hemen her yerde iireyebilmektedirler Hawksworth 2001°deki bir diger
caligmasinda, diinyada yaklasik 110.000 fungus tiirii tanimlanmasina ragmen
funguslarin tahmin edilen tir sayisimin yaklagitk 1,5 milyon olduguni

diistinmiistiir..

Mora ve ark. (2011) bilinen yaklasik 600.000 fungustan sadece kiigiik bir kisminin
termofilik oldugunu ve 45- 55 °C arasindaki sicakliklarda gelisebildiklerini
bildirmislerdir.

Morgenstern ve ark. (2012) yaptiklar1 molekiiler filogeni ¢aligmasinda, termofilik
funguslarin 22 °C, 34 °C, 45 °C ve 55 °C’deki sicakliklarda gelistiklerini
gozlemlemislerdir. ITS gen bdlgesini caligarak ve 30 fungus susundan 22’sinin
termofilik veya termotolerant oldugunu tespit etmislerdir.

Zhang ve ark. (2013)’de Cin’de termofilik mikrofunguslarla ilgili yaptiklar
calismada Myceliophthora cinsine ait yeni bir tiirii topraktan izole etmislerdir.
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Topragin havayla temas etmeyen yiizeyinden toprak oOrnekleri alinmis.
Laboratuvar kosullarinda Cooney ve Emerson’un daha onceki termofilik funguslar
iizerinde yaptig1 ¢aligmalar1 6rnek alarak uygun PDA besiyerleri kullanmiglardir.
40-45 °C’de gelisebilen Myceliophthora guttulata, M. fergusii, M. thermophila, M.
heterothallic, and M. hinnulea mikrofungus tiirlerini izole etmislerdir. Morfolojik
olarak mikrofunguslarin tiir 6zelliklerini belirlemek i¢in 25 °C’de gelisimleri
saglanmistir. Glinlimiizde mikrofunguslarin taksonomisi i¢in morfolojik tanilama
yetersiz kaldigi icin molekiiler c¢aligmalar yapilarak, ITS gen bolgesi
kullanilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma Materyali

Bu arastirmada termotolerant Ffunguslarin izolasyonu amaciyla ¢esitli termofilik

kaynaklardan toprak ve su drnekleri toplanmustir.

Aydin ilinde bulunan termofilik alanlarm bulundugu bes farkli lokalitede 2015 ve
2016 yilarmin Ekim, Kasim, Mart, Nisan ve Mayis aylarinda arazi c¢alismalar
yapilmistir (Arazi calismasinin  yapildigi lokaliteler ve bu lokalitelerin
koordinatlar, Cizelge 3.1’de verilmistir). Arazi c¢aligmalarinin yapildigi ve
orneklerin toplandigi Buharkent, Germencik, Salavatli, imamkdy ve Kuyucak
lokaliteleri haritada gosterilmistir (Sekil 3.1). Bu bolgelerden alinan toprak ve su
ornekleri materyal olarak kullanilmistir (Sekil 3.2-3.3).

o e
Germencik ikincilokalite

®
1?\’usadas\

Sekil 3.1. Arazi ¢aligmalarinin yapildigi lokaliteler
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Sekil 3.2. Yeralt1 su kaynagmimn bulundugu alanlar (Buharkent ve Germencik
lokaliteleri).

Sekil 3.3 Termofilik alanlardan toprak 6rneklerinin alinmasi (Buharkent)



Cizelge 3.1. Arazi ¢calismalariin yapildigi lokaliteler ve koordinatlari.
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No Lokalite Ad1 Koordinat
] 37°53°12.15” K
1. Germencikl 27°35°27 84" D
] 37°53°20.42” K
2. Germencik?2 27°36°5.28” D
. - 37°53°9.87” K
3. Germencik3 (Alangiillii) 27°37°23.59” D
37°56°37.98” K
4, Buharkentl 28°51°30.62” D
.. 37°56°39.29” K
5. Buharkent2 (Bereket Jeotermal Enerji) 28°51°2751” D
37°54°27.09” K
6. Kuyucakl 28925°3 86” D
37°54°30.34” K
37°53°48.38” K
8. Salavatli (Sar1 Su) 28°6°32.47” D
] j ] . 37°51°38.16” K
9. Imamkéy (Ilica Dinlenme Tesisi) 27°5438.16” D

3.1.2. Kullamilan Besiyerleri ve Cozeltiler

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

Cizelge 3.2. RBKA besiyeri bilesenleri ve oranlari

Bilesen Miktar
Mikolojik pepton 5 g/l
Glukoz 10 g/l
Magnezyum siilfat 059/
Dikloran 0.002 g/l
Potasyum dihidrojen fosfat 19/l
Rose bengal 0.05 g/l
Agar 155 g/l
Distile su 1000 ml
pH 5.6+0.2

RBKA besiyeri; toprak, su ve diger kaynaklardan maya ve funguslarin izolasyonu

ve sayiminda kullanilir. Bakterilerin {iremesini engelleyen ve dogrudan maya ve

funguslarin elde edilmesini saglayan segici besiyeridir. RBKA besiyeri pembe-
kirmiz1 renktedir (Pitt ve Hocking, 1979). 31.5 g hazir besiyeri 1000 ml distile
suda manyetik karistiricida homojen olarak ¢dziilmiistiir. Otoklavda 121 °C’de 10
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dakika sterilize edilen besiyeri steril petrilere dokiilerek topraktan fungus

izolasyonu i¢in kullanilmistir.
Potato Dextrose Agar PDA (Merck 110130)

Cizelge 3.3. PDA besiyeri bilesenleri ve oranlari

Bilesen Miktar
Potato Infusion 49/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
funguslarin saf kiiltliriiniin elde edilmesinde ve spor sayiminda kullanilan
besiyeridir (Downes ve Ito, 2001). 1 litre distile suda 39 g PDA manyetik
karigtiriciyla homojen karigimi saglanarak ¢ozdiiriiliip besiyerinin pH’st 3.9-4.3
arasinda sabit tutularak 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilerek

hazirlanmustir.
YpSs Agar (Half Strength Yeast Extract Agar)

Cizelge 3.4. YpSs besiyeri bilesenleri ve oranlari

Bilesen Miktar
Yeast extract 29/l
Nigasta 7509/
K,HPO, 0.5¢9/l
MgSO, . 7H,0 0.25¢g/l
Agar 20 g/l
Distile su 1000 ml
pH 7.0+0.2

Bazi termofilik ve termotolerant fungus tiirleri farkli besiyerinde gelisim
gostermektedir. Termofilik funguslar 40 °C, 45 °C, 50 °C ve 55 °C’de gelisimi i¢in
bazi minerallere gereksinim duyar (Cooney ve Emerson, 1964). YpSs agar
besiyeri Emerson’un gelistirdigi besiyeridir. Besiyeri fungus gelisimi ig¢in

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

Cizelge 3.5. MEA besiyeri bilesenleri ve oranlari

Bilesen 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 kiiflerin gelistirilmesi, izolasyonu,
sayimi ve stok kiiltiirii elde edilmesi i¢in kullanilan kat1 besiyeridir (Rapp , 1974).
48 g MEA 1 litre distile suda ¢ozdiiriilerek manyetik karistirict ile homojen bir
sekilde karigsmasi saglanmis. Besiyerinin pH’s1 5.6’e ayarlanip 5 ml’lik kryo
tiiplere 3 ml aktarilmis ve 121 °C’del0 dakika sterilize edilmistir. Tiipler yatik
pozisyona getirilerek besiyerinin donmasi saglanmistir. Funguslar hazirlanan kryo
tiip icindeki besiyerine ekilerek gelistirilmistir. Gelisen fungus iizerine steril
mineral yag eklenerek stok kiiltiirler hazirlanmistir. Stok kiiltiirler +4 °C’de

muhafaza edilmistir.
Fizyolojik Tuzlu Su Czeltisi (FTS)

Cizelge 3.6. FTS ¢o6zeltisi bilesenleri ve oranlari

Bilesen Miktar
NaCl 85 g/l
H20 1000 ml

Topraktan fungus orneklerinin elde edilmesi i¢in kullanilan seyreltme c¢ozeltisidir.
FTS, 85 g NaCl’nin 1 litre distile suda ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanir ve otoklavda
121 °C’de 10 dakika sterilize edilir.

Malt Broth (Merck 1.05397)

Cizelge 3.7. Malt Broth besiyeri bilesenleri ve oranlari

Bilesen Miktar
Malt Extract 17 g/l
Mikolojik pepton 4 g/l
pH 4.8+0.2
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Maya veya fungus sporlarinin elde edilmesi ve sayimi igin kullanilan besiyeridir
(Rapp, 1974). Calkalamali inkiibatdrde iireyen sporlar liyofilize edilip DNA
izolasyonunda kullanilmstir. 1 litre distile suda 17 g MEB manyetik karistiricida
homojen karistirilarak, 50 ml’lik erlenlere 15’er ml eklenip otoklavda 121 °C’de
10 dakika steril edilerek hazirlanir.

Laktofenol Pamuk Mavisi Cozeltisi (Merck 115945)

Cizelge 3.8. Laktofenol pamuk mavisi stok ¢ozelti oranlar

Bilesen Miktar
%85 Laktik asit 99 mi
Anilin mavisi 1lg

Laktofenol Pamuk Mavisi Cozeltisi (Merck, M1137410100)

Cizelge 3.9. Laktofenol pamuk mavisi ¢dzelti bilesen ve oranlart

Bilesen Miktar
%85 Laktik asit 100 ml
Gliserol 250 ml
Stok ¢ozelti 3ml
H,O 50 ml

Laktofenol pamuk mavisi stok cozeltisi; anilin mavisinden 1 g tartilarak %85
laktik asitten 99 ml alinip homojen karistirilarak ¢zelti hazirlanmistir. Hazirlanan
stok ¢ozeltiden 3 ml, %85’lik laktik asitten 100 ml, gliserolden 250 ml ve steril
distile sudan 50 ml alinarak homojen karisimi saglanarak laktofenol pamuk mavisi
hazirlanmigtir. Hazirlanan fungus preperatlarinin misel ve spor yapilarinin

boyanarak morfolojik tanisinin yapilmasinda kullanilmistir (Sime ve ark., 2002).
Tween-80 Cozeltisi (Merck CAS 9005-65-6)

Cizelge 3.10. Tween-80 ¢ozeltisi bilesen ve oranlari

Bilesen Miktar
Tween-80 0.1ml
Distile su 99.9 ml

Fungus spor siispansiyonu hazilanmasi i¢in kullanilmustir.
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GeneMATRIX Bitki& Fungus DNA izolasyon Kiti (EURX, Cat. No. E3595)
Buffer P

Lyse F

RNase

Proteinase K

Buffer AC

Sol P

%396 etanol

Wash PX

Kit ¢ozeltileri genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.
STE (Sodyum-Tris EDTA) Tamponu

Cizelge 3.11. STE tamponu bilesen ve oranlari

Bilesen Miktar
0,1 M NaCl 5,844 g
0,05 M Tris (pH:7,5) 6,057 g
0,001 M EDTA 0,372 g
pH 7.5

Cozeltinin  hazirlanmast  i¢cin  maddeler tartilip 1000 ml distile suda
cozdiiriilmiistiir. Cozeltinin pH’s1 7.5 olarak ayarlanmistir. Fungus DNA

izolasyonu sirasinda hiicrelerinin lizis islemi i¢in STE tamponu kullanilmistir.
%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

10 g SDS tartilarak 100 ml distile suda ¢ozdiiriilerek ¢ozelti hazirlanmigtir. DNA

izolasyonunda hiicre igeriginde bulunan lipitlerin parcalanmasi i¢in kullanilmustir.
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Proteinaz K (20mg/ml)

20 mg Proteinaz K tartilarak 1 ml STE tamponunda ¢ozdiiriilir. DNA

izolasyonunda proteinlerin parcalanmasi i¢in kullanilmistir.
10X TBE (Tris-Borik asit_EDTA)

Cizelge 3.12. 10X TBE bilesen ve oranlari

Bilesen Miktar
0,89 M Tris-Baz 108 g
0,88 M Borik asit 55¢
0,02 M EDTA.2H,0 9,39
pH 8.15+0.2

Elektoroforezde kullanilan, iyonik giic ile jel lizerinde DNA ve PCR iiriinlerinin
ilerlemesini kolaylastiran ¢ozeltidir. Maddeler tartilip, 1 L distile suda manyetik

karistiricida homojen karigimi saglanip pH’s1 8.15-8.30 arasinda ayarlanmustir.
% 1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

1 g agaroz iizerine 100 ml 1XTBE tamponu ve 5 pl SafeView ™ Classic (Applied
Biological Materials, Inc.) eklenerek hazirlanir. Elektroforez asamasinda total
genomik DNA kalitesinin belirlenmesi ve PCR iiriinlerinin kontrol edilmesinde

kullanilmustir.
6X Loading Dye

Cizelge 3.13. 6X Loading Dye bilesen ve oranlar1

Bilesen Miktar
90,015 Bromfenol Mavisi 5,844 g
90,015 Xylene Cyanol FF 6,057 g
%30 Gliserol 0,372 g

Maddeler tartilarak 100 ml distile suda ¢ozdiiriilerek elde edilen bir boyadir.
Izolasyon sonucu elde edilen genomik DNA ve PCR iiriinleriyle birlikte
kullanilarak, elektroforez asamasinda hazirlanan jel kuyucuklarina DNA ve PCR

iirlinlerinin ¢okmesi i¢gin kullanilmistir.
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TE (Tris-EDTA) Tamponu

Cizelge 3.14. 6X TE bilesen ve oranlar1

Bilesen Miktar
0,01 M Tris-HCI 1211¢g
0,001 M EDTA 0,372¢g
pH 8.0

Tartilan maddeler 1 L distile suda homojen olarak ¢oziindiikten sonra pH 8’e
ayarlandi. Otoklavda 121 °C’de 5 dakika sterilize edilerek hazirlanan tampon
¢ozeltidir. Total DNA izolasyonunun son agamasinda elde edilen DNA’larin oda
oda sicakliginda ¢oziinmesi ve uzun siireli saklanmasi i¢in kullanilmistir.

dNTP karisim (Fermentas)

Ticari olarak satilan, 10 mM deoksiniikleotidtrifosfat iceren ¢ozelti
PCR(Polymerase chain reaction) islemleri i¢in kullanilmustir.

Primerler (Thermo Fisher Scientific, Germany)
ITS-1: ’TCCGTAGGTGAACCTGCGG’3
ITS-4: 5>’TCCTCCGCTTATTGATATGC’3

Fungus DNA o6rneklerinin 700 b¢ uzunlugundaki ITS (The Internal Transcribed
Spacer) gen bolgesinin elde edilmesi igin kullanilmigtir.

Tag DNA polimeraz (Fermantas 500 U, EP0402)

Kalip DNA molekiiliinden hedeflenen gen bolgesinin ¢ogaltilmasini saglamak i¢in
kullanilmustir. Niikleotitlerin sentezini gergeklestir ve 72 °C’de ¢alisan enzimdir.

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

Taq DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin ¢aligsmasi i¢in gerekli stabil pH

sartlarini saglar.
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MgCI; soliisyonu (Fermantas, 3 mM, EP0402)

Taq DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin g¢alismasi i¢in gerekli kofaktor
olarak gorev alan Mg iyonunu saglar.

DNA Marker’lar1 (GenMark)

Genomik DNA’larin ve PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten
sonra yaklagik b¢ uzunlugunu belirlemek amaciyla kullanilmistir.

b
e bp
3000
2000
5
1500 e
1200 — 800
1000 99
200 500
800 so0
700 400
6500 300
500 — zs50
400 — 200
200 1 S0
100

50

Sekil 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. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Fungus inkiibatorii (Thermo Scientific Heraeus)
Isik mikroskobu (Olympus CX22)

Olympus Stereo Zoom Mikroskop (Olympus SZ61)
Calkalamali inkiibat6r (Gerhardt-THO 500-1)

Su banyosu

Manyetik karistirict (Thermomac T12)

Vorteks (WiseMix, WVM00010)

Santrifiij (Sigma 1-14)



Sogutmali santrifiij (Hettich, Rotina 350)

Otoklav (Hirayama HG-50 CE)

Liyofilizator (Labconco , Freezone 6)

Elektroforez (Consart HU13)

PCR cihazi(AB, Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler)
U.V Transliiminatdr (biodoc imaging system)
Spectrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000)
100-1000 ul mikropipet (Eppendorf)

10-100 pl mikropipet (Eppendorf)

1-10 pl mikropipet (Eppendorf)

100-1000 ul mikropipet ucu

100-1000 pl filtreli mikropipet ucu

10-100 pl mikropipet ucu

10-100 pl filtreli mikropipet ucu

1-10 ul mikropipet ucu

Sekil 3.5. UV goriintiileme ve nanodrop cihazi

29
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2 Flaguslar | qiachn

Sekil 3.7. Otoklav ve PCR cihazi.
3.2. Orneklerden Mikrofungus izolasyonu
3.2.1. Topraktan Orneklerin Elde Edilmesi

Buharkent, Germencik, Salavatli, Imamkdy ve Kuyucak lokalitelerinde, yer
altindan ¢ikan sicak su kaynagindan ve kaynaga yakin alanlardan her bir lokaliteyi
temsil eden bolgelerden toprak ve su Ornekleri giindiiz 09.00-17.00 saatleri
arasinda alinmistir. Ekstrem ¢evre kosullarinda gelisen mikroorganizmalar ile
caligma yapildigi igin en kisa siirede 6rnekler laboratuvara getirilmistir.
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Ornekler, 20 g ile 50 g arasinda degisen agirliklarla 5’er toprak ornegi ve 5’er su
ornekleri aseptik kosullar saglanarak alinmistir. Araziden aliman toprak
orneklerinin alinma ydntemi; topragmn direkt havayla temas eden yiizeyinden
yaklagik 15-20 cm’lik st yiizeyi kazilmig ve ist toprak atildiktan sonra steril
spatiil ile alt kisimda bulunan dogrudan havayla temas etmeyen kismindan toprak
ornekleri alimmistir. Alman toprak ornekleri steril kilitli posetlere konulmustur
(Zhang ve ark,2013).

Su ornekleri, eczaneden alinan steril 10 ml’lik enjektorler kullanilarak sicak su
kaynagimin bulundugu alanlardan alinmig 25 ml’lik steril falkonlara aktarilmistir.
Biitiin 6rnekler steril 6rnek toplama kaplarina konulup Aydin Adnan Menderes
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Arastirma

laboratuvarma getirilmistir.
3.2.2. Toprak Analizi

Buharkent, Germencik, Salavatli, Kuyucak ve Imamkody lokalitelerinden alinan
toprak ornekleri Chow L. ve ark (2009)’nin ydntemine gore tartilmis gravimetrik

Ol¢liim metodu ile 105 °C’ de 24-48 saat bekletilerek sonrasinda tekrar tartilarak

(m1-m2) +100

topragin sahip oldugu nem orani 6l¢iilmiistiir. Bunun i¢in Wy = (m2—moy

formiilii kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Mo bos kabin kapagi ile birlikte kiitlesi, g.
m;. nemli toprak ve 6rnegi bulundurankabin kiitlesi, g.
m,. 105 °C’de kurutulmus toprak érneginin kapla birlikte kiitlesi, g.

Cizelge 3.15. Toprak drneklerinin gravimetrik 6l¢iim metoduyla 6lgiimleri

Lokalite A-Ig:frpljlrga:‘((g) Kuru Agirlik (g) Arada(llg<)| Fark %W 20
Salavath 105,1 95,3 9,8 9,32
Germencikl 100,6 79,3 21,3 21,17
Germencik?2 114,6 98,69 15,91 13,88
Buharkentl 135,1 114,6 20,5 15,17
Buharkent?2 115,9 94,7 21,2 18,29
Imamkéy 119,8 96,18 23,62 19,71
Kuyucak 124,3 108,51 15,79 12,70

Funguslarin gelisimi i¢in topragin sahip oldugu organik-inorganik madde ve pH
degeri onemlidir. Lokalitelerden alinan toprak orneklerinin karsilagtirilmasi igin
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her lokalitenin farkli bolgelerinden yaklasik 500 gr toprak Ornegi alimustir.

Topragin igerdigi organik-inorganik madde orani ve sahip oldugu pH degerlerini

belirlemek icin toprak analizleri Adnan Menderes Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’nde yapilmistir. Toprak analizi ¢izelge 3.2’de verilmistir.
Cizelge 3.16. Toprak analizleri ve verileri
Suil
Ornek N Biin Do uulneluk EC H Kireg 2 Mad.
ekNo | Bunye ¥9 (mS/cm) P (%) (%)
(ml)
P51 L 42 0,641 8,24 4,29 1,22
imamkéy Tin Alkali Kiregli Diisiik
P K Ca Mg Na Fe Zn Mn Cu B
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
5,46 52 2413 | 413 240 52,36 4,20 8,06 17,20 0,68
k k
Diisiik C? . Orta C(f Yiiksek | Yiiksek | Yeterli | Yeterli | Yeterli | Diisiik
Diisiik Yiiksek
.. . Su ile Doygunluk EC Kire¢ Org. Mad.
Ornek N B H
rmekNo | Bunye (ml) (mS/cm) P (%) (%)
P52 L 44 1,645 9,65 477 0,73
] Cok Kuv. N -
Germencik Tin Alkali Kiregli | Cok Disiik
P K Ca Mg Na Fe Zn Mn Cu B
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
9,55 468 2011 176 1736 136,46 4,98 12,10 23,34 10,51
k k
ota | &° orta | Orta ok 1 Viiksek | Yeterli | Yeterli | Yeterli | Toksik
Yiiksek Yiiksek
.. . Su ile Doygunluk EC Kireg Org. Mad.
k B H
OrnekNo | Biinye (ml) (mS/cm) P (%) (%)
P53 CL 62 3,900 8,38 31,65 0,91
Kuyucak Killi Tin Alkali Asirl Cok Diisiik
P K Ca Mg Na Fe Zn Mn Cu B
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
12,11 703 9753 178 2559 30,10 3,48 14,02 20,92 10,50
k k k
Orta E:O ?0 Yiiksek E:O Yiiksek | Yeterli | Yeterli | Yeterli | Toksik
Yiiksek | Yiiksek Yiiksek
Ornek No Biinve Suile EC H Kireg Org. Mad.
Y¢ | Doygunluk (ml) | (mS/cm) P (%) (%)
P54 L 38 0,855 9,94 24,97 0,49
Cok Kuv. -
Buharkent Tin Alkali Asir Cok Diisiik
P K Ca Mg Na Fe Zn Mn Cu B
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
5,80 409 2413 73 1373 17,68 2,99 10,60 14,34 10,50
k k
Diisiik C(,), Orta Diisiik C(,), Yiiksek | Yeterli | Yeterli | Yeterli | Toksik
Yiiksek Yiiksek
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Mikrofunguslarin gelisimini etkileyen en 6nemli faktor topragin sahip oldugu
organik-inorganik madde miktari, pH degeri, toksik element degeri, topragin suya
doygunluk oranlaridir. Bunun i¢in lokatilerinden alinan toprak drneklerinin analiz
sonucuglar1 mikrofunguslarin gelistigi ortam ile ilgili bilgi sahibi olmasin
saglamistir. FElde edilen toprak analizi sonucu mikrofunguslarin gelisebilecegi
uygun besiyeri hazirlamak i¢in kullanilmigtir. Germencik, Buharkent ve Kuyucak
lokalitelerin alinan toprak Orneklerinin organik madde orami ¢ok diisiik degerde
oldugu, Imamkdy lokalitesinin ise diisik degerde organik madde igerdigi
Olciilmiistiir. Biitiin toprak ornekleri kirecli yapiya sahip oldugu olglilmiistiir.
Topraklarin sahip oldugu su doygunluk degerleri normal degerlerde oldugu
Olclilmiigtiir. Biitiin toprak Orneklerinde bulunan inorganik madde miktar1
degiskenlik gostermektedir. Mikrofunguslarin ve diger organizmalarin gelisimini
etkileyen Bor (B) elementi degerleri dl¢iilmiistiir. Bor (B) elementi Imamkdy’den
alinan toprak 6rneginde diisiik degerde oldugu, Kuyucak, Germencik ve Buharkent
lokalitelerinden alinan toprak 6rneklerinde ise bor (B) elenmentinin toksik degerde
oldugu olglilmiistiir.

3.2.3. Mikrofungus izolasyonu ve Stok Kiiltiir

Izolasyon, Zhang ve ark (2013) calismalarinda belirttikleri sekilde seyreltme plaka
teknigi ile yapilmis, kiiltiirel ve morfolojik karakterizasyonu igin, toprak
orneklerinden 10 g, fizyolozik tuzlu (FTS)’dan 90 ml alinip 9:1 orant géz Oniine
alinarak siispansiyonlar hazirlanlanmstir. 120 rpm de 2 dakika vorteks edildikten
sonra 101, 107, 10,10, 10°, 10'6’ya kadar diliisyonlar hazirlanmistir. Steril Rose
Bengal Kloramfenikol Agar (RBKA) besiyerine hazirlanan her bir siispansiyondan
mikropipet yardimiyla 100’er pl alinarak besiyerine dokiilmiis ve steril drigalski
spatiili yardimi ile yayma ekim yontemi kullamilmistir. Kanigik kiiltiirler elde
etmek igin 4-7 giin 30 °C’de inkibe edilmistir (Krishnan ve ark,2011). RBKA
besiyeri kullanilmasinin amaci, topraktan alinan 6rneklerde bakterilerin gelisimini

engellemek ve dogrudan fungus 6rnekleri elde etmektir.
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Sekil 3.8. RBKA ve PDA besiyeri karigik fungus kiiltiirii

Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilen PDA (Potato-Dextrose Agar) besiyerine
RBKA besiyerinde karisik kiiltiiri elde edilen funguslardan i{i¢ nokta ekim
yontemiyle kiiltiirler saflastirilmistir. Saf kiiltiirlerden stok kiiltiir elde etmek igin
Malt Extract Agar (MEA) besiyeri kullanilmistir. Kryo tiiplerde yatik olarak
hazirlanmus steril yatik MEA’ya tek nokta ekim yontemiyle ekilerek 30 °C’de 5-7
giin inkubasyondan sonra iizerlerine steril mineral yagdan 3-5 ml mikropipetle
eklenmis ve +4 °C’de stok kiiltiirler saklanmustir.

Funguslarin termofilik ve termotolerant 6zellige sahip oldugunu tespit etmek i¢in
PDA besiyerine stok kiiltiirlerden ii¢ nokta ekim yontemi kullanilmig inkiibator
kullanilarak 40 °C ,45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de fungus ornekleri 4-7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen sicakliklarda farkli besiyerine ihtiya¢ duyan
ve PDA besiyerinde gelisimi gozlenmeyen funguslarin Cooney ve Emerson’un
1964’te funguslarin gelisimi ile ilgili yaptigi bilimsel calisma &6rnek alinarak
hazirlanan YpSs Agar besiyerine ekimi yapilmistir. 40 °C , 45 °C, 50 °C, 55 °C’de
fungus 6rneklerinin gelisimi gézlenmistir (Cooney ve Emerson, 1964).

3.2.4. Mikrofunguslarin Morfolojik Tanis1

Morfolojik tanimlama yontemi mikroskobik ve makroskobik olarak iki agamada
yapilip, buna bagl olarak fungus tiirlerinin 6zelliklerine bakilarak daha onceki
caligmalarda yapilmig fungus tayin anahtart kullanilarak morfolojik tiir tanimi
yapilmigtir (van Oorschot, 1977; Awao ve Udagawa, 1983; Basu, 1985; Stchigel
ve ark, 2000) .
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Mikroskobik olarak, laktofenol pamuk mavisi boyasiyla spor yapisina, spor
rengine ve spor sekline bakilarak incelenmistir. Ayrica konidyofor, vezikiil,
fiyalid, medula, konidya ve konidyal kafa yapis1 6zelliklerine bakilarak tayin
anahtar1 yardimiyla tiirler tespit edilmistir. Makroskobik olarak, tayin anahtarinda
kullanilan diger 6zellikler ise koloni rengi, koloni biiyiikliigii, koloni yapisi gibi

Ozelliklerdir.

Sekil 3.10. Aspergillus niger’in makroskobik goriintiisii ve YpSs Agar besiyerinde
kiiltiiri
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Sekil 3.11. Aspergillus niger’in spor ve misel yapisinin makroskobik goriintiisii.
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Sekil 3.12. Rhizopus oryzae’nin mikroskobik ve kiiltiir goriintiisii.
3.2.5. Total DNA izolasyonu

Molekiiler tiir tanimlama yontemi; makroskobik ve mikroskobik morfolojik tanisi
yapilan tiirlerin DNA izolasyonu i¢in stok kiiltiirlerden MEA besiyerine ekim
yapilarak, 5 giin 30 °C’ de inkube edilen kiiltiirlerden olusan misellerden 0.5 g bos
steril eppendorf tiiplerine aktarilmis ve 12 saat liyofilizasyon islemi yapilmistir.
Elde edilen funguslardan fenol-kloroform DNA izolasyonu Tran-Dinh ve ark.
(1999)’a gore gerceklestirilmistir. DNA izolasyon protokolii modifiye edilerek
yapilmustir.
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3.2.5.1. Fenol-Kloroform DNA izolasyon yontemi

1. Fungus izolatlarindan yaklagik 0.05 g miselleri tartilarak etiket numaralari
yazilmig steril eppendorf tiiplerine konulmus, kapaklari agilarak parafilmle

kaplanmustir.

2. Ornekler -20°C’de 4-6 saat bekletilmis, daha sonra 1 gece liyofilizatore
birakilmigtir.

3. Liyofilizatdrden alman orneklerin iizerine 600ul STE tamponu eklenerek

suspanse edilmigtir.

4.75 pl SDS ve 25 ul Proteinaz K eklenerek 2 saat 55°C’de sicak su banyosunda

inkubasyona birakilmistir.

5. Inkubasyon sonrasinda v/v (esit hacimde) Fenol-Kloroform Izoamil Alkol
(25:24:1) eklenerek, tiipler 5 dakika alt iist edilmistir.

6. Daha sonra 13.200 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Olusan iist faz yine
etiket numaralar1 yazilms steril eppendorf tiiplerine aktarilmistir.

7. Uzerine 1 ml %96’lik soguk etanol eklenerek tiipler alt iist edilmistir.

8. Tiipler 20 dakika buzda bekletilerek, 13.200 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmis
ve tliplerdeki alkol dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir.

9. Ornekler 37°C’lik etiivde birkac dakika bekletilerek etanoliin tamamen

uzaklastirilmasi saglanmstir.

10. Alkolii uzaklasan orneklere 100ul TE tamponu eklenerek, bir gece oda
sicakliginda bekletilmistir.

11. Tamamen ¢dzinen DNA o6rnekleri PCR ¢alismalari igin -20 °C’de

saklanmugtir.

Bazi fungus tiirlerinde pigmentasyondan dolay: fenol-kloroform DNA izolasyon
yonteminde elde edilen DNA’larin kalitesinin diisiik olmasindan dolay1 fungus
izolasyon kiti kullanilmistir.
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3.2.5.2. Genematrix Fungus DNA izolasyon kit yontemi

1. Steril kolonlara 40 ul Buffer P soliisyonu kolonlar1 aktive etmek igin

eklenmistir.
2. 20mg liyofilize edilmis fungus 6rnegi steril eppendorfa aktarilmistir.
3. 400 ul Lyse F ¢ozeltisi eklenip vorteksle karigimi saglanmaistir.

4.3 pul RNase ve 10 pl Proteinase K eklenip vorteksle karistirildiktan sonra 3-5
defa alt-iist edilmistir.

5. 65 °C’ye ayarlanmus su banyosunda 30 dakika bekletilmis. Her 10 dakikada bir
3-5 defa alt iist edilmistir.

6. 130 ul Ac Buffer soliisyonu eklendikten sonra 3-5 defa alt iist edildikten sonra 5
dakika -20 °C’de buzda bekletilmistir.

7. 10 dakika 14000 rpm’de santrifiij edilmistir.

8. 400 pl supernatant yeni eppendorfa alinmustir.

9. 350 ul Sol P ¢ozeltisin eklenmis.

10. -20de bekletilmis %70 EtOH’dan 250 ul eklenip 1 dakika alt iist edilmistir.
11. 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

12. Supernatanttan 600 pl alinip aktive edilmis kolona eklenmistir.

13. 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilen supernatant tekrar kolona yiikklenmistir.
14. 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildikten sonra supernatant atilmistir.

15. Kolon toplama eppendorfuna konulup iizerinde 500 pl Wash PX soliisyonu
eklenmis ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra toplama ¢ozeltisi
atilmistir. Bu igslem 2 defa uygulanmustir.
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16. Kolon alinip eppendorfa yerlestirimis, kolonun iizerine 70 °C su banyosunda
bekletilmis Eulotion Buffer’dan 100 ul konulmus ve 3 dakika su banyosunda
bekletilmistir.

17. 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra total DNA elde edilmistir.
18. Elde edilen DNA 6rnekleri dogrudan PCR ¢aligmalari i¢in kullanilmistir
19. Stok DNA’lar daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmstir.

DNA izolasyonu gerceklestirilen DNA ornekleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiildi ve
UV (UVP- UVGL-58) elektroforez goriintileme cihazinda genomik DNA

goriintiilenmistir.

Sekil 3.13. Genomik DNA UV goériintiileme cihaz goriintiisii.

DNA ornekleri Nanodrop Spektrofotometre (Thermo) yardimiyla ile 260 nm dalga
boyunda sogurumlarina bagli olarak ¢ift zincirli DNA derisimi hesaplandi.

Cizelge 3.17. Nanodrop spektrofotometre DNA derigimi.

CDNA= OD 260 nm xSKx 50

OD - Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri).
SK - Sulandirma katsayisi.

50 - 260 nm’de 1 optik dansitenin i¢erdigi DNA miktar.
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3.2.6. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro kosullarinda DNA dizilerinin
cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir
(Saiki ve ark, 1985; Mullis, 1990). Funguslarin molekiiler tanis1 i¢in yaklasik 700
b¢ uzunlugundaki ITS (The Internal Transcribed Spacer) gen bolgesi pargasi
caligilmigtir. PCR igin, ITS-1 ve ITS-4 ;

ITS-1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG’3 (Forward)

ITS-4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATGC’3 (Reverse) primerleri kullanilarak
oligoniikleotidler elde edilerek ¢ogaltildi.

ITSIF TS5 1151 ITS3
—

-—
ITs2 ITS4  [TS4B

50 100 150
bp

Sekil 3.14. rDNA (18S, 28S) ITS gen bolgeleri, ¢calisma prensibi (Boysen ve ark.,
1996)

ITS gen bolgesi gogaltma islemi icin, son hacimde 4 ng/ul kalip DNA (100 ng/ul),
1x Taqg tamponu [10x Taq Buffer; 100 mM Tris-HCI (pH 8.8), 500 mM KCI, %
0.8 Nonidet P40; Fermentas, MBI], 1.5 mM MgCI2 (25 mM; Fermentas, MBI),
0.1 mM dNTP karisimu (herbir dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0.5 mM; Fermentas,
MBI), 0.02 U/ul Taq polimeraz (5 U/ul; Fermentas, MBI), 0.2 pmol/ul ITS 1 ve
ITS 4 oligoniikleotidleri (her biri 25 pmol/ul) 25 pl reaksiyon hacminde steril
distile su ile tamamlanmigtir. PCR reaksiyonu i¢in; AB(Applied Biosystems Veriti
96 Well Thermal Cycler ) cihazi kullanilmustir.

Cizelge 3.18. PCR reaksiyon kosullari

Predenatiirasyon 95°C 5 dk
Denatiirasyon 95°C 1dk
Annealing 55°C 1dk
Extasion 72 °C 1dk
Final extasion 72 °C 5 dk
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PCR ile gen ¢ogaltma islemi 35 dongii (95 °C 1 dk (denatiirasyon), 55 °C 1 dk
(annealig), 72 °C 1 dk (extasion)) olarak yapildi.

Elde edilen PCR iiriinleri, hazirlanan %1.2°lik agaroz jele yiiklenmistir. PCR
iriinleri UV goriintiileme sisteminde (UVP- UVGL-58) goriintiilenmistir.

Sekil 3.15. ITS gen bolgesi ¢ogaltilan PCR {irlinlerinin UV goriintiileme cihazinda
gorintiisi



42

4. BULGULAR

Morfolojik ve molekiiler tiir tayini sonucu Aspergillus, Penicillium, Mucor,
Rhizopus, Trichoderma, Fusarium, Westerdykella, Talaromyces, Lichtheimia,
Sarcopodium, Scedosporium ve Curvularia cinslerine ait termofilik ve
termotolerant 99 fungus tiirli izole edilmistir (Cizelge 4.1).

Morfolojik tanilama yonteminde makroskobik ve mikroskobik olarak (Hartog ve
ark., 1981, Samson ve ark. 2004)’te yaptiklar1 ¢alismaya gore; funguslarin kiiltiir
rengi, koloni biiyiikliigii, konidyofor yapisi, konidyofor uzunlugu, konidia sekli,
fiyalid ve metula durumu, spor sekli ve spor yapisi gibi 6zelliklere bakilarak tayini
yapilmustir.

Laktofenol pamuk mavisi boyasiyla boyanan funguslarin mikroskobik goriintiileri
elde edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Laktofenol pamuk mavisiyle boyanan spor ornekleri. a) Aspergillus
fumigatus, b) Aspergillus terreus, c) Penicillium spp., d) Trichoderma
harzanium.
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Makroskobik olarak kiiltiir rengi, kiiltiir bliytikligii gibi 6zellikler kullanilarak
tayin edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Fungus kiiltiir 6rnekleri. a) Aspergillus flavus, b) Mucor circilinoides, c)
Aspergillus terreus, d) Trichoderma harzanium

Molekiiler tiir tanimlanma i¢in daha once yapilan ¢alismalarda kullanilan ITS 1
(5’TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’) ve ITS 4 (5’TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC 3’) primerleri kullanilarak (White ve ark., 1990) yaklasik olarak 700 bg
uzunlugunda bolgesi PCR yardimiyla ¢ogaltilarak gen dizileri elde edilmistir.

PCR temizleme kitinden gegirilen agaroz jelle kontrol edilen ITS 6rneklerine,
enzimatik sentez yontemi (Sanger ve Coulson, 1975) kullanilarak gelistirilmis bir
kapiller sistemle (Automatic Sequencer 3730xl) otomatik DNA dizi analizi
Macrogen firmasi tarafindan yaptirtlmistir (Macrogen Inc., Netherlands). DNA
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dizi analiz sonuglari BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999)

programi

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) kullanilarak goriintiilenmistir.

ﬁﬁ Selected: none |S2mple: 24069730 |File: C:Users TOSHIBA Desktop|TEZ SON HAL Yselcans fongos! Y2-TTS1 yusof gerogts FUNGUS 2bl

120 130 150

S

CC-\C IGCT -\ AAGGAT -\GGCGG GGGGAT G‘A%-\CCG-\G C%"'-\G CAAGCTTAGGCTT GG ATCCTATTAT

160
TATTTACCA

Mg

ﬂ' 13 151~

Sekil 4.3. BioEdit 7.2.5 programinda DNA dizi analiz sonuglari.

$¥ DNA sequence from C:\Users\TOSHIBA\Desktop\TEZ SON HALI\sekans fungus\Y2-ITS1 yusuf geroglu FUNGUS.ab1 [l &)=
=] 'W‘ m B 1 total sequences
e lseersin ol P ﬁs;:z:z; Mok Neme AL
£1DIXD§eot Eale“ i Fiif’zfa‘%gﬁ% @m B 3;:5@—,‘,, —

j Su 9v .LUO 1].0 T 12u 13u T léu o ']'.éu ”ll"iéfl)nﬂj
24069730 CTCCACTGCTATARGGATAGGCGGTGGGGATGY TAACCGAGTCATAGTCAAGCTTAGGCTTGGTATCCTATTATTATTTACCAARA

DNA dizi verileri, Clustal W ¢oklu dizi hizalama programi (Clustal W multiple

sequence alignment program) (http://www.clustalw.genome.jp/) ile hizalanmistir.
Elde edilen diziler daha onceki caligmalarda tespit edilen ve GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)’da bulunan dizilerle kiyaslanmistir. En

yiksek yiizdeye sahip olan eslestirmelerle karsilastirma yapilarak molekiiler tiir

tayini yapilmistir.

B s netonatLibrary of Medicine NCBI National Center for Blotechnology Information
BLAST 5 blastn suite

Standard Nucleotide BLAST

Dlastn | blasto | blasts | thiastn | thlasts

BLASTN programs search nucieotide databases wsing a ruclectice quen
Enter Query — .

Enter accessi

Or, upload file Dosya Seg | Dosy
Job Title

Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database

Organism

Exclude
Limit to

Entrez Query Yookl

Sekil 4.4. Niikleik asit dizisinin NCBI’da blastlanmasi

Sign in 1o NCBI


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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B0ownicad - GenBaok Graphics ¥ Next # Descriptions.
Uncultured Aspergillus clone GMS58 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 8S ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2. complete sequence. and large subunit ribosomal RNA gene. partia
sequence

Sequence 10- MG4G28511 Length- 568 Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 106 to 358 & o

Score Expect Tdentitms. Caps Strand

837 bas(asy) 00 433/453(100%) o/as3(on) Pua/Plus

Query 1 TICTeAMETATECIGTCTGIGT 60
Ui \WH piiitiigpinianiitini

ssict 106 ALGCTSTTC ST 168

iy ‘.l..'l‘ H_w\ MM‘HEQQ TR =

SOJCt 366 TSATTATCGTAATCAG TCGATEAL 225

pokdbonth 1t it i i e
e me SUTRTETTS R 5
bt 111 i v 1
b 111 T o i T
it

b 1t i g
\ mlvmm“{ f;uw .r? 1l ::

B0ownioad - GenBiank Granhics ¥ Next a Previous & Descriptions
Aspergillus fumigatus strain M1 intemal transcribed spacer 1, partial sequance; 5 8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

Sequence 10: MHB20181 1 Length: 560 Mumber of Matches: 1

Dalatad Tnfarmatinn

Sekil 4.5. NCBI blast sonucu dizi analizi

= Seare X ¥ = NCB
€« c O Gavenli | https//blastcbi.nim.nih.gov, g «* 0O
D) lisebyolojkonular @ SummerMusicMix [} RoseBengal Chlors: [} TreKoreanjoumal . G Fussriumvericibic: () Growthofertype: G SelectseqKRIST G Backuselalampros: » Diger yer aretien

Sequences producing significant alignments:

Select All None Selected 0

i Alignments -]

Description Max | Total (Quary | E |0 | acconion
score score cover value
Mucor crcinolodes isolate FEKL.0127 internal anscribed soacer 1. oartia sequence. § 85 ribosomal RNA gene and mtemal ranscribed soacer 2, comolels secuence and| 1020 1020 100% 0.0 99% Kyaass

| vanscribed soace 1| Qaial seouence % BS tosoml RNA gsne and intemsl Yanscribed soacer 2. comolete sequence and lrg 1020 1020 100% 00  99% MGS197101
nscbed saacer 2 comolele seouence and laros 1020 1020 100% 00  99% MGS197091
equence_andlarce 1020 1020 100% 00 99% MGS107081
1020 1020 100% 00 99% Kuedseee|

Mucor crcinelodes isotate NIN-DG- il

Mucor Greinelodes isolate NIN-G-y infemal iranscribad soacer 1. camial seavence: 5 8S rbosomal ANA oene and intemal i

Mucor oranetodes isolate NIN-A4 mtemal ranscribed spacer 1, parmal sequence S 8S rbosomal RNA gene and intemal ans
) Mucor orcineSodes { cransloides st SQU-WT27 ternal vanscribed spacer 1 partisl sequence: 5 85 ibosomal RNA gane and infernal ranscribed seacer 2 comgiate se
NA oene and mismal ranscribed seacer 2. comolete seguence: and28S T 1020 1020 100% 00 99% KIR11851
21020 1020 100% 00 99% KR2630571

Mucor crcinedodes strain 4-H390 infemal transcribed soacer 1. oarkial seauence 58S boser

Mucor oronelodes stran UTMC 5032 intemal Vansorbed spacer 1, partial sequence 5 BS rbosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2, compdato sequence

Mhucor cicineddes sian (ET-53 185 rbosomal ENA gsne.oartial sscuence intemal ranscribed soacer 15 85 rbosomal RNA gene and inferal ranscribed soacer 2 coms 1020 1020 100% 00  99% KRDS60831
et spacer 2. cor 1020 1020 100% 00 99%

Mucor oronefodes t orcnelioges 18S nbosomal RNA ogne. garkal seauer 5,89 nbosomal R

rnal ianscrbed Seac

A 9e0¢.and nternal trans

mai transcribed spacer 1. partal sequence, 58S rbosomal RNA 0gne and intemal ranscribed spacer 2. complete sequence. and 288 1y 1020 1020 100% 00 9%

Backysela lamoeosoora siain 5221 165 sma¥ subunt ribosomal BNA oene Rarial sequence: infemal iranscribed soacer 1. 5 85 ibosomal RNA oene. and infemal iranscribe 1020 1020 100% 00  99%
Mucor croneiodes stran DOMS ntemal franscrbed soacer 1. parbal sequence. 5 §S nbosomal RNA gene and infernal Yranscrided soacer 2. comolete sequence and 28S e 1020 1020 100% 00  99% KC6210851
Muicor crcineioides sivan UOAMCP 9964 isolate ISHAM-ITS. 1D MITS207 189 cbosomal RNA osne. oarial secuence nlermal vanscribed soacer 1.5 85 ibosomal RNAG 1020 1020 100% 00  99% 0QI7B1181
Uncultured comogst fingus 185 (RNA oane (parbal) ITS1. 5 85 fRNA gens. ITS2 and 26S (RNA oene (parial. clone NKD09 029 1020 1020 100% 00 99% EMI776871
Uncutured zygomycete (TS regeon Incudng 185 (RNA gene. (TS1. § 85 (RNA gene. (TS2 and 265 RNA gene. cione BF-OTUZ 1020 1020 100% 00 99% AMS018041

ribed sacer 1. oartlal secuence: 5 8S ribosomal RNA gene and inferal ranscribed spacer 2. comoiete sequence andia 1014 1014 100% 00 99% jMGsalest
2S rbosomal RNA oane and intemal ranscribed seacer 2. compiete sequence-andle 1014 1014 100% 00 99% MGSEI471

Mucor aranediondes isciate BMUOSGDS nterna I

Mucor oronetodes solate BMU0J924 ntemal Yanscrbed soacer 1. 0aclal saou

1. partial sequence: § 8S ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2. compieto sequence and's 1014 1014 100% 0.0 99% MGSeI0M4 |

d soacer 1. parial sequence 5 29 ribosomal RNA gene and internal ianscribed soacer 2 comolele seaw 1014

Sekil 4.6. Blast sonu¢larinin GenBank’taki verilerle karsilastirmasi

Tiirleri tespit edilen mikrofunguslarin birbiriyle olan benzerliklerini ve akraba
iligkilerini analiz etmek i¢in fasta formatlarindaki niikleotit dizileri MEGA 6.06
programina kaydedilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.7. Fungus tiirlerin MEGA 6.06 programindaki niikleotit dizi
karsilastirmalari

ITS gen bolgesi dizileri tespit edilen funguslarin birbirlerine olan benzerlikleri ve
filogenetik akrabaliklarini tespit etmek funguslara ait haplotiplerinin istatistiksel
veri analizi (Clement ve ark., 2000)’de gelistirdikleri MEGA 6.06 bilgisayar
programi  kullanilmigtir.  Programda  (Phylogny/Construct/Test Maximum
Parsimony Tree) maksimum parsimoni filogeni agaci (Sekil 4.8) ve ITS gen
bolgesi ile tespit edilen tiirlerin farkli haplotiplerinin UPGMA uzaklik agaci Jukes-
Cantor modeli kullanilmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Mikrofungus tiirlerinin maksimum parsimoni filogeni agaci
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Sekil 4.9. Fungus haplotiplerinin (ITS gen bolgesi) UPGMA uzaklik agaci
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Tez calismasinda morfolojik ve molekiiler tanisi yapilan mikrofungus tiirlerinin;
laboratuvar kayit numaralari, iredikleri sicaklik, tiir isimleri ve GenBank’taki
kayith accession numaralari agagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Mikrofungus izolatlarinin numara, isim, derece, tiir isimleri ve

accession numaralari

GenBank
No. isim Direce Tiir isimleri Accession No. %
€O Eslesme
1 GE1B 40 Mucor circinelloides KY828880.1 100
2 SA3C2 40 Mucor circinelloides KY828880.1 100
3 GEIC su 6rnegi 50 Aspergillus terreus MH201174.1 100
4 BU5C19 50 Aspergillus terreus MF447153.1 100
5 GE1D su 6rnegi 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 KUIA su 6rnegi 40 Penicillium NR_121231.1 100
reticulisporum
13 BU41A 40 Aspergillus europaeus L. T899469.1 99
14 KU1D3 40 Talaromyces MF093209.1 100
cellulolyticus
15 BU4D2 40 Trichoderma MF780869.1 100
harzianum
16 GE1X su 6rnegi 40 Aspergillus versicolor KU258497.1 100
17 BU3A 40 Aspergillus niger MF379660.1 100
18 BUSF 40 Aspergillus niger MG659659.1 100
19 KU1A 45 Penicillium NR_121231.1 100
reticulisporum
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 JN565299.1 100
verruculosum
26 KU1E 40 Fusarium proliferatum | MF186028.1 100
27 K1A1 40 Fusarium proliferatum | MH392760.1 100
28 KU1D15 40 Penicillium NR_144845.1 100
chalabudae
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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Cizelge 4.1. Mikrofungus izolatlarinin numara, isim, derece, tiir isimleri ve

accession numaralari (Devami)

GenBank
No. Isim Direce Tiir isimleri Accession No. %
€O Eslesme
31 BUSF 45 Aspergillus niger MF379661.1 100
32 BUSA1 45 Rhizopus oryzae MG946219.1 99
33 GESU su ornegi 45 Aspergillus niger MF379661.1 100
34 SA3B2 45 Aspergillus fumigatus MF379664.1 100
35 GEBC su drnegi 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 BUIA 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 GEG60 su drnegi 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 LC317767.1 100
apiospermum
62 BY3B 30, 40 Sarcopodium KT184722.1 100
circinosetiferum
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 MH474540.1 100
fumigatiaffinis
68 KY41A8 30, 40 Trichoderma MF409002.1 100
harzianum
69 BY39A 30, 40,45 | Trichoderma MF669731.1 100
harzianum



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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GenBank
No. isim Direce Tiir isimleri Accession No. %
€O Eslesme
70 KY37 30, 40 Talaromyces MH345867.1 100
funiculosus
71 KY31B 30°C Lichtheimia KY828854.1 100
corymbifera
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 MH474540.1 100
fumigatiaffinis
77 KY31A 30, 40 Mucor circinelloides MG519711.1 100
78 KY33A3 30, 40,45 | Aspergillus fumigatus MH620181.1 100
79 KY33 30, 40 Scedosporium KJ914779.1 99
apiospermum
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 KM278031.1 100
harzianum
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 MF409002.1 100
harzianum
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 KT013243.1 99
multispora
95 BY32A8 30, 40 Fusarium acuminatum LT970802.1 100
99 GE40A 30, 40,45 | Penicillium MH469504.1 100
chrysogenum



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. TARTISMA VE SONUC

Tez calismasinda; 2015-2016 yillarinin ilkbahar ve sonbahar aylarinda Aydin
ilinde bulunan 9 lokalitede yapilan arazi ¢alismalarinda termofilik alanlardan
alinan toprak orneklerinden 12 fungus cinsi bu cinslere ait toplam 99 termotolerant
ve termofilik fungus tiirlii izole edilmistir. Funguslar i¢in en uygun besiyerleri
hazirlanmig ve funguslarin gelisimi gozlenmistir. Fungus tiirlerinin termotolerant
ve termofilik 6zellikleri gelistikleri sicakliklara gore belirlenmistir. Elde edilen
fungus tiirleri icin morfolojik tani ile molekiiler tan1 yontemleri birbirini takip
ederek tanisi yapilmistir. Molekiiler tanilama ic¢in, PCR ile ITS gen bolgesi
cogaltilmis ve GenBank’taki verilerle karsilastirilarak kesin sonuglar1 elde
edilmistir. MEGA 6.06 programi kullanilarak funguslarin (maksimum parsimoni)
filogeni agac1 ve UPGMA haplotip uzaklik agaci olusturulmustur.

Funguslarin morfolojik tanis1 uzun zaman almaktadir. Funguslarin morfolojik
tanimlanmasi; gelistikleri besiyeri, besiyerinin pH’s1, inorganik madde ihtiyaci ve
gelistigi  sicaklik gibi Ozellikler makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerini
dogrudan etkiledigi tez ¢aligmasinda gozlenmistir. Ornegin, PDA besiyerinde 50
°C’de Aspergillus terreus tiiriiniin gelisimi tam gozlenemezken, YpSs Agar
ortaminda daha iyi gelistigi gézlenmistir. Bu durumda besiyeri, funguslarin kiiltiir
biiyiikliigiini, kiiltlir rengini, konidi biiyiikliigiinii ve seklini etkilediginden sadece
morfolojik tanilama yapmak yeterli olmayacaktir. Morfolojik tanilamada cogu
izolatin cins diizeyinde tanimlamasi yapilmistir. Tiir diizeyinde kesin tanimlama
yapilamamasmin nedeni, funguslarm degisen ¢evre kosullarina gore gelisim

farkliliklar géstermesinden kaynaklanmaktadir.

Funguslarin morfolojik karakterlerine bakilarak yapilan siniflandirmalar,
molekiiler sistematikte belirlenen filogenetik iligkilerine bakilarak yeniden
degerlendirilmelidir. Taksonlar arasinda gozlemlenen morfolojik karakterlerin
birbirine anlamli olmayan benzerligi tespit edildigi durumlarda, filogenetik analiz
icin molekiiler karakterlerin kullanimi énem kazanmaktadir (Blackwell ve ark.,
2007).

Molekiiler galismalarin da kendine ait bazi dezavantajlart bulunmaktadir. Dogru
DNA izolasyon ydnteminin belirlenmesi. PCR kosullarinin optimize edilmesi.
PCR ile ¢ogaltilacak gen bolgesinin dogru secilmesi olduk¢a dnemlidir. Calismada
Aspergillus terreus, Aspergillus niger ve Aspergillus flavus tiirlerinde Fenol-
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Kloroform DNA izolasyon yonteminde elde edilen DNA’lar1 PCR ile ITS gen
bolgesini gogaltmak icin kullanilmistir. Fakat funguslar pigment igerdikleri igin
PCR kosullarinda, PCR i¢in kullanilan kimyasallarla tepkimelerinden dolay1 ITS
gen bolgesi basta ¢ogaltilamamistir. Bunun i¢in fungus DNA izolasyon kiti
kullanilarak DNA’lar1 elde edildikten sonra tekrar PCR ile gen bolgeleri
cogaltilmugtir.

Sonug¢ olarak; tez caligmasinda kullanilan morfolojik ve molekiiler tiir tayini
birbirini desteklemistir. iki yontemin birlikte kullanilmas1 daha dogru ve daha
kesin sonuglarin elde edilmesini saglamistir. Elde edilen fungus tiirleri; Index
Fungorum, MycoBank, Fungal Names ve CABI databases verileriyle
karsilagtirilarak adlandirilmalarinda karisiklik olmamasi icin kontrol edilmistir.
Botanik bilimiyle ugrasan bilim insanlarmin éne siirdiigii ‘Bir Fungus, Bir Isim’
goriisli tartisma konusu olmalidir. Bazi fungus tiirleri ayni olmasina ragmen
evrimsel siiregte organizmalarin gecirdigi mutasyonlardan dolayr DNA’da bazi
degisikliklere neden olmaktadir ve bu degisiklikler funguslarin farkli suslara sahip
olmasini saglamaktadir. Ayni cins ve tiire ait bir mikrofungusun farkli sus olma
Ozelliginden dolay1 farkli isimlendirilmesi daha da karisik adlandirmalara neden
olabilir.

Ranzoni (1968) ABD’de bulunan Sonora Colii'nde 24 farkl lokalitede ¢aligmis ve
topraktan fungus izolasyonu gergeklesmistir. izole ettigi 229 fungus tiiriinden
sadece birkag1 45 °C’de iiremistir. Tansey ve ark. (1976) Indiana’da bulunan giines
enerjisiyle 1sman topraklardan termofilik ve termotolerant fungus tiirleri izole
etmiglerdir. Frate ve ark. (1987-1988) Antartika’da topraktan, penguen ve kus
giibrelerinden psikrofilik, termofilik ve termotolerant fungus tiirlerini izole
etmislerdir. Mouchacca ve ark. (1997-2000) yillarinda ABD, Avrupa ve
Nijerya’da yaptiklar1 ¢alismalarda bilim diinyasina 20 termofilik fungus tiiriinii
kazandirmistir. Mantar kompostlari, toprak, saman, bitki kompostlar1 ve hayvan
giibrelerinden termofilik fungustiirlerini izole etmislerdir. Zhang ve ark. (2013)
Cin’de yaptiklar1 ¢alismada Myceliophthora cinsine ait yeni termofilik fungus
tiiriinii topraktan izole etmislerdir. Baz1 iilkelerde termofilik saha olmamasina
ragmen yukarida verilen ¢aligmalarda termofilik ve termotolerant funguslar izole
edilmis ve tanis1 yapilmistir. Tiirkiye’de jeotermal saha bakimindan zengin olmasi
ve bu sahalarda funguslar ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamasi tez

caligmasinin yapilmasini tegvik etmistir.
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Ulkemizde termofilik alanlardan bugiine kadar termofilik ve termotolerant
mikrofungus tiirlerinin izolasyonuna ait herhangi bir molekiiler ve morfolojik
tanilama yontemine ait herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Termofilik ve
termotolerant mikrofunguslar ile ilgili ¢alismalar sadece enzim biyoteknolojisiyle
sinirlt kalmistir. Bu da calismamizin iilkemizde yapilan ilk c¢alisma olarak;
termofilik ve termotolerant mikrofunguslarin hem morfolojik hem de molekiiler
yontemler kullanilarak tanilanmasi agisindan &nemini arttirmaktadir. Ulkemizde
termofilik ve termotolerant mikrofunguslarin izole edilmesi ile ilgili molekiiler
caligmalarin arttirilmasi, farkli termofilik ve termotolerant mikrofungus tiirlerine
ait enzim taramast Yyapilmasi gelecekte enzim biyoteknolojisi ve gen

biyoteknolojisinin gelismesini saglayacaktir.
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