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OZET

Bu ¢alismada hipersalin ¢evrelerden mikrofungus izolasyonu ve bu funguslarin
Alkol Dehidrogenaz (ADH) enzimi agisindan taranmasi1 amaglanmustir. Ilaveten secilen
verimli izolatlardan klonlama c¢aligmalar1 yapilarak endistriyel iiretime gegisi
saglayacak verilerin ortaya konmasi hedeflenmistir.

Bu amagla, Tuz Goli’nden almman su orneklerinden mikrofungus izolasyonu
gerceklestirilmistir.  Mikrofunguslar diagnostik literatiirler kullanilarak geleneksel
yontemler ile cins seviyesinde tanimlanmigtir. Dokuz cinse (Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Emericella, Eurotium, Penicillium, Scopulariopsis, Stemphylium ve
Ulocladium) ait toplam 51 mikrofungus izole edilmistir. Izolatlarin biiyiik bir kisminin
sirastyla Cladosporium, Penicillium, Alternaria ve Aspergillus cinslerine ait oldugu
belirlenmistir.

38 izolat icin ADH enzim aktivitesi taramasi yapilmistir. En yiiksek aktivite
saptanan 8 izolatin ITS (igsel transkrip ayirici) bolgeleri dizilenerek molekiiler
yontemlerle tanimlamalar1 yapilmistir. En yiiksek spesifik aktivite sirasiyla
Cladosporium macrocarpum (5776), Eurotium niveoglacum (5778), Aspergillus
versicolor (T55), A. niger (5800), C. sphaerospermum (5821), C. cladosporioides
(5794), Penicillium chrysogenum (5797) ve E. amstelodami (5810) tiirlerinde
saptanmigtir.  Bu tiirler i¢in spesifik enzim aktivitesi 3,21-5,93 U/mg arasinda
degismektedir.

Alkol dehidrogenaz gen bolgesi klonlama g¢alismalari i¢in E. amstelodami, P.
chrysogenum ve A. niger secilmistir. pJET1.2/blunt vektér kKlonlama plazmidi olarak
kullanilmis ve bakteryal transformansyon igin E. coli EZ kompotent hiicreleri ile
calisilmistir. S6z konusu gen bolgesinden farkli gen bolgelerinin klonlanmasi {lizerine
enzim varligini ortaya koymak i¢in A. niger (5800) izolat 6ziitiine amonyum siilfatla
coktlirme ve diyaliz yontemleri uygulanmistir. Enzim spesifik aktivitesi ham 6ziite gore
yaklasik 20 kat artmugtir.  Hiicre Oziitii diyalizatinda proteinlerin varliginin ve

profillerinin ortaya konmasi i¢in SDS-PAGE ve HPLC yonteminden faydalanilmistir.

Anahtar kelimeler: Tuz Golii, Halotolerant-Halofilik fungus- Alkol Dehidrogenaz



Vi

SUMMARY

In this study, focused on isolation of microfungi from hipersaline environment
and screening of their ADH activity. In addition, intended to reveal of the data for
provide the progression to the industrial production by cloning studies on selected
active isolates.

For this purpose, microfungi were isolated from Tuz Golii water samples. The
microfungi were identified at genus level according to traditional identification
literatures. Totally 51 microfungi was isolated relating to nine genera (Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Emericella, Eurotium, Penicillium, Scopulariopsis,
Stemphylium and Ulocladium). Respectively isolates determined belonged to genera
order of Cladosporium, Penicillium, Alternaria ve Aspergillus.

ADH enzyme activity screening was carried out for 38 isolates. Eight isolates
with the highest activity were identified by molecular methods with sequencing of
internal transcribe spacer (ITS) regions. The highest specific activity determined on the
following species; Cladosporium macrocarpum (5776), Eurotium niveoglacum (5778),
Eurotium niveoglacum (5778), Aspergillus versicolor (t55), A. niger (5800), C.
sphaerospermum (5821), C. cladosporioides (5794), ), Penicillium chrysogenum (5797)
ve E. amstelodami (5810). Specific enzyme activity of these species ranged from 3.21
t0 5.93 U / mg.

E. amstelodami, P. chrysogenum ve A. niger were selected for cloning studies.
pJET1.2/blunt vector was used as a cloning plasmid and for bacterial transformation
were studied with E. coli EZ competent cells. Due to cloning of different gene regions
instead of interested gene, ammonium sulfate precipitation and dialysis methods applied
to extract of A. niger (5800) for establish the presence of the enzyme. Enzyme specific
activity increased approximately 20-fold compared to the crude extract. SDS-PAGE ve
HPLC method was used to indicate the presence of proteins and protein profiles in

dialyzed cell extract

Keywords: Tuz Gélii, Halotolerant-halophilic fungi, Alcohol Dehydrogenase
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BOLUM 1

GIRIS

Enzimler, protein yapisindaki biyokatalizorlerdir.  Biyokatalizorlerin  sulu
ortamlarda oldugu kadar organik c¢oziiciilerde de ¢alisabilmesi, etkili katalitik
verimlilikleri ile kimyasal, bolgesel spesifikligi ve stereo segiciliklerinin olmasi
endiistride kullanimlarim1 cazip kilar.  Milkemmel kiral (enantio) ve pozisyonal
secicilikleri sayesinde organik sentez calismalarinda substrat transformasyonu igin
kullanilirlar. Yiiksek secicilige ve katalitik verime sahip olmalar1 da ¢ok az yan iiriin ile
yiiksek reaksiyon verimi saglar ve kimyasal katalizorlere gére daha ¢evre dostudurlar.
Bu ozellikleri ile kompleks substratlar icin yliksek reaksiyon segiciliginin 6nemli
oldugu yiyecek, kimyasal ve farmasotik endiistri alanlarinda pek c¢ok uygulamaya
sahiptirler (Powell et al., 2001; Schmid et al.,, 2001). Enzimler Kkatalizledikleri
reaksiyonlara gore smiflandirilirlar. Oksidorediiktaz grubu enzimler, redoks
tepkimelerini katalizleyen gruptur.  Alkol dehidrogenazlar (ADH) bu grubun
iiyesidirler. Kemo, stereo ve regio selektif birgok reaksiyonu katalizlerler. Ila¢ ve
kimya endiistrisinde iiretim ve sentez asamalarinda kullanilirlar.  Dolayisiyla bu
biyokatalizdrlerin endiistriyel anlamda gelistirilebilmeleri i¢in,; cesitli
mikroorganizmalardan verimli bir sekilde saflastirilmalari, tiretimi daha kolay olan

maliyet ve siire bakimindan da kazangli olacak organizmalara aktarilmalart dnemlidir.

Endiistriyel ©Onemi olan alkol dehidrogenazlar (ADH) (EC: 1.1.1.1)
oksidorediiktazlar ailesindedirler. ADH’lar alkollerin {iiretiminde ve kullaniminda
anahtar enzimlerdir. Alkol ve aldehitlerin birbirine doniisiimiinii katalizlerler ve bu
enzim ailesi yasamin ii¢ domainine de dagilmistir (Reid and Fewson, 1994). Alkol
dehidrogenazlar kofaktor 6zelliklerine gore gruplandirilirlar. NAD(P)+ bagimli ADH
lar ise katalitik 6zellikleri ve dizi bilgilerine gore siniflandirilirlar. Bunlardan kisa/orta
zincirli ¢inko bagimli alkol dehidrogenazlar etanol ve NAD"1n asetaldehit ve NADH a

doniistim reaksiyonlarini katalizlerler. Memeli ADH’lar1 ¢ok ¢esitli alkoller aldehitler



ve ketonlar igin calisirlarken fungus ADH’lart ¢ogunlukla etanol ve aldehide
spesifiktirler (Pal et al., 2009). Farkli organizmalarda farklit ADH izoenzimi kodlayan
ADH genleri bulunur ve bu genlerin regulasyonu karbon katabolit baskilamasi
altindadir. Saccharomyces cerevisiae’da etanoliin kullanimindan sorumlu olan ADH2,

fermentasyon ortaminda glikoz tilkendigi anda etanolii ilk kullanan enzimdir.

ADH enzimleri 6zellikle kiral farmasotiklerin ve diger biyolojik olarak aktif
bilesiklerin iiretimi i¢in gerekli olan kiral alkollerin organik sentezinde onemli role
sahiptirler. Lactobacillus kefir, L. brevis ve Thermoanaerobicum sp. gibi birgok ADH
organik sentezde kullanilmaktadir. Bunlar genetik miihendisligi ile iiretilmektedir ve
boylece yiiksek miktarda elde edilmeleri miimkiindiir. Enzimatik olarak sentezlenen
bilesiklere ornek olarak alkil 3-hidroksibiitirat, 1-asetoksi-2-propanol, 2-biitanol veya
2-pentanol gibi alifatik alkoller verilebilir.  Kiral farmasétiklerin iiretiminde,
funguslardan yararlanilmistir. Cok calisilan bir fungus olan Neurospora crassa’ dan
elde edilen ADH ile glokom hastalig1 i¢in aktif olarak uygulanan karbonik anhidraz
enzim inhibitorii Trusopt (MKO0507) sentezindeki ara iiriin eldesi endiistriyel Slgekte
yapilmaktadir (Liese et al., 2006). ADH enzimleri endiistriyel ¢oziiciilerin tiretimi,
sirke ve alkollii igeceklerin iiretiminde de dnemlidir (Reid and Fewson, 1994). ADH
temelli tek kullanimlik biosensorlerin liretimi ile 6zellikle igecek endiistrisinde gida

kontrolii ger¢eklestirilmektedir (Temiz et al. 2006; Tudorache and Bala, 2007).

Ekstremofil mikroorganizmalar ekstrem sartlarda ¢alisabilen endiistriyel
anlamda egsiz biyokatalizorler firetirler. Bu mikroorganizmalar yiiksek tuz
konsantrasyonu, yiiksek sicaklik, basing, asidik ve bazik pH’lar gibi c¢ok degisik
ortamlarda yasayabilmektedirler. Ekstremofillerdeki bu enzimlerin bir kismi basarili
sekilde saflagtirllmis ve mezofilik organizmalara klonlanmistir. Bunlara 6rnek olarak
gida, kimyasal ve farmasdtik endiistride ve cevresel biyoteknolojide potansiyel
kullanim1 olan ekstremofil arke ve bakterilerden izole edilen, ekstraseliiler polimer
pargalayicilar enzimler (amilazlar, pullulanazlar siklodekstrin glikoziltransferazlar,
selulazlar, ksilanazlar, kitinazlar, proteinazlar) ve esterazlar, glikoz isomerazlar, alkol
dehidrogenaz ve DNA-modifiye edici enzimlerdir (Lorenz et al., 2002; Temiz et al.,
2008).



Yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisen ekstremofil halofilik ve halotolerant
mikroorganizmalar da sahip olduklari enzimlerin osmotik sartlarda aktif olmalarindan
dolay1 endiistriyel bir potansiyele sahiptirler. Bilgilerimize goére halofilik funguslar
hakkinda literatiir birikimi smirhidir. Giiniimiiz ¢alismalarinda alkol dehidrogenaz
ailesine ait ¢ok sayidaki izoformlar farkli organizmalardan klonlanip kontrol ettikleri
biyolojik yollar arastirilmistir ( Passoth et al., 1998, Cao et al., 2008;). Ancak halofilik
funguslar tizerine rapor edilen ¢alisma sayis1 azdir. Calismamizda ekstrem ortam olan
Tuz goliinden izole edilen funguslarin total ADH aktivitesi bakimindan taranmasi ve bu
enzim grubunun 2. iiyesi ADH2 geninin klonlanmasi hedeflenmistir.  Halofilik
funguslarda etanol metobolizmasi ve enzimlerinin rekombinant olarak tiretimi {lizerine

calismalar biyoteknolojik potansiyellerinin artirimi i¢in 6nemli olacaktir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofilik canlilar, yiliksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda yasayabilen
canlilardir. Kushner’e (1978 ) gore halofiller {i¢ grup altinda incelenir. Cogu deniz
organizmalar1 olan az halofiller 0,5 M NaCl de yasayabilenler, orta halofiller optimal
biiyiimeleri 0,5-2,5 M NaCl de olanlar ve ekstrem halofiller optimal biiylimeleri 4 M
NaCl civarinda olanlardir. Margesin ve Schinner’e (2001) gore ortalama 2,5 M tizeri

NaCl konsantrasyonlarini tolere edebilen ekstrem halofiller de vardir (Cao et al., 2008).

Son yillarda halofilik ve halotolerant funguslar, tuza direnglilikleri bakimindan
miitkemmel modeller olduklari igin ¢aligma konusu olmaktadirlar (Petrovic et al., 2002).
Toplam tuz konsantrasyonunun cok yiiksek (doyma noktasinda) oldugu hipersalin
sularda da halofilik ve halotolerant funguslar bulunabilir. Bu tuzlu sular orjinlerine
gore talasohalin ve atalosohalin diye adlandirilirlar. Atalosohalin sular yerin jeolojik
yapisindan kaynaklanan ve buradaki buharlasma sonucu tuz yataklarindan orjinlemis
sulardir. Talasohalin cevreler ise deniz suyunun buharlagmasi sonucu olusmustur ve
sodyum Klorid tuzunun baskin oldugu iyon kompozisyonuna sahiptirler. Solar tuzlalar
bu tip ortamlardir. Bu suni havuzlarin tuzluluk orani1 %3-35 arasidir. Bu tip tuzlalarda
bir dizi birbiri ile baglantili havuzlarda deniz suyu solar radyasyon ile buharlastirilarak
tuz konsantrasyonu arttirilir. Bu gibi ekstrem ortamlar yasam i¢in olumsuz gibi goziikse
de pek ¢ok mikroorganizma bu gevrelerde gelisebilir (Gunde-Cimerman et al., 2000).
Hipersalin gevrelerdeki fungal cesitlilik ve funguslarm rolii hakkinda ¢alisma azdir. Ilk
defa 1977 yilinda Cronin ve Post dogal atalasohalin c¢evrelerden (Utah Biiyiikk Tuz
Golii) halofilik fungus izole etmislerdir (Diaz-Mufioz and Montalvo-Rodriguez, 2005).
Halotolerant funguslar bircok kaynaktan izole edilebilirler.  Acevedo 1987°de
Aspergillus ve Cladosporium gibi bazi karasal funguslar deniz suyundan izole

edilmiglerdir (Diaz Munoz, 2006). Funguslar hipersalin ortamlarda da biiyliyebilirler.



Kserofilik ve halofilik funguslar su aktivitesi diisiik besiyerlerinde gelisebildikleri i¢in
bu tip ekstrem sartlarda hayatta kalmalari beklenir. 1977°de Biiyiikk Tuz Gdliinde
Cronin ve Post batik haldeki bir ¢am agaci pargasindan Cladosporium genusuna ait
halofilik bir fungus tirii izole etmislerdir (Cronin and Post, 1977). Suni tuz
havuzlarinda da Alternaria alternata ve Cladosporium cladosporioides yiiksek
frekansta izlenmistir (Gunde-Cimerman et al., 2000).

Halofilik mikroorganizma proteinlerinin yliksek tuzlulukta karsilastigir baslica
sorunlar aktiflik, stabil olma ve suda c¢Oziinmedir. Molar olarak tuz
konsantrasyonlarinin varligi genellikle proteinler ve diger makromolekiiller iizerinde
yikict etki gosterir. Hidrofobik etkilesimleri artirarak tersiyer yapiin ¢okmesine veya
agregasyonuna, makromolekiillerin igyapisinda gerceklesmesi gereken veya diger
molekiillerle girilen elektrostatik etkilesimleri engeller, tuzun neden oldugu iyon
hidratasyonu sebebiyle de biyolojik proseslerin olusumu ve bu proseslerin devami igin
olmazsa olmaz olan serbest su miktarini azaltir (Zaccai and Eisenberg, 1990, Madern et
al., 2000).

Intraseliiler olarak yiiksek tuz konsantrasyonu hiicrenin biitiin enzimatik
mekanizmast i¢in Ozel adaptasyonlar gerektirir. Boylece hiicre yiiksek tuz
konsantrasyonlarina adapte olabilir. Ancak bu adaptasyonlar hiicreyi, biitiinliigiini
koruyabilmesi ve yasamini devam ettirebilmesi i¢cin devamli olarak yiiksek tuz
konsantrasyonlarina bagimli kilar ve adaptasyon gosterebilmektedirler (Lanyi, 1974,
Eisenberg and Wachtel, 1987; Eisenberg et al., 1992; Eisenberg, 1995; Ebel et al.,
1999.)

Tuza adapte olmus ya da c¢alismasi i¢in tuza gereksinim duyan enzimler,
ozellikle ozmotik basmcini dengelemek icin inorganik iyonlar1 kullanirlar. Halofil
bakteriler organik ¢Ozinmiis maddeleri, i¢inde bulunduklar1 ortamin tuz
konsantrasyonunun belirledigi sekilde, sitoplazmalarinin ozmolaritesini korumak
amaciyla kullanirlar.  Bu nedenle intraseliiler tuz konsantrasyonlari ortamin tuz
konsantrasyona gore oldukca diisiik tutulur. Ayni durum Okaryotlardan tek hiicreli
halofilik bir alg olan Dunaliella i¢in de gegerlidir. Hatta bu tip organizmalarda tuza
adapte olmus proteinlerin dis ortama maruz kalan sitoplazmik membranda bulunmasi

beklenmelidir.  Ciinkii Dunaliella gibi disiik tuzluluk organizmalari, bu tarz



ekstraseliiler enzimleri ortama salar ve bdyle bir halofilik yasam tarzinda ve yiiksek
tuzlulugun hakim oldugu ortamlarda bu enzimlerin tam olarak islevsel olmasi

gerekmektedir.

Proteinlerin halofilik karakterlerinin belirlenmesinde en 6nemli faktoriin, asidik
koklerin artmasi oldugu yoniinde iddialar 6ne siiriilmiistiir. Protein yiizeyinde negatif
yiikiin artmasi1 yan gruplar arasinda karsilikli olarak bir itme yaratacagindan, yapiyi
kararsiz bir hale sokar. Bu durumda, yapisal stabilite ve enzimatik aktivite i¢in gerekli
olan proteinin uygun pozisyonu, yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda katyonlarin
negatif yiiklere baglanmasiyla korunabilir.  Negatif yiikiin katyonlar tarafindan
dengelenmesi, halofil enzimlerin ve diger proteinlerin tuzlu ortamlarda etkili olmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Haloarcula marismortui’de ferrodoksin ve malat
dehidrogenaz arasindaki elektrostatik etkilesimleri aciklamak amaciyla, proteinlerin
kristal yapisina klasik elektrostatik denklemler atomik diizeyde uygulanmis ve teorik bir
analiz yapilmistir. Buna gore diisiik konsantrasyonlarda dengelenemeyen negatif
yiiklerin birbirini itmesi sonucu, halofilik proteinlerin kararsiz hale geldigi gdzlenmistir.
Bu elektrosatik etkilesimler yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bile degismeden
kalmaktadir. Bunun bir sonucu olarak da, halofilik proteinlerin asidik kokleri proteinin
dogal stabilitesini saglamaktansa kiimelesmeyi onlemektedir. Boylece K* iyonunun
oncelikli gorevinin negatif yiikk artisint dengelemek olmadigi anlagilmaktadir (Elcock
and McCammon, 1998; Oren, 2002; Gunde-Cimerman et al., 2005).

Lanyi ve Stevenson (1970) tuzun biitiin etkisinin, Ozellikle ¢ok yiksek
konsantrasyonlarda, sadece negatif yiik etkisini dengelemek olmadig1 konusunda goriis
belirtmislerdir. Maximal elektrostatik yiik dengesi yaklasik 0,1 M veya en fazla 0,5 M
konsantrasyonlarda zaten korunmus olacaktir. Diger aminoasitlere gére daha fazla su
baglama ozelligine uyumlu olarak glutamatin hiicre igindeki yiiksek konsantrasyonuna
dikkat c¢ektiler. Bunun hidrasyondan korudugundan herhangi bir proteinin
fonksiyonunu siirdiirmesi i¢in gereken 6nemli bir 6zellik oldugunu agiklamislardir.
Ayrica asidik koklerin, stratejik yerlere konumlandirilmig temel kokler (lizin, arjinin) ile
tuz kopriileri olusturmasit sonucu protein yapisinin stabilizasyonu daha da

saglamlastirilmis olur (Lanyi and Stevenson, 1970).



Mevarech ve ark. (2000) proteinlerin halofilik adaptasyonlar ile ilgili bilinenleri
kapsamli bir modelle 6zetlediler. Bu modele gore protein yiizeyindeki negatif yiiklerin
iki 6nemli gorevi vardir. Birincisi i¢erdikleri hidratlanmis karboksil gruplari ile yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda proteinin ¢dziilebilmesini saglarlar. Ikincisi ise tuzun yarattig
hidrofobik etki ile kazanilan stabiliteye karsi kararsiz elektrostatik itme dengesidir.
Molar miktarlarda bulunan tuz enzimin hidrofobik bolgenin hareketliligini azaltir
boylece katalitik aktivite i¢in gerekli olan, proteinin dinamik hareketlerini ve esnekligini
engeller. Iste bu elektrostatik itme kuvveti proteinin enzime marjinal stabiliteyi devam

ettirme imkani1 verir (Mevarech et al., 2000).

2.2. Biyokatalizorler

Enzimler reaksiyonlarin pek ¢ogunu hizlandiran, protein yapisindaki, biyolojik
katalizorlerdir. Hiicre igerisinde ve digarisinda meydana gelen binlerce tepkimenin
hizin1 ve Ozgiilligiinii diizenlerler. Enzimlerin {iriine doniistiirdiikleri maddelere,
substrat denir. Enzimlerle ilgili yapilan ilk calismalarda, enzimin etki ettigi substrat
adimn sonuna az eki getirilerek (Ureaz, lipaz, fosfataz v.b.) veya genel adlariyla
(pepsin, tripsin gibi) isimlendirilirken, giinlimiizde Uluslararasi Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi (NC-IUBMB) tarafindan yapilan sistematik siniflandirmaya
gore isimlendirilmektedir. Bu siniflandirmada her enzim dort rakamli bir kod numarasi

ile (E.C.) tammlanmustir. Ust diizey simiflandirma sdyledir:

EC 1 Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme/indirgenme (redoks) tepkimelerini

katalizler.

EC 2 Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin (6rn. bir metil veya fosfat grubunun)

transferini katalizler.
EC 3 Hidrolazlar: ¢esitli baglarin hidrolizini katalizler.
EC 4 Liyazlar: Hidroliz ve yiikseltgenme harici yollar ile ¢esitli baglari keser.
EC 5 Izomerazlar: Tekil bir molekiilde izomerizasyon degisikliklerini katalizler.

EC 6 Ligazlar: Iki molekiilii kovalent baglarla birlestirir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Oksidored%C3%BCktaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C3%BCkseltgenme
http://tr.wikipedia.org/wiki/Redoks
http://tr.wikipedia.org/wiki/Transferaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fonksiyonel_grup
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidrolaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Liyaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0zomeraz
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0zomerizasyon&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ligaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kovalent_ba%C4%9F

2.2.1.0ksidorediiktazlar

Alkol dehidrogenazlar dahil, oksidorediiktazlar sayisiz kemo, stereo ve regio
selektif sayisiz reaksiyonu katalizlerler ve ila¢ ve kimya endiistrisinde iretim ve sentez
asamalarinda kullanilirlar.  Biyokataliz i¢in hiicrelerin kullanildigi proseslerde siklikla
oksidoreduktazlar kullanilir.  Bunlar kofaktér bagimli enzimleridir. NAD(P)H gibi
kofaktorler pahalidir ve tekrar kullanilabilinmelidir. Biyokataliz igin kofaktoriin geri
doniistimii hiicredeki metabolik olaylarla ¢ok kolaylikla saglanir.  Bununla birlikte
planlanmamis istenmeyen iriinlerin olusumu gibi yan etkiler olabilir. Yine de invitro
Kofaktor geri doniisim sistemlerinin gelistirilmesiyle, in vitro biokatalitik islemlerde izole

edilmis enzimlerin kullanimi artmistir (Powell et al., 2001; Schmid et al., 2001).

Alkol dehidrogenazlardan hem alkol iiretiminin artirirmi hem de alkol atiginin
sinirlandirilmasinda oksidorediiktaz o6zelliklerinden yararlanilmaktadir. ~ ADH’lar
fermentatif mikroorganizmalarda etanol {iretimini arttirmak amacglh kullanildiklar1 gibi
kesikli kiltiirlerde ya da gida endiistrisinde istenmeyen alkol ve aldehit miktarinin
kontroliinde de biyoteknolojik olarak kullanilmaktadir. Karbon katabolit regulasyonu
ile baskilanmis ve baski kaldirilmis (Repressed ve derepressed) hale gelebilen gen
bolgeleri in-vitro kosullarda da kontrol edilebilirler. Bu ilke ile Adhl promotor bolgesi

rekombinant olarak biracilikta kullanilmaktadir.

2.2.2. Alkoldehidrogenazlar (ADH)

Alkol, aldehit ve ketonlarin birbirlerine doniistimleri biitlin organizmalar i¢in
gerekli islemlerdir. Oksidorediiktazlar bu reaksiyonlar1 Kkatalizlerler. Bir
oksidorediiktaz enzim olan ADH birgok organizmada NAD 1n rediiksiyonu ile (NAD"
to NADH) alkol, aldehit ve keton doniisiim reaksiyonlarini katalizler. ADH 1 kesfi ve
izolasyonu 1937 yillarina dayanmaktadir ve 1974 yilinda {i¢ boyutlu yapisi belirlenen
ilk dimerik enzimlerdir (Hellgren, 2009). insan ve bircok hayvanda toksik olabilecek

alkoliin yikimindan ve ¢esitli metabolitlerin biyosentezinde gorev alacak aldehit, keton



ve alkol gruplarmin olusumundan sorumlu iken maya, bircok bakteri ve bitkilerde
fermentasyonun bir parcast olarak NAD" seviyesini sabit tutmak icin tersinir

reaksiyonlar1 katalizlerler.

Alkol dehidrogenazlar bir¢ok farkli kofaktér kullanirlar.  Kullandiklar

kofaktorlere gore alkol dehidrogenazlar 3 sinifta toplanir:

(1) NAD(P) bagimli alkol dehidrogenazlar
(i1) flavin adenine dinucleotide (FAD) bagimli alkol dehidrogenazlar
(iii) pyrollo-quinoline quinone (PQQ), hem ya da kofactor F420

NAD(P) bagimli alkol dehidrogenazlar en ¢ok ¢alisilmis siniftir ve genellikle ii¢

major gurba ayrilirlar;

(1) kisa zincirli alkol dehidrogenazlar
(i) demir ile aktive alkol dehidrogenazlar
(iii) ¢inko bagimli alkol dehidrogenazlar (Reid and Fewson, 1994).

Ayrica NAD bagiml bir diger grup aldo-keto rediiktaz (AKR) siiper ailesidir
(Seery et al., 1998; Jez and Penning, 2001; Hyndman et al., 2003). PQQ, hem ya da
kofactor F420 gibi kofaktorleri kullanan alkol dehidrogenazlar NAD bagimsiz alkol
dehidrogenazlar olarak da bilinirler. FAD bagimli alkol oksidazlar, geri doniigiimsiiz
alkol oksidasyonu yaparlar (Reid and Fewson, 1994).

ADH’lar hemen hemen tiim canlilarda mevcuttur ve normal ve dallanmis zincirli
alifatik ve aromatik alkoller, primer ve sekonder alkoller, aldehitler ve ketonlar,
polyoller gibi ¢ok c¢esitli substratlari katalizleme yetenegine sahiptirler. Eksojen alkol
ve aldehitlere kars1 hiicreyi koruma, alkol, alkan, seker ve lipit metabolizmas1 gibi ¢ok

genis oranda metabolik siireglere katilirlar (Machielsen, 2007).
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A)

g j
R— ?*H + NAD(P)” —— R—C—H + NAD(P)H + H’'
H
B)

i i
R— (‘E_H +NAD(P) T R— C—R’ + NAD(P)H + H’
R’

Sekil 2.1. NAD bagimli alkol dehidrogenazlar tarafindan katalizlenene alkol, aldehit ve
keton doniisiim reaksiyonlar1 A- alkollerin aldehitlere geri doniisiimlii reaksiyonu B-

alkollerin ketonlara geri dontisiimlii reaksiyonu (Machielsen, 2007)

ADH enzimlerinin evrimlesme siireci i¢in yapilan cesitli organizmalarin genetik
karsilagtirmalari, glutatyon bagimli formaldehit dehidrogenaz enziminin alkol
dehidrogenaz 3 ailesi ile (ADH-3/ADHS) olan benzerligini ortaya koymaktadir ve
muhtemelen tiim ADH ailesi i¢in atasal enzimdir. Evrimsel siirecin baglarinda endojen
ve eksojen formaldehidin elimine eden verimli yontemler ¢ok 6nemli oldugu icin bu
kapasitedeki atasal ADH-3 zaman i¢inde korunmustur. Genetik duplikasyonlar ve
ardindan gelen mutasyonlarla diger ADH’lar ortaya ¢ikmistir (Danielsson and Jornvall,
1992; Kavanagh et al., 2008). Sekerden alkol iiretimin ilk olarak mayalarda basladigi
kabul ediliyor.  Aslinda enerjik agidan bakildiginda adaptif olmasa da diger
organizmalar icin toksik diizeyde yiiksek sayilabilecek oranda alkol tiretimi sayesinde
maya hiicrelerinin etkin bir sekilde rekabeti ortadan kaldirabilecegini agiklar. Meyveler
cliriirken %4 ten daha fazla etanol igerebilirler, bunlarla beslenen hayvanlar icin bu
eksojen etanolii metabolize edebilecek bir sisteme ihtiyag vardi. Glinlimiizde ADH-3 iin
ayn1 zamanda nitrik oksit sinyalizasyonunda 6nemli bir rol oynadigi bilinse de bu
diisiince maya disindaki tiirlerde de etanol aktif ADH’larin korunmasini agikladir (Ikuta
et al., 1985; Staab et al., 2008).


http://en.wikipedia.org/wiki/Glutathione
http://en.wikipedia.org/wiki/Formaldehyde_dehydrogenase
http://en.wikipedia.org/wiki/ADH5
http://en.wikipedia.org/wiki/ADH5
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Maya ve bakteriler (laktik asit bakterileri ve belli kosullarda E. coli harig)
glikozu laktata fermente edemezler. Bunun yerine, etanol ve CO; e fermente ederler.

Reaksiyon genel olarak asagida goriilebilir:
Glikoz +2 ADP + 2 Pi — 2 ethanol + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0!

Birgok bakteri ve mayada alkol dehidrogenaz fermentasyonda onemli role
sahiptir.  Glikolizis sonucu olusan piriivat, asetaldehit ve CO,’e doniistiiriiliir ve
asetaldehit daha sonra alkol dehidrogenazlarca etanole indirgenir. Bu ikinci basamagin
amact NAD"1n rejenarasyonudur ki bu sayede glikolizis devam edebilir. Insanlar
cesitli meyve ve tahillarin maya ile fermentasyonu sonucu alkollii i¢ecekler liretmek
icin bu siiregten yararlanirlar. Mayalarin kendi alkoliinii tiretebilmesi ve tiiketebilmesi
ilgingtir.  Mayalardaki baslica ADH (ADHI), insandakindan daha biiyliktir ve
insandaki iki alt birim yerine dort alt birimden olusur. Katalitik bélgesinde de ¢inko
atomu baghdir. Hayvan ve bitkilerdeki ile maya ve bakterilerdeki ¢inko igeren ADH’lar

uzun zincirli alkol dehidrogenazlar ailesindendirler.

2.3. Alkoldehidrogenaz Geni Uzerine Klonlama Cahsmalar:

Insan alkol dehidrogenaz enziminin tiim ¢cDNA’smin klonlanmas1 Tohru Ikuta
ve arkadaglari tarafindan 1985 yilinda gergeklestirilmistir (Ikuta et al., 1985). Funguslar
tizerine yapilan alkoldehidrogenaz geni klonlama ¢alismalarinda daha ¢ok fermentatif
mikroorganizmalar kullanilmistir. Bir¢ok maya tiirii arasinda ADH genlerinin dizileri
1yl korunmustur ancak regiilasyonu, fizyolojik fonksiyonu ve gen kopya sayisi tiirler
arasinda farkliliklar gostremektedir. ~ GenBank kayitlarina gore Saccharomyces
cerevisiae ve Pichia stipitis i¢in 7 farkli ADH geni tamimlanmisken Kluyveromyces
lactis i¢in 4 gen tamimlanmustir. S. cerevisiae’da sitozolik ADH1 ve ADH2 alkolik
fermentasyonda rol alip, etanoliin {iretimi ve kullanimindan sorumludur (Lutstorf and
Megnet 1968; Denis et al. 1983). P.stipitis’ de ADH1 (PSADH1) ise hem fermentatif
hem de solunum fonksiyonuna sahiptir (Cho and Jeffries 1998; Passoth et al. 1998).

Kluyveromyces lactis, dort ADH genine sahiptir.  Bunlardan ikisi, sitoplazmik


http://en.wikipedia.org/wiki/Alcohol_dehydrogenase#cite_note-isbn0-7167-4339-6-20
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faaliyetleri i¢in ve diger ikisi mitokondriyal faaliyetler i¢indir. Sitoplazmik enzimlerin
ikisi de S. cerevisiae daki ADHI ile benzer bir isleve sahiptir. Saccharomyces
cerevisiae’da ADH1’den ADH5’e kadar 5 farkli gen etanol metabolizmasindaki ADH
izoenzimlerini kodlar. ADH2’nin haricinde digerleri alkolik fermantasyon sirasinda
asetaldehiti etanole indirgerken, ADH2 revers reaksiyonu Kkatalizler ve glikoz
baskilanmasi altindadir. Etanolii okside ederek asetaldehide doniistiiriir. Fermantasyon
ortaminda glikoz tiikendigi anda etanolii ilk kullanan enzim ADH2’dir. Ancak ADH2
geni etanol ile uyarilmaz ancak fermente olabilecek sekerlerin azliginda ya da
yoklugunda ecksprese edilir.  Bira fermantasyonu sirasinda istenmeyen tereyagi
kokusunu olusturan diasetil bilesiklerinin olusumunu indirgemek amagli maya ADHI
geni promotoru, bakteriyal genlerin ekspresyonunun kontroliinde kullanilmistir (Jorgen
Hansen 2004).

Eukaryotik ADH proteinlerin prokaryotlarda ifadesini gergeklestiren Surisa ve
arkadaglari, ekstremofilik bir fungus ve bio-etanol iiretimi agisindan Onemli olan
termotolerant metilotrofik Hansenula polymorpha dan ADH geni klonlanarak E. coli de
eksprese ettirmislerdir (Suwannarangsee et al., 2010). Lactobacillus kefir’ in genomik
DNA’sindan yiiksek enantio seciciligi olan yeni bir ADH Chen Q ve arkadaslar
tarafindan klonlanmistir (Huang et al., 2010). Prokaryotik ADH proteini de Bacillus
subtilis organizmasindan klonlanarak eukaryotik organizmada HD34 Bira mayasinda
eksprese edilmistir (Ping et al., 2004). Yine prokaryotik alkol dehidrogenaz,
termostabil bir arkeden Pyrococcus furiosus’ tan klonlanarak E. coli de fonksiyonel
sekilde eksprese edilmistir (Machielsen and van der Oost, 2006).



3.1. MATERYAL

3.1.1. Besiyerleri
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

MY1012- %10 glikoz-%12 NaCl Malt Ekstrakt Yeast Agar

Malt Ekstrakt
Pepton

Glikoz

Yeast Ekstrakt
Agar
Deiyonize Su

209
1g
100 g
54
209
1L

Besiyeri bilesenleri tartilarak otoklavlanmadan kaynar su igerisinde 100°C’de 30

dakika siire bekletilerek hazirlanmistir (Gunde-Cimerman et al., 2000).

MY50G- %50 Glikoz Malt Ekstrakt Yeast Agar

Malt Ekstrakt
Pepton

Glikoz

Yeast Ekstrakt
Agar
Deiyonize Su

209

Besiyeri bilesenleri tartilarak glikoz hari¢ otoklavlanmistir. Glikoz ¢6zeltisi ayrica

hazirlanip kaynar su igerisinde 30 dakika siire bekletildikten sonra otoklavdan

¢ikmis olan besiyerine ilave edilmistir (Gunde-Cimerman et al., 2000).
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%10 NaCl Malt Ekstrakt Agar

Malt Ekstrakt
Pepton

Glikoz

Yeast Ekstrakt
Agar

NaCl
Deiyonize Su

209
1g
100 g
5¢
209
100g
1L

Besiyeri bilesenleri tartilarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanmuistir.

%17 NaCl Malt Ekstrakt Agar

Malt Ekstrakt
Pepton

Glikoz

Yeast Ekstrakt
Agar

NaCl
Deiyonize Su

209
1g
100 g
54
209
1709
1L

Besiyeri bilesenlerinden tuz ayri olarak ¢6zelti halinde hazirlanmig ve pH 6,5’a

ayarlanip otoklavlanmistir. Besiyerine otoklavlandiktan sonra ilave edilmistir.

%24 NaCl Malt Ekstrakt Agar

Malt Ekstrakt
Pepton

Glikoz

Yeast Ekstrakt
Agar

NaCl
Deiyonize Su

209
1g
100 g
5¢
209
2409
1L

Besiyeri bilesenlerinden tuz ayri olarak ¢ozelti halinde hazirlanmis ve pH 6,5’a

ayarlanip otoklavlanmistir. Besiyerine otoklavlandiktan sonra ilave edilmistir.
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Malt Ekstrakt Broth

Malt Ekstrakt 20 ¢
Pepton 19
Glikoz 209
Deiyonize Su 1L

Besiyeri bilesenleri tartilarak 121C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Bu besiyeri

DNA izole edilecek miseliyal kiitlenin gelistirilmesinde kullanilmigtir.

Minimal Medyum

50X tuz ¢ozeltisi 20 ml
Glikoz 360
Iz elemet ¢ozeltisi 1ml
Deiyonize Su 1L

Besiyeri bilesenleri tartilarak 121C’de 15 dakika otoklavlanmigtir. Otoklavdan
sonra 12 ml 1M KPO,. pH 6,8 tampon ilavesi yapilmistir. Bu besiyeri hiicre

ekstakt1 elde etmek iizere miseliyal kiitlenin gelistirilmesinde kullanilmistir.

3.1.2. Cozeltiler

50X tuz ¢ozeltisi

NaNO3 30g
KCI 269
MgS0O,.7H,0 2,49

Distile suda hacim 100 ml tamamlanacak sekilde hazirlanmistir. Bu ¢ozelti

minimal medyum hazirliginda kullanilmistir.
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Cove’un iz Element Cozeltisi

Na2B407:10H20 4 mg
CuSO4:5H20 40 mg
MnSQO,4.H,0 80mg
FeCls 80mg
NaMo0O4:2H20 80mg
ZnS04:7H20 800mg

Distile suda hacim 100 ml tamamlanacak sekilde hazirlanmistir. Bu ¢ozelti

minimal medyum hazirliginda kullanilmistir.

RNAse cozeltisi

Pankreatik RNAse (20U/mg) 10 mg

Na-asetat (0,01M, pH 5,2) 1ml

Cozelti 100°C de 15 dakika isitilmistir.  Oda sicakligina kadar yavasga
sogutulmustur. pH7,4’e 100ul 1 M Tris-HCI kullanilarak ayarlanmigtir. 100
ul’lik kiiglik hacimlere béliinerek -20 °C’de saklanmustir.

CTAB —-tamponu

Tris 2,42 g
NaCl 8,29
Na-EDTA 0,74 g
CTAB 29

pH 7,5’a ayarlanarak hacim distile suyla 100 ml’ye tamamlandi. 121°C de 15

dakika otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda saklanmistir
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TE- tamponu
Tris-HCL (10 mM) 0,169
EDTA(1mM) 0,039

Distile suyla 100 ml ye tamamlanarak pH 8’e ayarlanmistir

Silicagel-mix
Silicagel (Merck) 30g
Celite 545 15 g

Pirofosfat Tamponu

Sodiumpyrophosphate 2,239

decahydrate (50 mM)

Distile suyla 100 ml ye tamamlanarak pH 8.8’e¢ %8 lik fosforik asit ile
ayarlanmistir

Fosfat Tamponu

Na;HPO, (10 mM) 0,149

Distile suyla 100 ml ye tamamlanarak pH 7.5’a NaH,PO, (10 mM ) ile

ayarlanmistir.

B- NAD cozeltisi

B- NAD (15 mM) 0,159

Her seferinde taze olarak, distile suyla 15 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir



AE cozeltisi

NaOAc (50 mM) 0,68g
EDTA (10 mM) 0,379
Distile suyla 100 ml ye tamamlanarak pH 5’¢ asetik asit ile ayarlanmastir.

ANE c¢ozeltisi

NaOAc (10 mM) 0,149
EDTA (2mM) 0,079
NaCl (100 mM) 0,58 ¢

Distile suyla 100 ml ye tamamlanarak pH 6’ya NaOH ile ayarlanmistir.

Fenol/AE ¢ozeltisi

S1v1 fenol esit hacimde AE ¢ozeltisi bilesiminden olusmaktadir.

Fenol: Kloroform/ ANE c¢ozeltisi

Fenol/AE ¢ozeltisi 2.5 ml
Kloroform 2.5 ml
ANE ¢ozeltisi 5ml

8- hidroksikinolin 0,125 ¢

18
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Arastirma bolgesi

Tiirkiye’nin I¢ Anadolu bolgesinde yer alan Tuz Golii, Ankara, Konya ve
Aksaray illeri sinirlarinin kesistigi yerde olup bir kism1 Konya ili sinirlar igerisinde yer
almaktadir (Sekil 3.1). Tirkiye’nin ikinci biyiik golii olan Tuz golii ayrica en sig
goliidiir. Deniz seviyesinden 905 metre yiiksekte ve maksimum Oolgiileri kuzeyden

giineye 80, dogudan batiya ise 50 kilometre ile yaklasik 1665 km? lik bir alan kaplar.

Sekil 3.1. Tuz Golii lizerinde segilen istasyonlar

Goliin ortalama su seviyesi 40 cm. civarindadir. Ortalama yiikseklik seviyesi
yagisin arttig1 mayis ayinda yaklasik 110 cm. yi bulur. Tuz Goli doguda Pegenekozii
ve Melendiz, batida ise insu dereleri ile beslenir. Goliin disartya direnaji yoktur.
Kimyasal bilegim itibariyle burada NaCl karakterinde bir tuzluluk hakimdir ve sodyum

kloriir orani, magnezyum kloriir ve sodyum siilfat oranlarindan tstiindiir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Magnezyum_klor%C3%BCr&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sodyum_s%C3%BClfat&action=edit&redlink=1
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3.2.2. Orneklerin toplanmasi
Tuz Goli’nden Sekil 2°de gosterilen 5 farkli istasyondan steril cam kavanozlara
alinan su o6rnekleri sogukta muhaftaza edilerek laboratuara ulastirilmis ve isleme alinana

kadar +4°C’de saklanmistir. Su 6rnekleri 2, 3, 4 kodlu istasyondan 2010 yilinin haziran

aymda 5 ve 8 kodlu istasyondan ayni1 yilin ekim ayinda alinmigtir.

Cizelge 3.1. Ornek Alim istasyonlar1 ve &zellikleri

Istasyon Kodu | Koordinatlar1 | pH | Yiikseklik (m) | Sicaklik(°C)
N 39°04°19”
2 7,1 | 910m 25,8
T E 33°24° 41>
) N 38°47°52"
S |3 7,6 | 907m 31,7
o E 33°36° 52
o
S N 38°57°33”
4 7,4 | 913m 30,2
E 33°24° 9>
N 39°04°09”
m |5 7,5 | 910m 16,6
g E 33°23° 49>
5 N 38°47°12”
518 7,7 | 907m 22.7
E33°12° 10>

3.2.3. Fungus izolasyonu

Su ornekleri 24 saat i¢inde isleme alinmistir. Her bir 6érnekten 50 ml alinarak
0,45 pm capl steril nitroseluloz membran filtreden (Millipore) aseptik sartlarda
gecirilmigtir.  Filtreler %10 glikoz-%12 NaCl agar (MY10-12, a, 0,88), %50 glikoz
malt ekstrakt yeast ekstrakt agar (MY50G, ay 0,89) ve %17, 24 ve 30 oranlarinda NaCl
igeren Malt Ekstrakt Agar (MEA) olmak {izere 5 farkli besiyerine (Gunde-Cimerman et
al., 2000), (Butinar et al., 2005) yerlestirildikten sonra petriler 25-27°C’de 60 giin
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boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca petriler izolasyon igin takip

edilmistir.

MY10-12, ve MY50G da gelisen funguslar, %17 NaCl igeren MEA
besiyerlerine inokule edilmis ve burada gelisebilen koloniler MEA’a aktarilmistir. %17
ve %10 oraninda tuz konsantrasyonuna sahip olan MEA besiyerinde gelisebilen
funguslar MEA da kiiltiire alinip 27°C’de 14 giin inkiibasyona birakilmis ve +4°C’de

saklanmustir.

3.2.4. Toplam ADH enzim aktivitesinin belirlenmesi

3.2.4.1. Hiicre oziitlerinin eldesi

ADH olusumunu tesvik i¢in kiifler 10 mM iire ve %0,1 iz element igeren
minimal medyumda 24 saat boyunca 120 rpm ve 25°C’de inkubasyona birakilmis ve
miseller hasat edilip glikoz igcermeyen 100 mM gliserollii minimal ortama aktarilmistir
(Sealy-Lewis and Fairhurst, 1995). Enzim ekstraksiyonu i¢in 200 mg miselyum esit
hacimde silika jel ile birlikte hacimlerinin iki kati1 kadar soguk pH 7,5 sodyum fosfat
¢ozeltisi i¢inde 30 saniye siire ile homojenizatér (Heidolph) ile pargalanmistir. Daha
sonra sogutmal1 santrifiijde 4°C’de 30 dakika siire ile 14000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Elde edilen siipernatant enzim aktivite tayininde kullanilmistir.

3.2.4.2. ADH enzim aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre Oziitlerinin  toplam  ADH enzim aktivitesinin  belirlenmesinde
spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Enzim aktivitesi degeri, substrat olarak 0,1 M
etanol c¢ozeltisi ve kofaktdor B-NAD’in, 25°C’de olusturdugu NADH’in 340 nm’de

dakikada verdigi absorbans degisikliginin Ol¢iimiine dayanmaktadir (Skursky et al.,
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1979; Vicente-Soler et al., 1991); Jelski et al., 2007). Enzim aktivitesi tayini igin,
stipernatanttan 0,1 ml alinip tizerine 2,9 ml NAD (nikotinamid adenin diniikleotid) (7.5
mM), etil alkol ( 0,1 ml %95 etanol) ve sodyum pirofosfat ¢ozeltisinden (22 mM
pH=8,8) olusan reaksiyon karisim1 eklenerek 25°C'de, 340 nm'de dakikadaki absorbans
degisimi Ol¢lilmiistiir. Buna gore bir iinite enzim, 1 dakikada 1pmol {irliniin olusumunu
katalizleyen enzim miktar1 olarak verilmistir. Enzim spesifik aktivite hesaplanmasi igin

protein miktar1 Bradford yontemi ile tayin edildi.
Enzim aktivitesi ve spesifik aktivitenin hesaplanmas:

Enzimatik reaksiyonda olusan iiriin temelde Beer-Lambert yasasina dayanan

asagidaki formiil yardimiyla iinite cinsinden hesaplanmistir.

VixdA/ditx 1000 x sulandirm a faktori

Ornekteki enzim {initesi = :
L xVexd

£, absorbsiyon katsayis1 cm?mol™

d kiivetin 151k yolu lem

dA/dt dakikada absorbans degisimi dak ™
V't reaksiyon karigiminin toplam hacmi ml
Vs reaksiyona katilan 6rnek hacmi ml

Spesifik aktivite bir miligram proteinde bulunan enzim iinite sayisi olarak

verilmis ve iinite/mg (umoldk™mg™) olarak hesaplanmstur.

3.2.4.3. Bradford Yontemi ile Protein tayini

Bu yontemde boya olarak kullanilan Commasie Brillant Blue G250 negatif yiike
sahiptir ve protein lizerindeki pozitif ylike baglanir. Boyanin kirmizi formu 465 nm’de
absorbans verir. Proteine baglanmas1 ile birlikte mavi forma doniistimi
gerceklesmesiyle 595 nm’de absorbans verir. Bu yontemin avantajlar1 kisa siirede
uygulanmasi, hassasiyetinin 1-100 pg arasinda olmasi, protein boya kompleksi
stabilitesinin yiiksek olmasi ve her bir ¢alisma igin ayri standart egri gerektirmemesidir
(Bradford, 1976).

Standart protein ¢ozeltisi 1 ml’sinde 1 mg protein icerecek sekilde sigir serum

alblimini ile hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden ependorf tiiplerine 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
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70 ul aktarilmis ve fosfat tamponu ile tiim tiiplerin hacimleri 1 ml’ye tamamlanmaistir.
Daha sonra biitiin tiiplere 250 pl Bradford reaktifi (SIGMA) ilave edilerek karismasi
saglanmis ve protein boya kompleksinin olusmasi i¢in 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Olusan protein boya kompleksi nanodrop 2000 (Thermo) cihazinda yer
alan Bradford Standart olusturma programindan yararlanilarak 595 nm’de kore karsi
absorbans degerlerinin okunmasiyla standart grafik olusturulmustur. Cihaz tarafindan
olusturulan standart grafik, bir sonraki 6l¢imlerde pg/ul cinsinden protein miktarini
otomatik olarak vermistir.

Toplam protein miktarin1 belirlemek iizere siipernatant 6rneklerinden 100 pl
alinarak tizerlerine 25 pl reaktif ilave edilmis, karigtirllip 10 dakika inkiibasyondan
sonra 595 nm’de absorbans degerleri nanodrop cihazi ile kaydedilerek standart grafigi

tizerinden pg/pl olarak belirlenmistir.

3.2.5. Fungus Identifikasyonu

3.2.5.1 Klasik yontem ile identifikasyon

[zolasyon asamasinda elde edilen fungus izolatlar1 dncelikle genus diizeyinde
“Illustrated Genera of Imperfect Fungi” den yararlanilarak belirlenmistir (Barnett and
Hunter, 1999). Daha sonra her genusa ait tiirler asagida belirtilen kaynaklar

dogrultusunda tanimlanmustir.

Izolatlarin teshisinde Penicillium tiirleri i¢in “A Manual of The Penicillium”
(Raper and Thom, 1949) ve “The Genus Penicillium and Its Teleomorphic States
Eupenicillium and Talaromyces” (Pitt, 1979); Aspergillus tiirleri i¢in “The Genus
Aspergillus” (Raper and Fennell, 1965) ve “Identification of Common Aspergillus

Species” (Klich, 2002) adli eserler esas alinmistir.

Aspergillus ve Penicillium digsindaki Moniliaceae familyasina ait diger tiirler ile
Dematiaceae familyasina ait tiirlerin teshisi i¢in “A Manual of Soil Fungi” (Gilman,

1957), “Dematiaceous Hyphomycetes” (Ellis, 1971) eserleri kullanilmustir.
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Yukarida soz edilen kaynaklara dayali identifikasyon islemi agirlikli olarak
stereomikroskop ve 151k mikroskobu ile inceleme gerektirmektedir. Mikrofunguslarin
mikroskobik incelemesi “Lacto-cotton blue mounting” c¢ozeltisinde hazirlanan

preparatlarla yapilmistir (Sime et al., 2002).

Tanimlanan izolatlar mineral yagda saklanmigtir. Bu tiirlerin uluslar arasinda
kabul gormiis bir kiiltiir koleksiyonunda kayitli olmast ve muhafaza edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla Slovenia’da bulunan “MZKI WDCM599: Microbial Culture
Collection of National Institute of Chemistry, National Institute of Chemistry” adli
merkezle baglant1 kurularak tanimlamasi yapilan tiirlerin onaylanmasi ve koleksiyona

kaydedilmesi saglanmistir. Belirlenen tiir ve yazar isimleri “The CABI Bioscience and

CBS Database of Fungal Names” den kontrol edilmistir
(http://www.indexfungorum.org/names/NAMES.ASP).

3.2.5.2. Molekiiler yontem ile identifikasyon

Izole edilen halofilik funguslardan DNA ekstrakt: elde ederek ITS1-5.8 S ITS
bolgeleri ITS5 ve ITS4 primer kombinasyonlariyla ¢ogaltilmistir (White et al., 1990).
Molekiiler sistematik icin tiir bazinda ve tiirler iginde en kullanigh bolgelerdir. Bu
bolge diger ribozomal DNA bdlgelerinden daha c¢ok varyasyon gosterir. Siklikla
kullanilan ITS1+ITS4 primerlerine ek olarak fungal dizilerin selektif amplifikasyonuna

imkan veren gesitli primerler ¢izelge 3.2 de belirtilmistir. (Gardes and Bruns, 1993).

Cizelge 3.2. ITS bolgeleri i¢in primer dizileri

primer adi dizi (5'->3")

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG



http://www.indexfungorum.org/names/NAMES.ASP
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ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS4-B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG
5.8S CGCTGCGTTCTTCATCG
5.8SR TCGATGAAGAACGCAGCG
SR6R AAGWAAAAGTCGTAACAAGG

major rRMN& transcript 95 BMA gene

e A

Internal Intergenicf ’
transcribed spacar (1GE)

spacer (ITE) regions
regiohs

1 rDNA repeatunit

EctRl  EcoRl Ball
| | G2 etz
I = |
SSU(18SIBNA 5.85 LSU (25-285) RNA §S
RNA RNA

Sekil 3.2. ITS bolgleri (www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm)

DNA ekstraksiyonu; Genomik DNA’nin izolasyonu i¢in malt ekstrakt sivi
besiyerinde 7 giin boyunca miselyum olusumu beklenmistir. 500ul  Cetyl
trimethylammonium bromide (CTAB) tamponu, silicagel mix ve steril metal boncuk 1,5
ml’lik yuvarlak dipli ependorf tiibiine aktarilmistir. Yaklasik +1 cm? kadar miselyum bu
ependorfa transfer edilip, 30-60 saniye siire ile titresimli degirmende (RETSCH Mixer
Mills) miselyumun par¢alanmasi saglanmistir. Daha sonra 65°C sicak su banyosunda
en az 1 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda 500 ul kloroform eklenip 1-2 saniye
vortekslenmis ve 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda
iist kisimda toplanan su fazi dikkatlice kloroform ve hiicre artigini almadan temiz
ependorfa aktarilmigtir. Bu tekrar 500 pl kloroform ilave edilip 14000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir ve iist faz temiz ependorfa alinarak iizerine hacminin iki kat1 kadar
(£800ul) %96 lik ethanol ilave edilmistir. Elde yavasga karistiritlip DNA’nin prespite
olmasi i¢in -20°C’de bir gece birakilmigtir. Daha sonra 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant kism1 dikkatlice atilip DNA peleti 500ul %70’lik ethanol ile


http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm
http://en.wikipedia.org/wiki/Cetyl_trimethylammonium_bromide
http://en.wikipedia.org/wiki/Cetyl_trimethylammonium_bromide
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yikanmigtir. 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra etanol dikkatlice
uzaklastirilmistir. Etanol tiimiiyle uzaklasana kadar DNA peleti kurumaya birakilmistir.
97,5 ul TE tamponu ile 2,5 ul RNAse eklenerek 37°C’de 5-30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra kullanilincaya kadar DNA’lar -20°C’de saklanmustir.

3.2.5.3. ITS Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Izole edilmis fungus DNA’larmdan, ITS1-5,8SrDNA-ITS2 bolgeleri 1TS4 ve
ITS5 (White et al., 1990) evrensel primer ¢ifti kullanilarak amplifiye edilmistir. Son
hacim 25 pl olacak sekilde, 1X PCR tamponu, 1,5 mM MgCl,, 0,4 mM dNTP, 1,25
tinite Taq DNA polimeraz (Fermentas), 0,8 mM her bir primer ve 1 pl DNA ekstrakti
kalip olarak kullanilmak {izere reaksiyon kurulmustur. PCR isleminde Ependorf Master

Cycler Pro S cihazi kullanilmistir.

Kullanilan Primerler Primer Dizileri
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Reaksiyon dongii sartlar:

Onisitma 94°C 3 dakika
94°C 35 saniye

40 dongii  52°C 35 saniye
72°C 45 saniye
72°C 7 dakika
4°C  Sonsuz

PCR iiriinleri elektroforezde %1 agaroz jel kullanilarak 90V’da 40 dakika siire
yiiriitiilerek kontrol edilmistir. PCR iriinlerinin saflastirilmas: ve otomatik DNA dizi
analizi Macrogen Company (Korea)’ye yaptirilmistir. Dizi analizi sonuglari National
Center for Biotechnology Information (NCBI) internet sitesinde ki BLAST-n programi

ile kargilagtirilmigtir (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).
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3.2.5.4. Aktin Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

izole edilmis Cladosporium spp. DNA’larindan, aktin gen bolgeleri ACT-512F
ve ACT-783R primer ¢ifti ile amplifiye edilmistir (Carbone and Kohn, 1999). Son
hacim 25 ul olacak sekilde, 1XPCR tamponu, 1,5 mM MgCI2, 0,4 mM dNTP, 1,25
tinite Taq DNA polimeraz (Fermentas), 0,8 mM her bir primer, ve 1 pl DNA ekstrakti
kalip olarak kullanilmak iizere reaksiyon kurulmustur. PCR isleminde Ependorf Master

Cycler Pro S cihaz1 kullanilmistir.

Kullanilan Primerler Primer Dizileri
ACT-512F ATG TGC AAG GCC GGTTTC GC
ACT-783R TAC GAG TCCTTC TGG CCC AT

Reaksiyon dondii sartlart:

Onisitma 94°C 3 dakika
94°C 45 saniye

25 dongii  53°C 30 saniye
72°C 60 saniye
72°C 7 dakika
4°C  Sonsuz

PCR iiriinleri elektroforezde %1 agaroz jel kullanilarak 90V’°da 40 dakika siire
yiiriitiilerek kontrol edilmistir. PCR {iriinlerinin saflastirilmasi ve otomatik DNA dizi
analizi Macrogen Company (Korea)’ye yaptirilmistir. Dizi analizi sonuglart National
Center for Biotechnology Information (NCBI) internet sitesinde ki BLAST-n programi

ile karsilastirilmistir (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).

Agaroz Jel Elektroforez; Gen bolgelerinin PCR ile amplifikasyonundan sonra
bunlarin elektroforez islemleri i¢in 1X lik TAE tampon iginde 5-6V/cm akim uygulanan
%1°lik agaroz jeller kullanilmistir. Jellerde 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen) marker
olarak kullanilmistir. Kuyucuklara 5 pl 6rnek ve 1 pl jel yiikleme boyasi olacak sekilde
yiikleme yapilmistir.
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3.2.6. Klonlanma ¢alismalar:

3.2.6.1. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyon caligmalarinda amaca uygun olarak Rosh marka RNA
izolasyon kiti ve iki farkli klasik sicak fenol (hot phenol) izolasyon yontemi (Kohrer
and Domdey, 1991); (Mukhtar et al., 1998) kullanilmistir. Kit ile yapilan ¢alismalar
tretici firmanmn protokolii dogrultusunda uygulanmigtir.  Sicak fenol izolasyon
calismas! ise asagidaki protokoldeki gibidir. Izolasyon sirasinda kullanilan tiim plastik
ve cam malzemeler %0,1’lik DEPC’li sudan gecirilmistir. Ayrica tim c¢ozeltiler
DEPC’li su ile hazirlanarak otoklavlanarak steril edilmistir.

Sicak fenol izolasyon yontemi (Kohrer and Domdey, 1991) asagidaki
protokoldeki gibi kullanilmistir.

1. Yaklasik 200 mg hiicre, -20°C’de sogutulmus, 0,5 ml gliserol (%25)
¢ozeltisi iginde 30 saniye homojenize edilir.

2. Oda sicakliginda 30 saniye santrifiij edilip siipernatant atilir.

3. 400 ul AE ¢ozeltisi iginde pellet ¢oziiliir.

4. 40 ul 10% SDS (Sodyum dodesil siilfat ) eklenerek kisa siireli vortekslemenin
ardindan hemen bir sonraki basamaga gegilir.

5. 500 ul sicak fenol/AE eklenerek 15 saniye vorteksledikten sonra 5 dakika
boyunca her 30 saniyede 5 saniye vortekslenerek 65°C’de bekletilir.

6. 30 saniye siire ile buzun i¢inde sogutulur.

7. Oda sicakliginda 6000 rpm 10 dakika santrifiij edilir.

8. Alt tabaka olan fenol tabakasi uzaklastirilir.

9. 5. Basamaktan itibaren islemler tekrar edilir.

10. Sulu siipernatant kismi temiz bir mikrofiyj tiibiine alinir.

11. Esit hacimde fenol:CHCI3/ANE c¢ozeltisi ile ekstrakte edilir. En yiiksek
devirde 30 saniye santrifiij edilir.

12. Siipernatant temiz bir tiipe alinir. CHCI3:isoamyl alcohol (24:1) ile ekstrakte
edilir. En yiiksek devirde 30 saniye santrifiij edilir.
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13. Sulu siipernatant temiz bir tiipe aktarilir.

14. 1/10 hacminde 3 M NaOAc eklenir ve vortekslenir. Yaklasik hacmin 2.5
kat1 kadar EtOH eklenir. Vortekslenip -20°C’de 30 dakika ya da daha fazla bekletilir

15. 4°C’de en yiiksek devirde 20 dakika santrifiijlenir.

16. 75% EtOH ile pelletler yikanir ve hizl bir sekilde kurutulur.

17. Pelleti 10 pl ddH2O0 ile ¢oziiliir ve RNA -20°C’de depolanir.

Klasik yontem ile RNA ekstraksiyonu i¢in (Mukhtar et al., 1998) diger bir
yontem modifiye edilerek asagidaki protokoldeki gibi kullanilmistir.

1. Yaklasik 4 g hiicre -70°C’de 15 dakika siire ile dondurulmus ve havanda
parcalanmustir.

2.Hiicreler 50 ml’lik tiiplere aktarilip {izerlerine 10 ml RNA ekstraksiyon
tampon, 10 ml doyurulmus fenol ¢ozeltisi (80°C) ve 500 pl guanidiumtiyosiyonat
eklenir. Yavasca vortekslenip, alt list ederek karistirilir.

3. 4000 g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilir.

4. Ust sulu faz aliarak fenol ile tekrar ekstrakte edilir

5. Ust sulu faz bu kez esit hacimde fenol; kloroform; izoamil (25;24;1) karisimi
ile kloroform; isoamil .(24;1) ile ekstrakte edilir.

6. Ust siv1 faz buz igerisinde temiz tiibe konulur ve esit hacimde 4M LiCl
eklenir. -20°C’de 2 saat prespite edilir ve 9000 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilir.

7. Olusan pellet 100 ul su da ¢oziilerek 1/10 hacimde 3M NaOAc (pH 5,2) ve 2
kat1 hacimde etanol eklenir. -20°C’de 1 gece prespite edilir.

8. Prespitasyondan sonra 20 dakika en st hizda santrifiij edilir ve pellet %75
etanol ile yikanir. 9000 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilir ve pellet 20 pl suda
¢Oziliir.

9. DNase muamelesi yapildiktan sonra 4. basamaktan itibaren islemler tekrar

edilir.
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3.2.6.2. Toplam RNA’ya DNase uygulanmasi

Her iki sicak fenol yontemi ile RNA izolasyonu sonrasinda olasi DNA
kontaminasyonunu engellemek tizere, toplam RNA’ya DNase | (New England BioLabs)

uygulanmistir. Reaksiyon tiretici firmanin protokoliince yapilmustir.

Reaksiyon kosullari;

1. 10 pg RNA final hacim 100ul olacak sekilde enzim ile birlikte saglanan
reaksiyon tamponu ile sulandirilir.

2.2 tinite DNase | ilave edilerek 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

3. 1ul 0.5 M EDTA ¢ozeltisi ilave edilir.

4. 10 dakika siire ile 75°C’de reaksiyon durdurulur.

DNasel uygulanan RNA larin tekrar saf olarak eldesi i¢in hot fenol yonteminin

(Kohrer and Domdey, 1991) 14. maddesinden itibaren basamaklar tekrar edilmistir.

3.2.6.3. izole edilen RNA’larn spektrofotometrik analizleri

Izole edilen RNA &rneklerini miktarini belirlemek i¢in Thermo marka nanodrop
cihazi kullanilmigtir. RNA Kalitesinin belirlemesinde 260 ve 280 nm dalga boylarindaki
absorbans degerlerinin oran1 1,8 veya tizeri olmasi esastir. Kor olarak RNA peletinin

¢ozeltisi kullanilmustir.

3.2.6.4 Toplam RNA’dan geri transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile ¢cDNA’mn

uretilmesi

Ilgili gen bolgesinin  komplementer DNA’sinin (cDNA) mRNA’dan
olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amagla Oligo(dT)18 primerler kullanilmistir. cDNA
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sentezi adimlar: asagida verilmistir. Reaksiyonda Fermentas “RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit” kullanilmastir.
Asagida verilen maddeler uygun miktarda buz tizerinde hazirlanir.
e Oligo(dT)18 primer (0,5 pg/ul, HPLC safliginda) 1 pl
e dH,0 ile 12 pl’ye karstirilarak tamamlanir ve70 °C’de 5 dakika inkiibe edilir..
e 4°C’de asagidakiler, verilen miktarlarda asagidaki sira ile eklenir.
= 5Xx M-MLYV Rtase Buffer 5ul
» Ribolock™ Ribonuclease inhibitor (20 u/ul) 1 pl
= 10 MM dNTP mix 2 pl
e Yavasca karistirilir ve 37 °C’de 5 dakika inkiibe edilir.
e RevertAid™ H Minus M-MuLV RT (200 u/ul) enziminden 1 ul eklenerek, 42
°C’de 60 dakika inkiibe edilir.
e Reaksiyon 70 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek enzimin durdurulmas: ile

sonlandirilir.

3.2.6.5. Gen spesifik primerler ile ADH geninin DNA’simin iiretilmesi

Alkol dehidrogenaz enzimi lizerine funguslar iizerine yapilan ¢aligsmalarin ¢ogu
fermentatif mayalar iizerinedir. 1lgili gen konusunda filamenti funguslar iizerine
genetik ve molekiiler ¢alismalarin az olmasindan dolay:r dizi bilgileri gen bankasinda
sinirli  sayidadir.  Bu nedenle farkli tiirler igin var olan alkoldehidrogenaz
izoenzimlerinin gen bilgisi mMRNA dizi seviyesinde tanimlanmis ve CLUSTAL W 1.83
analiz programi ile hizalanmistir. Baslangi¢ ve bitis kodonunu i¢ine alacak sekilde. bu
bolgelerden uygun yerlere yaribozuk (dejenere) olarak ifade edilen primerler PRIMER 3
PLUS programi kullanilarak dizayn edilmistir. Tleri (forward) ve geri (reverse) olmak
tizere farkli primer bolgeleri segilmistir. Klonlama 6ncesi dogru gen bdlgesinin caligilip
calisiimadiginin belirlenmesi i¢in gen bolgesi icerisinde i¢ primerler dizayn edilmistir.

Calismada kullanilan primerler tabloda gosterilmistir.
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Primer Ad1 Dizi Bilgisi (5' -->3') Uriin Biiyiikliigii (bc)
AdhF ATGACTAARTTSGASRTCCCC: 1050
Adh R TCATTCRGGCAKCTCAAGGA

Adh1bF GTCTACAAGCAGATCCCCGT 450
Adh1bR GACTCCTTCAGGCCCTTGTA

AdhiF ACAATGCCTCAGTTCGAGATT 1000
AdhiR TCTTCCTCTATTTGCTGGTATC

BYF ACTATCCCGGAGAAGCAATGG 1100
BYR CAAATCTTTCCGTGTCTACCTGC

pJETL.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC insert b
pJET1.2R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

“IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) kodlarina gére R= G/A,
K= G/T, S= C/G bazlarina karsilik gelmektedir.

A fumigatus
B nidulans

5 cereviciae

A fumigatus
_A nidulans

5 cereviciae

A fumigatus
B nidulans

5 cereviciae

A fumigatus
B nidulans

5 cereviciae

A fumigatus
_A nidulans

5 cereviciae

A fumigatus
B nidulans

5 cereviciae

A fumigatus
B nidulans

5 cereviciae

ATGRCTAAGTTCRACATCCCCTCCAT GCART GGGCCCAGET GGCCGARCAGET CGECGEE
————————— ATGTCCATCCCCACTATGCARTGGGCCCAGCTCGCCGAGRRGET CGECGEE
————————— ATGTCTATCCCAGARACTCARAAMGETIGTTATCTTCTACGRATCCCACGET

*" R *" L] *" *" LI *" # L

CCICTGGTCCTCARGCRARTCCCTGT CCCARRGCCCGGACCCGATGAGATCCTGGTCARG
CCGCTCGTCTACARGCAGAT CCCCGT CCCTARGCCCGGTCCCGRCCAGATCCTTGT ARG
AAGTTGGRATACARAGRTATTCCAGTTCCRAARGCCRAAGECCARCGARTTGTTGATCARC

L LR ] BoORR RE KR RE RERER EF # *" # L

ATCCRTTACTCGRGCGICTGCCACACCEACCTCCACGCCAT GRRAGGCGRACTGGCCTCIC
ATCCGCTACTCTAGGGITTIGCCACACCEACCTACACGCTATGATGGGTCACTGGCCRAATC
GITRAARTACTCTGGTGICTGICACARCT FACTTGCACGCTIGGCACGGTGRCTGGCCATTE

*" HEERE EE KK RE RKEAEE REE R REREK *" L R KRR EE *"

CCTIGTCAAGAT GLCCCTCGT CGETGGCCACGRAGGGCGCCEECGTCGT CGTAGCCARGGET
CCCGTCARARTGLCGCTCGT CGETGGGCACGRARGGRGCACGARTCGT CGT GGCARAGGET
CCAGTTAAGCTACCATTAGT CGGTGGT CACGRARGGTIGCCEET GTCGTTGI CGGCATGGET

R ORE R " EE B ORERAEEERE EREEAEE KRR KR RE FRERE RE K R R

GACCTCGTCRCGRAATTCGASAT CGGCEACCACGCAGGCAT CALGT GEGCT GARCGGEETCC
GARCTGGTCCACGAATTCGASAT CGGCEACCARGCTIGGCATCARATGGCTCAATGGTTCE
GARRACGTTRAAGEGCT SGRASATCGGT GACTACGCCGGTAT CARATGETTGAACGGTTCT

"R L L # HEEREAEE KRR K RE KR REEREF KEE K KR KR RE

TGICTCGCCTGCRAGTTCTGIARGCAGECCGAT GARCCGCTITGCCAGRRTGCCTTIGCTG
TGCGEAGAGTGCRAGTTCTGICGCCARATCGGACGACCCCCTICTGT GCACGCGCCCAGCTC
TGTATGGCCTGIGAATACTGTGAAT TGEETARCGARTCCARCTGTCCTCACGCTGACTTG

"R # R EE Ok EEE L # " E R *"

TCCGEGTATACCATCGAT GGIACCTTCCAGCAGTACACGRATT GGCARAGGCGACGCATGCE
TCTGEGTATACTATTGACGGIACGI TCCAGCAGTATGCGCTCGGAMAGGCGAGT CATGCE
TCTGRTTACRCCCACGRCGGITCTITCCARCARTACGCTACCGCTGACGCTGTTCARGCT

R RE EE RR wE RE w OREEER KK RR * & L wE RE
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_A fumigatus_ ITCCTGAGGGCACCGGTCCTCRACACGGTGGTGCGCATGAT CAACATCCGGEGCAGCTAT
_A nidulans TACCTCARGGCCCCTGIGATCRACACAGTTGTTCGCATGATCACTATCARGGGCAGCTAC
_5 cereviciae_ AAGTGTTGTITCTGATGICTTCAACCAAGTCGTCARGTCCATCTCTATTGTTGGTTCTTAC
- - L - - - - - -
_A fumigatus_ GITGGCARCCGACAGGATGGCGTCGAGGCGATTGATTTICTTICGCTCGCGGACTGATCARAG
_A nidulans GITGGARACCGACAGGACGETGTCGAGGCTCTGGACTICTTICGCTCGCGGCCTGATCARAG
_5 cereviciae_ GICGGTARCAGAGCTGACACCAGAGAAGCTTTGGACTICTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAG
- - - - - - - - - L - - - L
_A fumigatus_ GCTCCGTACAAGGTTGCTCCGCTTGCGGATCTGCCTARGAT CTATGAGCTCATGGRAACAL
_A nidulans GCTCCGTTCAAGACGGCTCCTCTGAAGGATCTGCCGARGATTTACGAGCTTATGGRAACAD
_5 cereviciae_ ITCTCCARTCARGGTTGTCGGCTIGTCTACCTTGCCAGRAAATTTACGARRAGATGGARARNLG
- - - - - - - - - L -
_A fumigatus_ GECAAGATCGCTGGTCGCTACGTCCTTGAGATGCCCGAATGA
_A nidulans GECAGAATCGCCGGTICGTTATGTGCTAGAGATGCCAGAATAR
_5 cereviciae_ GETCARATCGTTGGTAGATACGTTIGTTGACACTTICTARATAR
- - - - - - - - - - - -

Sekil 3.3. ADH1, cDNA’smin tamaminin klonlanmasi igin primer tasariminda kullanilan

hizalamalar

3.2.6.6. PCRiiriinlerinin saflastirilmasi

PCR iiriinlerinin jelden saflastirilmasi Fermentas GeneJET Gel Extraction Kit
ile yapilmustir. Kit, silika bazli spin kolon kullanilarak DNA saflastirilmas1 prensibiyle
calismaktadir. Uretici firmanin protokolii dogrultusunda asagidaki gibi uygulanmustir.

Her 100 mg jel pargast i¢cin 100ul DNA baglama tamponu ilave edilir. Jel
eriyene kadar 40-50°C su banyosunda alt {ist edilerek karistirilir.

Coziiniir hale gelmis olan jel kolona transfer edilir. 14000 rpm’de oda
sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir. Toplama tiipiinde biriken s1vi kisim atilir.

Kolon iizerine 700 upl yikama tamponu ilave edilip, 14000 rpm’de oda
sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir. Toplama tiiplinde biriken s1v1 kisim atilarak tekrar
1 dakika santrifiij edilir.

Kolon temiz bir tiip igerisine alinir. Kolon {izerine 50pul eliisyon tamponu ilave

edilerek, 14000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir.
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3.2.6.7.PCR iiriinlerinin klonlanmasi

cDNA ve genomik DNA’dan elde edilen gen bdlgelerinin klonlanmasi igin
Fermentas CloneJET PCR Cloning Kit kullamilmistir. Klonlama vektorii olarak kit
icerisindeki pJET1.2/blunt linearize klonlama vektorii kullanilmistir (Sekil 3.4.).
pJET1.2/blunt linearize vektorii letal bir gen igermektedir. Vektor kendi igerisinde
katlanir ve halka olursa transformasyondan sonra letal bir restriksiiyon enzimi
sentezlenmektedir. Klonlama bolgesine DNA’nin oturmasiyla bu genin yapisi bozulur
ve sadece insert igeren transformantlar gelisir. Bu sayede mavi beyaz koloni testine
gerek kalmamaktadir. Oncelikle PCR iiriinlerimiz vektdre oturacak sekilde DNA
Blunting Enzim sayesinde kiit uclu hale getirilmistir. Asagidaki protokol uyarinca PCR

tiriinlerinin hazirlig icin Blunting Reaksiyon Karisimi hazirlanmistir.

-2X Reaksiyon buffer 10 pl
-PCR {iriinu 2 ul
-dH,0 5ul
-DNA Blunting Enzim 1pl

Toplam 18 pl olacak sekilde vorteks ile 3-5 saniye kadar karistirilip ve 70°C’de
5 dakika inkiibe edilmistir ve hemen buza batirilarak sogutulmustur. Vektér ve PCR

tirtinlerinin ligasyon reaksiyonu asagidaki gibi kurulmustur;

- Blunting Reaksiyon Karigimi 18 pl
- pJET1.2/blunt Cloning Vector (50ng/ ul) 1ul
-T4 DNA ligase 1 ul

Toplam 20 pl hacimli reaksiyon karisimi vorteks ile karistirdiktan sonra 3-5
saniye santrifiijlenmistir. Oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Ligasyon karisimi dogrudan bakteriyal transformasyonda kullanilmistir.
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103 120
219
2580 284
Begl 2511
, zm-ah_% MCS
2473
2362 624
BovCl, 77
2215 722
Nmedll 2118 739
2100
2075 — 761
2080
2062
Brmrl 2040 802
19490
Faul 951
Bsax| 955
Drdl 1204
BeeAl 1588 7
1513 1406

Sekil 3.4. pJET1.2/blunt vektor haritasi

3.2.6.8. Bakteriyal transformasyon

Bakteriyal transformasyon i¢cin QIAGEN EZ kompotent E.coli hiicreleri
kullanilmistir. Bu hiicreler kullanima hazir halde mikrosantrifiij tliplerinde -70°C’de
saklanmaktadir. Transformasyon Oncesinde hiicreler buz icerisinde tutulmustur. Her
bir kompotent hiicre i¢in 2 pl ligasyon reaksiyon karisimindan ilave edilmis ¢ok yavas
sekilde alt list ederek karistirildiktan sonra buz igerisinde 5 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra hiicreler sarsmadan 42°C su banyosunda 30 saniye tutulmus
ve hemen arkasindan buzda 2 dakika inkiibe edilmistir. Uzerlerine 250 pul SOC
medyum eklenerek 100 pl ampicillinli agara LB (100pg/ml ampicillin) ekiivyon ile
ekim yapilmistir.  Hiicreler 37°C’de 1 gece boyunca 15-18 saat inkubasyona

birakilmustir.
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3.2.6.9. Transformantlarin koloni PCR ile kontrolii

Rekombinant klonlarin analizi i¢in koloni PCR yapilmistir. Segilen rekombinat
koloniler 50 ul Tris-HCI Ph 6,5 tamponu kullanilarak hiicreler siispanse edilmislerdir.
95°C’de 10 dakika siire ile patlatilan hiicrelerden 1 pl. PCR reaksiyonu i¢in kalip olarak
kullanilmistir. Koloni PCR i¢in pJET1.2/blunt Cloning vektoriiniin klonlama bdlgesinin
disinda yer alan primer baglanma boélgelerine 6zel pJET1.2 Forward ve pJET1.2
Reverse sekans primerleri kullanilmistir (Sekil 3.5.). PCR reaksiyonu son hacim 25 ul
olacak sekilde, 1XPCR tamponu, 1,5 mM MgCl2, 0,4 mM dNTP, 1,25 {inite Taq DNA
polimeraz (Fermentas), 0,8 mM her bir primer, ve 1 ul DNA ekstrakti kalip olarak
kullanilmak tizere kurulmustur. Reaksiyon dongii kosullart:

Onisitma 94°C 3 dakika
94°C 30 saniye

25 dongii  60°C 30 saniye
72°C 60 saniye
72°C 7 dakika
4°C  Sonsuz

PCR fiiriinleri elektroforezde %1 agaroz jel kullanilarak 90V’da 40 dakika siire

yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

Multiple Cloning Site

pJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer

T7 promoter T7 transcription stat 328 PspXl
' - GGC GTER ATA CGA CTC ACT ATA'GGG AGA GCG C AGA TCT TCC GGA TGG CTC GAG TTT TTC AGC
3’ - CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT CCC TCT CGC G TCT AGA AGG CCT ACC GAG CTC AAA AAG TCG
Ala Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro  Ser Arg Gly Gly Ser Arg Gly Ser Pro Glu Leu Lys Glu Ala
Btgl
422
AAG ATA TCT TTC TAG AAG ATG TCC TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG TTC TTC T - 3'
TTC TAT AGA AAG ATC TTC TAG AGG ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AAG AAG A - 5'

Leu Tyr Arg Glu Leu Leu Asp Gly Val lle Asn Glu Ala Ala Met Ser Phe Arg His Glu Glu
<

pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Sekil 3.5. pJET1.2/blunt Vektor Klonlama Bolgesi ile pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse

sekans primerlerinin DNA dizisi
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3.2.7 Enzim Saflastirma Cahismalar:

Enzim saflastirma ¢alismalari i¢inelde edilen hiicre 6ziitii kullanilarak amonyum
stlfatla [(NH4)2SO4] ¢oktiirme yapilmistir. Homojenizasyon sonrasinda elde edilen
stipernatant {izerine 30 dK. siiresince bir karistirici yardimi ile % 60 oraninda doygunluk
saglanacak sekilde amonyum sulfat eklenerek gece boyunca 4°C'de karistirilarak
peptidik bilesenler ¢oktiiriilmiistiir. Ardindan 13 000 rpm'de 1 saat 4°C'de santrifiij
sonrasinda ADH peptidini igeren pellet elde edilmistir. Amonyum sulfat ¢oktiirmesi ile
elde edilen pellet diyaliz tiipiine aktarilmistir. 20 mM Tris/HCI (pH 8.5) tamponuna
kars1 gece boyunca 4°C'de diyaliz edilmistir. Saflagtirmanin birinci asamasinda elde
edilen dializat seliilloz membran filtreden (0.45 pm filtre edilip, DEAE-cellulose
adsorbent iceren kolona uygulanmistir.  Calismalarda lcm ¢ap ve 30 cm boy
Olciilerindeki kolon DEAE-Sepharose matriksi ile doldurularak hazirlanmistir.
Kromatografi sirasinda akis hizi 500 pl/dakika olacak sekilde ayarlanip ve mobil faz
olarak 20 mM Tris/HCI (pH 8.5) tamponu kullanilmistir. Kromatografi siiresince her
tip 500 pl igerecek sekilde fraksiyonlar manuel olarak toplanmis ve etiketlenmistir.
Protein igeren fraksiyonlarin belirlenmesi i¢in 280 nm'de spektrofotometrede absorbans
degerleri alinmistir. Ayni zamanda elde edilen fraksiyonlarin ADH enzimi igeren
kisimlarinin belirlenmesi i¢in toplanan fraksiyonlar ile enzim aktivite ¢alismalar1 da

gerceklestirilmistir.

3.2.7.1. SDS- PAGE profilinin belirlenmesi

Dializattan elde edilen peptid karisiminin SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat
PoliAkrilamid) jel elektroforezi ile saflik ve molekiil agirlig1 analizi gerceklestirilmistir.
Molekiil agirliklar: 10-200 kDa arasi peptidler i¢in SDS-PAGE c¢alismalar1 Laemmli’ye
(1970) gore gergeklestirilmis ve ayirma jeli %12 monomer ¢ozeltisi (akrilamid/bis)
olacak sekilde, %10 SDS igeren 1,5 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8) ile hazirlanmistir.
Yiikleme jeli, %4 monomer ¢ozeltisi (akrilamid/bis) igerecek sekilde 0,5M Tris-HCI

tamponu (pH 6,8) ile hazirlanmigtir. Polimerizasyon i¢in amonyum persiilfat, katalizor
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olarak TEMED (N,N,N’,N’-terametilenetilendiamin) kullanilmistir. Ornekler 1s1 ile
denatiire edilip, indirgeme islemleri i¢in 250 mM DTT eklenerek yiiriitme jelinde 80 V
akimda 15 dakika, ayirma jelinde 120 V akimda 2 saat siiresince oda sicakliginda
yiiriitilmiistiir. ~ Islem sonrasinda bantlar1 goriiniir hale getirebilmek icin %0.1
Coomassie Blue R-250 igeren ¢ozeltide (% 40 metanol, %10 asetik asit ve %50 su
icerisinde) 1 saat siiresince ¢alkalamali olarak boyanmistir. Ayrica molekiil agirlig
bilinen standart proteinlerde (205-6.5 kDa araliginda protein marker SIGMA M4038)

ayni jelde yiirtitiilmustir.

3.2.7.2. HPLC profilinin belirlenmesi

Hiicre ekstraktinin amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmesi ve ardindan diyaliz islemi
sonras1 elde edilen dializatin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi profilinin
belirlenmesi i¢in C18 ters faz analitik protein peptid kolonu kullanilmistir. Caligmada
hareketli fazin akis hiz1 dakikada 1 ml olacak sekilde 100 dakika boyunca 220 nm’de
absorbansi izlenmistir (Santhoshkumar and Sharma, 2002). Hareketli faz i¢in %0.12
derigimli trifloraasetik asitin (TFA) sudaki ¢ozeltisi A tamponu olarak ve 9%0.10
derisimli TFA’nin asetonitril igindeki ¢ozeltisi de B tamponu olarak kullanilmustir.

Ayirim sirasinda % 0-70 B tamponu lineer gradient olarak uygulanmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Fungus izolasyonu ve Tanimlanmasi

5 farkli besiyerine inokiile edilen su ornekleri 60 giin boyunca takip edilmis
inkiibasyonun dordiincii giiniinden baglayarak membran filtre {izerinde koloniler izole
edilmistir (Sekil 4.1). Kserofilik 6zellik gosteren organizmalarin gelistigi MY10-12 ve
MY50G besiyerlerinde olusan koloniler %17 NaCl igeren MEA ve tuz igermeyen MEA
besiyerlerine aktarilmistir. %17 NaCl i¢ceren MEA’da gelisebilen biitiin organizmalar

tuzsuz ortamda da gelisme gdsterebilmistir.

Sekil 4.1. %10 NaCl MEA besiyeri lizerinde inkubasyona birakilmig membran iizerinde gelisen

koloniler.



Cizelge 4.1. Tuz G6lii su 6rneklerinden elde edilen mikrofunguslar

Izolat izolat Kodu Besiyeri
Alternaria spp 1 5780 %10 MEA
Alternaria spp 2 5783 %10 MEA
Alternaria spp 3 5788 %10 MEA
Alternaria spp 4 5790 %10 MEA
Alternaria spp 5 5787 %10 MEA
Alternaria spp 6 5796 %10 MEA
Alternaria spp 7 5801 %10 MEA
Alternaria spp 8 5816 %10 MEA
Aspergillus spp 1 5777 %10 MEA
Aspergillus spp 2 5800 %10 MEA
Aspergillus spp 3 t33 MY1012
Aspergillus spp 4 t36 MY1012
Aspergillus spp 5 t44 MY1012
Aspergillus spp 6 t55 MY1012
Cladosporiim spp.1 5776 %10 MEA
Cladosporiim spp.2 5781 %10 MEA
Cladosporiim spp.3 5786 %10 MEA
Cladosporiim spp.4 5794 %10 MEA
Cladosporiim spp.5 5798 %10 MEA
Cladosporiim spp.6 5802 %10 MEA
Cladosporiim spp.7 5803 %10 MEA
Cladosporiim spp.8 5805 %10 MEA
Cladosporiim spp.9 5806 %10 MEA




Cizelge 4.1. Devami

Izolat izolat Kodu Besiyeri
Cladosporiim spp.10 5815 %10 MEA
Cladosporiim spp.11 5818 %10 MEA
Cladosporiim spp.12 5793 %10 MEA
Cladosporiim spp.13 5799 %10 MEA
Cladosporiim spp.14 5817 %10 MEA
Cladosporiim spp.15 5821 %10 MEA
Emericella ssp. t22 MY1012
Eurotium spp 1 5778 %10 MEA
Eurotium spp 2 5810 %10 MEA
Eurotium spp 3 5814 %10 MEA
Penicillium spp. 1 5779 %10 MEA
Penicillium spp.2 5784 %10 MEA
Penicillium spp. 3 5785 %10 MEA
Penicillium spp. 4 5797 %10 MEA
Penicillium spp. 5 5809 %10 MEA
Penicillium spp. 6 5812 %10 MEA
Penicillium spp. 7 5813 %10 MEA
Penicillium spp. 8 5709 MY1012
Penicillium spp. 9 5710 %17 MEA
Penicillium spp. 10 t40 MY1012
Penicillium spp. 11 t57 MY1012
Scopulariopsis spp. 5808 %10 MEA
Stemphylum spp. 1 5782 %10 MEA
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Cizelge 4.1. Devami

Izolat izolat Kodu Besiyeri
Stemphylum spp. 2 t52 MY1012
Stemphylum spp. 3 5795 %10 MEA
Ulocladium spp.1 5791 %10 MEA
Ulocladium spp.2 5804 %10 MEA
Ulocladium spp.3 5807 %10 MEA

Fungus izolasyon c¢aligmalari sonucunda 9 cinse ait toplam 51 izolat elde
edilmigtir.  Bu izolatlar klasik yontemle genus diizeyinde “Illustrated Genera of
Imperfect Fungi”’den yararlanilarak (Barnett and Hunter, 1999) tayin edilmislerdir.
Izolatlardan 8 tanesi Alternaria cinsine, 6 tanesi Aspergillus cinsine, 15 tanesi
Cladosporium cinsine, 1 tanesi Emericella cinsine, 3 tanesi Eurotium cinsine, 11 tanesi
Penicillium cinsine, 1 tanesi Scopulariopsis cinsine 3 tanesi Stemphylum cinsine, 3
tanesi Ulocladium cinsine ait oldugu belirlenmistir. Izolatlar ADH enzim aktivitesi
tarama calismasinda kullanilmak iizere depolanmig, kullanilmadan 6nce MEA

besiyerinde aktif hale getirilmistir (Cizelge 4.1).

4.2 ADH Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

ADH enzim aktivitesi tarama ¢alismasinda kullanilmak iizere depolanmis fungus
izolasyon c¢alismalar1 sonucunda elde edilen izolatlar, kullanilmadan 6nce MEA
besiyerinde aktif hale getirilmistir. Aktif hale gelebilen 38 fungus i¢in ADH enzim
aktivitesi taramasi1 yapilmistir. En yiiksek aktiviteye sahip olan izolat Cladosporium
cinsine aittir. En diisiik aktivite Ulocladium cinsi iiyesinde bulunmustur. izolatlarin
toplam enzim spesifik aktivite ortalamasi alindiginda 3,14 pmoldk™mg™® olarak
belirlenmistir. Genus diizeyinde gruplandirma yapilarak gruplarin ortalamasi

belirlenmistir. Buna gore ortalama enzim aktiviteleri, Alternaria i¢in 3,15 pmoldk
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'mg*, Aspergillus icin 3,68 pumoldkmg™, Cladosporium i¢in 3,49 pmoldk™mg™,

Eurotium i¢in 4,48 pmoldk™

, Penicillium i¢in 2,81 pmoldk*mg™, Emericella i¢in 2,73

umoldk™mg™?, Scopulariopsis i¢in 2,88 umoldk™mg™, Stemphylium icin 1,69 umoldk®

'mg?, Ulocladium icin 1,57 pmoldk™mg™® olarak hesaplanmustir. Tanimlama ve

klonlama c¢alismalar1 i¢in enzim aktivitesi ortalamanin iizerinde olan tiirlerden sekiz

tanesi secilmis ve bunlar asagidaki ¢izelgede koyu renkli olarak belirtilmistir (Cizelge

4.2).
Cizelge 4.2. Fungal izolatlarda Belirlenen ADH Enzim Aktiviteleri.
Tiir Ad1 Izolat | Enzim aktivitesi | Spesifik Aktivite
Kodu | (1U) (nmoldk™*mg™)
Alternaria sp. 5780 117 3,44
Alternaria sp. 5783 101 1,94
Alternaria sp. 5796 118 2,68
Alternaria sp. 5816 106 4,52
Aspergillus sp 5777 150 2,79
Aspergillus sp. 5800 225 5,12
Aspergillus sp. t33 215 4,11
Aspergillus sp. t36 110 2,06
Aspergillus sp. t44 95 2,44
Aspergillus sp. t55 237 5,53
Cladosporium sp 5776 244 5,93
Cladosporium sp. 5793 74 1,89
Cladosporium sp. 5794 95 4,22
Cladosporium sp. 5798 100 4,15
Cladosporium sp. 5799 70 2,57
Cladosporium sp. 5802 111 2,42
Cladosporium sp. 5803 110 1,96
Cladosporium sp. 5806 91 4,21
Cladosporium sp. 5818 90 3,13
Cladosporium sp. 5821 106 4,39




Cizelge 4.2. Devami

Tiir Ad1 Izolat | Enzim aktivitesi | Spesifik Aktivite
Kodu | (1V) (umoldk™*mg™)
Emericella sp. t22 72 2,73
Eurotium sp. 5778 144 5,74
Eurotium sp. 5810 124 3,21
Penicillium sp. 5709 79 2,74
Penicillium sp. 5710 91 2,58
Penicillium sp. 5779 137 3,20
Penicillium sp. 5785 194 3,06
Penicillium sp. 5797 237 3,90
Penicillium sp. 5809 68 2,10
Penicillium sp. 5812 127 2,23
Penicillium sp. 5813 90 3,50
Penicillium sp. t40 101 2,02
Penicillium sp. t57 84 1,84
Scopulariopsis sp. 5808 161 2,88
Stemphylium sp. t52 93 1,72
Stemphylium sp. 5782 76 1,66
Ulocladium sp. 5791 79 1,44
Ulocladium sp. 5804 81 1,69

4.3. Klasik ve Molekiiler Tanimlama

44

Secili 8 tane fungus i¢in kasik olarak cins diizeyinde tanimlamasinin

dogrulanmasi ve tiir diizeyinde belirlenebilmesi icin,

ITS1-58SrDNA-ITS2 bolgeleri

ITS4 ve ITS5 (White et al., 1990) evrensel primer ¢ifti ile amplifiye edilmistir. PCR

iiriin biiyiikliikleri yaklasik 600 baz cifti olarak agaroz jelde yiiriitiilerek belirlenmistir.

Cladosporium cinsine ait funguslarin molekiiler identifikasyonu igin ITS1-5,8SrDNA-

ITS2 gen bolgelerine ek olarak aktin gen bolgesi de gogaltilmis ve yaklasik 250 baz
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ciftlik PCR firiinleri agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Macrogen Company
(Korea) tarafindan yapilan DNA saflastirilmast ve otomatik DNA sekans analizi
National Center for Biotechnology Information (NCBI) daki BLAST-n programi ile

karsilastirilmistir.

Sekil 4.2. 5776 kodlu izolatin MEA besiyerinde (solda) ve%10 NaCl MEA besiyerinde
(sagda) gelisimi

04:23,2011

Sekil 4.3.5778 kodlu izolatin MEA besiyerinde (solda) ve%10 NaCl MEA besiyerinde
(sagda) gelisimi

Q4. 23.2011

Sekil 4.4. 5821 kodlu izolatin MEA besiyerinde (solda) ve%210 NaCl MEA besiyerinde
(sagda) gelisimi
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Sekil 4.5. 5794 kodlu izolatin MEA besiyerinde (solda) ve%210 NaCl MEA besiyerinde
(sagda) gelisimi

-

Sekil 4.6. 5797 kodlu izolatin MEA besiyerinde (solda) ve%10 NaCl MEA besiyerinde
(sagda) gelisimi

Sekil 4.7. 5800 kodlu izolatin MEA besiyerinde (solda) ve%10 NaCl MEA besiyerinde
(sagda) gelisimi

Sekil 4.8. 5810 kodlu izolatin MEA besiyerinde (solda) ve%10 NaCl MEAbesiyerinde
(sagda) gelisimi
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CCNGNNNGCTGNNTANGGANGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATC
CGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGLGCC
TCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCA
GTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
GTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG
CTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGA
AAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAG
GATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTA
GGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATNAAANTTTTTCNNCGNTNANATNGTNGGGAGATTTN
AAAGGGTTGGGNNCCATATAATTCNCGGTGGGGGGTTTTTATATC

Max | Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Description

Eurotiomycetes sp. DC482 18S ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribes 1044 1044 85% 0.0 99% GQ153049.1

Aspergillus niger strain AHBR19 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal trans 1040 1040 84% 0.0 100% KF305758.1

Aspergillus niger strain AHBR17 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal trans 1040 1040 84% 0.0 100% KF305756.1

Aspergillus niger strain AHBR3 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.8S riboso 1040 1163 84% 0.0 100% KF3057421

Aspergillus sp. AHBR2 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosomal RM 1040 1040  84% 0.0 100% KF305741.1

Fungal sp. W-3 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. ¢ 1040 1040 84% 0.0 100% KC3543751

Oo0Oooooano

Aspergillus niger strain KAMLO2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal trans 1040 1040 84% 0.0  100% KC119204.1

Sekil 4.9. Aspergillus niger 5800 izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI GenBankasindaki en yakin

benzerligi
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NNNNNNNNAGGAGGGACATTACAAGAACGCCCGGGCTTCGGCCTGGTTATTCATAACCCTT
TGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACA
CTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTC
CGCCGCGTGCCTCAAATCGTCCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCG
CTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCTAAAGGGGAGGGACGCCGGAGGTACGGCT
TCTTAATTAGTCCACCATATGACTTAGGGGGAATTAGTTGTCCAAAGTTTTCCCTAAAATAGC
CGACGTATCATCCCTTTTGGCGATTTATTTGTTGATTACGTTTCTGTTTCTGTATCGGGCAACT
CCCGCGGCCTGGTCCCCTC

bax | Total Query E

Ident  Accession
score score cover | value

Description

Cladosporiom sphasrospermum genes for 185 rRMNA, TS, 5.85 rRMA ITS2, 285 rRMA strain 989 989 56% 0.0 99% ABS72006.1

Cladosporium sphasrospermum genes for 185 rRMA, TS1, 5.85 rRMA, ITS2, 295 (RMA, straing 983 983 &6% 0.0 99% ABS72001.1

Cladosporium sphaerospermurm genes for 185 rRMA ITS1, 5.85 rRMA ITS2, 285 rRMA strain 983 983 56% 0.0 99% ABSTZG04.1

Cladosporium sphasrospermurm genes for 185 rRMA, ITS1, 5.85 rRMA, ITS2, 285 rRMA, strain 983 983 96% 0.0 99% ABSTZE081

Cladosporiom sphaerospermum genes for 185 rRMA [TS1, 5.85 rRMA ITS2, 285 rRMA strain 983 983 56% 0.0 99% ABS72907.1

Cladosporiom sphaerospermum genes for 185 rRMA TS, 5.85 rRMA ITS2, 285 RMA strain 983 983 56% 0.0 99% ABS72003.1

Cladospaotiurn sphasrospermurm genes for 185 rRMA ITS1, 5.85 rRMA ITS2, 285 rRMA, strain ™ 983 983 56% 0.0 99% ABST2E471

Uncultured fungus clone L042884-122-064-C08 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 983 983 5S6% 0.0 99% GQ851693.1

Cladosporium sphaerospermurm isolate KHO0280 185 ribosormal RMA gene, partial sequence; 983 583 56% 0.0 99% GU017501.1

Oo0oooooooOoaod

Cladosporiom sp. CAS 250,49 small subunit ribosomal RMNA gene, internal transcribed spacer1 983 983 86% 0.0 99% EWMA7S7441

Sekil 4.10. Cladosporium sphaerospermum 5821 izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI

GenBankasindaki en yakin benzerligi
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NNNNNNNNGGANNGAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCATCCGT
GTCTATCTGTACCCTGTTGCTTCGGCGTGGCCACGGCCCGCCGAAGACTAACATTTGAACAC
TGTCTGAAGTTTGCAGTCTGAGTTTTTAGTTAAACAATAATTAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG
TCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTTCCGTCCCTGGTAACGG
GGACGGGCCCAAAAGGCAGTGGCGGCACCATGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTC
ACCCGCTCCCGTAGGTCCAGCTGGCAGCTAGCCTCGCAACCAATCTTTTTAACCAGGTTGAC
CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGGCGGGAGGGAGAAATC
CCATCGTACGTGCTTCTGGGATGCCCCCCCCCACCACCCACCGCTGAGTGCTGTAATGCGAG
TTTTAATACCAGGCNTCAGGGCGGGGGGGCAATCCCTTCCTGCTCGTTGCGGTTCGGCACAA
AGCGTGTCTATATCTTTTCCGCTTTTCACAACACACCCCATGACATAGGGTTCTAACTCTTTT
TTTGACCCCCTCTTGTAACGCCCCCCTACTATCTCTCCCTCTATCTCCTCCGCACCATACCAA

ATCTCATCCAGTCTCCTCTCACTTATAGACCCG

Max

Description
P [

Aspergillus proliferans strain ML230 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tr

Uncultured seil funqus clone BL21 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal tral

Ewrotium sp. CCF 4098 185 rRMNA gene (partial). ITS1. 5.85 rRNA gene. ITS2 and 285 Rl

Eurotium niveoglaucum genomic DMA containing 185 rRMNA gene. ITS1, 5.85 rRNA gene

Asperqgillus proliferans 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.85 rRNA gene. ITS2 and 285 RN

Asperqgillus proliferans 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.85 rENA gene, ITS2 and 285 rRN

Eurotium repens 185 rRMNA gene (partial). ITS1. 5.85 rRNA gene, ITS2 and 285 rRNA gen

Uncultured funqus clone | 042836-122-066-A09 internal transcribed spacer 1. partial seque

Uncultured funqus clone L042335-122-065-H02 internal transcribed spacer 1. partial seque

OoOoooooOoooad

Eurotium herbariorum sirain ATCC 66470 183 ribosomal RNA gene, pariial sequence: inte

core
976
974
974
974
74
974
974
974
974
974

Total
score

976
974
974
974
974
974
974
974
974
974

Query
cover

63%
63%
63%
63%
63%
63%
63%
63%
63%
63%

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

KCA692212.1
JOB66340.1

FR848228 2

HES573069.1
FR851850.1

FR845227 1

FR820673.1

GU054226.1

GU054218.1

GU319936.1

Sekil 4.11. Eurotium niveoglacum 5778 izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI GenBankasindaki en

yakin benzerligi



50

n m w w0 0 & m 2 = 1n 12
BTMIIMIN 4 CHRA UCROEEE T AT T st £ EOOT TOT A BT 000 QAT A e O AT TT O QT O T T TOCHE GO0 e B0 Ta0e T TO O auCaoiea- T Caaa Taa

L ey N NN L I R R T T ke, LLLLE IR A LRRANERARINENL: A I LR LR LW LR K
™ 50 o
| 1
\ |
B RELRELE AR ALLLL SRNRAESARLANEREEALA RSN RS U ASARE LILARAA NI Rg VAP RA T ] 11 LA NLRARE LA Lol
= a0 1 1 " 1 10 " » = =
SR NN SN IR S S L LARS L R S SO ¥ B L I CANARN

R e N e L S - - -

NNNNGNAAGNGAGGGGGANCATTATAAAGTTCACCCAGGCTTGTACAGCTGGGGACTGACA
ACCCTTTGATTTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGT
GGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACT
TTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTC
CGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACG
CGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGTCCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAAC
TATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCT
CGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGGGGGAGGAATTCCCGATG
GCGAGTGTAGACATCAACTGCAGGAGGGTGCTATTTAGTGGAAAGCAAGGATTTTCGTTGCA
CACAGTATATTCAGGATTACCTGATCGGGCTAAAAGAAAAATGGGTAGGTCAAGCCGAAGC
TCAGACGCTCGTCGTGATTTGGATCGTCTTTGGTGGTCGCCAACTATAAAGTGAGGATTCGC
CTGACAAAAGACCCCTCGTATTTGGAATGATACGGTTCACGTTCAAAGTTTTTCGTGTGTGA
ATGATCTTTCACAGGTCATTACGGAACTGCTAGTTTTCTACTCGCAAAAAAACAACGATAAT
TCTTCCCCCGGGGGGGGAGAGCCGCCCCCCGGTATTCACCCGCGCCCCCACCACGCTLCCCCC
CCTAACAT

Max @ Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Description

Uncultured funqus clone L046937-122-075-B06-unis 18S ribosomal RNA gene, partial seq 965 965 57% 0.0 99% JF289132.1

Uncultured fungus clone L046937-122-075-B11-unis 18S ribosomal RNA gene, partial seq 965 965  57% 0.0 99% JF289131.1

Uncultured fungus clone L046937-122-075-C11-unis 135 ribosomal RMA gene, partialseq 965 965 57% 0.0 99% JF289130.1

Uncultured funqus clone L046937-122-075-D02-unis 185 ribosomal RMA gene, partial seq 965 965 57% 0.0 99% JF289129.1

Uncultured fungus clone L046937-122-075-C08-unis 185 ribosomal RNA gene, partialseq 965 965  57% 0.0 99% JF289128.1

Uncultured funqus clone L046937-122-075-G09-unis 18S ribosomal RNA gene. partial seq 963 963  56% 0.0 99% JF289139.1

Uncultured funqus clone L046937-122-075-G0&-unis 185 ribosomal RNA gene. partial seq 963 963 56% 0.0 99% JF289138.1

Cladosporium cladosporipides strain F18 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; inter 963 963  56% 0.0 99% HQ380770.1

Uncultured Cladosporium clone U3/L1-B10/EQ 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: 957 957 55% 0.0 99% KC776197.1

OooooOoooOoooad

Uncultured funqus clone L046938-122-076-A11-unis 18S ribosomal RNA gene, partial seq 957 957 56% 0.0 99% JF289134.1

Sekil 4.12. Cladosporium cladosporides (5794) izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI

GenBankasindaki en yakin benzerligi
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NNNTNGCCGGGGAAGNGANNATTAACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCG
TGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCC
CCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAA
ATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACG
GCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCA
CCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGLTT
GCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAAA

Max Total Query E X
Description Ident  Accession
score score cover value

D Penicilliym sp_ 2567 182 ribosomal RNA gene, patial sequence: intemal transcribad spacer 1011 1011 95% 00 9% FJo0gass:

1005 95% 00 99% Ko
1005 95% 00 9%

1005 95% 00 99% |
1005 95% 00 9% Go1617521
1005 95% 00 99% FJ6475771

5 O O i

1005 95% 00 99% EF200101

Penicilllum vinaceum isolate 33 internal &ra

1005 95% 00 99% [Q6813401

OO0

Penlcilllym citrinum isolate 808 it 1005 95% 00 9% [Q6613311
Penlcilliym chrysogenum strain EPA 467 188 nbosomaiR 1005 95% 00 99% AY373903 1

Sekil 4.13. Penicillium chrysogenum 5797 izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI GenBankasindaki

en yakin benzerligi
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GNCCCATNCCCGTGTCTATCTGNACCCTGTTGCTTCGGCGTGGCCACGGCCCGCCGGAGACT
AACATTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCAGTCTGAGTTTTTAGTTAAACAATCGTTAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCG
GGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTTCCG
TCCCTGGCAACGGGGACGGGCCCAAAAGGCAGTGGCGGCACCATGTCTGGTCCTCGAGCGT
ATGGGGCTTTGTCACCCGCTCCCGTAGGTCCAGCTGGCAGCTAGCCTCGCAACCAATCTTTTT
AACCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGCCCG
GAGGGAAAANNTCCCCCACGGGAAATACNTCNTATATCCTATCTCCCTCTACACATCCAACG

TC

- Max
Description
score
[ Eurotium amstelodami strain SGE21 125 ribosomal RNA gene, partial sequence: internalt 898
Eurotium amstelodami strain CASMB-SEF 9 internal transcribed spacer 1. partial sequency 898

Eurotium cristatum strain EN220 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal trans 893

Ewrotium rubrum strain 4-12 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: intemal transcribe 893

Eurotium amstelodami strain 8-4 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal trans 893

Eurotium amstelodami genomic DNA containing 135 rRMNA gene. ITS1, 5.85 rRNA gene. |” 889

Eurotium amstelodami genomic DNA containing 185 rRNA gene. ITS1, 5.85 rRNA gene. |” 889

ooooooao

Eurotium intermedium genomic DMNA containing 18S rRNA gene. ITS1, 5.85 rRMA gene, T 889

[ Uncultured funqus clone L046937-122-075-B02-unis 125 ribosomal RNA gene, partial seq 889

[ Eurotium amstelodami 185 rRNA gene (partial), ITS1. 5.85 rRMA gene. ITS2 and 23S rRN 889

Total
score

898
898
893
893
893
839
889
889
889
889

Query
cover

87%
87%
87%
87%
87%
88%
88%
88%
88%

88%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

99%

Accession

JX232268 1

JOBBTITH 1

JO743649 1

HQ316568.1

HM392527 1
HEO74461 .1

HEO974460.1

HE974459.1
JF289076.1

FR8482825 1

Sekil 4.14. Eurotium amstelodami5810 izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI GenBankasindaki en

yakin benzerligi
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CNNGNGCGCCCAACCTCCCACCCGTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCTCT
CGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTG
AATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAG
CCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGL
ACCGTGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGATTTAGGGCCGGCCGGGL
GCCAGCCGACGTCCAACCATTTTTCTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG
AACTTAAGCNACGAANGCGGGGGGGGGCNGGGNCTTNACTTGGGGGCATACCCCTGACAGG
TTAGCGGTGGGGGGACGTGGGATCAAAAGCAGGACAGACGGGCCGCCATTN

Max Total Query E

Ident Accession
score score  cover | value

Description

Asperqillus versicolor strain IHB F 1902 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intern 920 920 82% 0.0 100% KFE381083.1

Aspergillus sp. 2-13s internal transcribed spacer 1, parial sequence; 5.8S ribosomal RMNA: 920 920 82% 0.0 100% KCT790538.1

Asperqillus sp. 6-20s internal transcribed spacer 1. parfial sequence; 5.8S ribosomal RNA 1 920 920 82% 0.0 100% KCT790511.1

Purpureocillium lilacinum strain 6-20p internal transcribed spacer 1, partial sequence: 588 920 920 82% 0.0 100% KC790510.1

Asperqillus sp. 6-19p internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8 ribosomal RNA . 920 920 82% 0.0 100% KCT790507.1

Asperqillus sp. 6-17c internal transcribed spacer 1. parfial sequence; 5.8S ribosomal RNA . 920 920 82% 0.0 100% KC790503.1
Aspergillus sp. 6-13c internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.35 ribosomal RNA | 920 920  82% 0.0 100% KC790493.1

Asperqillus sp. 6-12c internal transcribed spacer 1. parfial sequence; 5.8S ribosomal RNA+ 920 920 82% 0.0 100% KCT7904381

Asperqillus sp. 5-11s internal transcribed spacer 1. parfial sequence; 5.8S ribosomal RNA1 920 920  82% 0.0 100% KC790483.1

Ooooooogooogano

Fungal sp. AM2013 strain 28 Rp internal franscribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribo: 920 920 82% 0.0 100% KC506195.1

Sekil 4.15. Aspergillus versicolor T55 izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI GenBankasindaki en

yakin benzerligi
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NNCGCCNCAGCCGNTTTCCGTAGTCCATCAGAAACACCCATTTCACCCCCAGCCAGACGGCC
AGCTGACAACATCCTAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCTCCTCTTTA
CCTCCCTAATCACCACCGAATTCAATGTCTAACCGCAGCGCAGTATCATGATCGGTATGGGC
CAGAAGGACTCGTAA

Max @ Total Query E

Davidiella tassiana strain CPC 11600 actin (act) gene_ pariial cds >qil1572768201ablEFE705121 324 324  99% 2e-85 98%  (il82900690|DQ289867 1

Description Ident Accession
score score cover value

[ Davidiella tassiana isolate #9-07 actin qene. parfial sequence 342 342 100% 5e-91 99% oil189303952/EUT30606.1
[ cladosporium macrocarpum culture-collection CBS:223.31 actin (act) gene, partial cds =qil15727 340 340 99% 2e-90 99%  ail157276915|EF679525.1
[ Cladosporium macrocarpum culture-collection CBS:175.82 actin (ach) gene. partial cds 340 340 99% 2e-90 99% oil157276013|EFG79524.1
[ cladosporium macrocarpum culture-collection CPC 12757 actin (act) gene, partial cds 335 335 99% 9e-89 99% oil157276920|EFG79532.1
' Cladosporium herbarum culture-collection CBS 11182 actin (act) gene, partial cds 329 329 99% 4de-87 98Y% qil157276885|EFATI510.1
[ pavidiela tassiana isolate #2-07 actin qene. parfial sequence 326 326 100% 5e-86 98% uil189303951|EUT30605 1
[ Cladosporium herbarum culture-collection CPC- 11603 actin (act) gene, partial cds 324 324 99% 2e-85 98% 0il157276893|FFAT9514.1
[ Cladosporium herbarum culture-collection CBS:300 49 actin (act) gene,_pariial cds 324 324 99% 2e-85 98% 0il157276887|FFGT9511.1
O

O

Cladosporium herbarum culture-collection CPC-12178 actin (ach) gene_ partial cds =qil157276000 313 313 99% 4e-82 97%  il157276899|FF679517.1

Sekil 4.16. Cladosporium macrocarpum 5776  izolatina ait dizi bilgileri ve NCBI

GenBankasindaki en yakin benzerligi
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4. 4. Klonlama Cahsmalar

4.4.1. RNA’larin spektrofotometrik analizleri

Farkli yontemler ile elde edilen toplam RNA miktarlarin1 belirlemek i¢in
Thermo marka nanodrop cihazi kullanilmistir. Calkalamali etiivde 27°C’de, 3-5 giin
stiire ile ¢ogalmasi beklenen izolatlardan elde edilen toplam RNA miktar1 nanodrop

Olgtimlerine gore ¢izelgede verilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Segili izolatlara ait RNA miktarlari

. RNA .
Izolat miktar1 | Izolasyon Yontemi
ng/ nl
Aspergillus versicolor (T55) 1422 Hot Fenol Ekst (Muhktar)
Aspergillus niger (5800) 465,4 Kit ekstraksiyonu
Cladosporium macrocarpum (5776) 118,6 | Hot Fenol Ekstraksiyonu

Cladosporium sphaerospermum (5821) | 331,9 Hot Fenol Ekst (Muhktar)

Cladosporium cladosporioides (5794) 245,4 Kit ekstraksiyonu

Eurotium amstelodami (5810) 255,1 Kit ekstraksiyonu
Eurotium niveoglacum (5778) 202,9 Kit ekstraksiyonu
Penicillium chrysogenum (5797) 607,9 Kit ekstraksiyonu

4.4.2 ADH geninin ¢cDNA’ simin iiretilmesi

Sekiz izolattan elde edilen total RNA’lardan 5 pl kullanilarak Geri
Transkripsiyon reaksiyonu ile cDNA olusturulmustur. RNA izolasyonu yapilan tim
izolatlardan elde edilen cDNA iiriinlinden hedef gen bdlgesini cogaltmak amach
dejenere AdhF ve AdhR primer cifti ile AdhlbF ve AdhIR primer ¢iftleri ile gercek
zamanli PCR reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon kosullar1 asagidaki gibi

diizenlenmistir.



56

Onisitma 95°C 5 dakika
95°C 30 saniye

25 dongii  55°C 30 saniye
72°C 45 saniye
72°C 7 dakika
4°C  Sonsuz

Gergek zamanli PCR reaksiyonu sonunda Tm analizine gore 8 izolattan sadece
Penicillium chrysogenum (5797), Aspergillus niger (5800) ve Eurotium amstelodami

(5810) ‘da iirtin oldugu anlasilmustir.

4.4.3. Eurotium amstelodami (5810)’dan klonlama ¢alismalari

Eurotium amstelodami (5810)’a ait total RNA’dan elde edilen cDNA’sindan
AdhF ve AdhR primer ¢ifti ile gergek zamanli PCR reaksiyonu kurulmustur. Tm
analizi sonucu iirlin varlig1 anlagilmistir. Kontrol amach ger¢ek zamanli PCR f{iriinii,
ayni primerler ile ¢ogaltilip (rePCR) agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Jeldeki goriintiisii
Sekil 4.17°de verilmistir. Bantlarin, beklenen iiriin biiylikliginde olmadig:
gozlenmistir. 230bp ve 140 bp lik iki farkli bant elde edildigi i¢in olusan {iriinler dizi

analizine gonderilmemistir.
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Sekil 4.17. 5810 nolu izolat cDNA sindan elde edilen PCR firiinleri

4.4.4. Penicillium chrysogenum (5797)” den klonlama ¢alismalari

cDNA’lardan verimli {irlin almamamasi sonucu genomik DNA {izerinden
hedeflenen gen bolgesini ¢ogaltmak yoluna gidilmistir. Bu amagla 6ncelikle 5797 nolu
izolat segilmis ve gen bolgesi taramast AdhiF ve AdhiR giftleri ile galisilmistir. Bu
primer ¢ifti icin PCR reaksiyon dongii kosullar1 37-40°C arasinda gradient olarak

asagidaki gibi diizenlenmistir.

On 1sitma  95°C 5 dakika

95°C 30 saniye
25 dongii  37-40°C 30 saniye
72°C 45 saniye
72°C 7 dakika
4°C Sonsuz

PCR iiriinleri % 1’lik agaroz jelde kosturuldugunda, yaklasik 500-700 baz ¢ifti
uzunlugunda bantlar gériilmiistiir. 3 nolu 6rnegin ise ¢alismadigr goriilmektedir (Sekil

4.19).
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3000 bg——
2500 b¢——

2000 bg——
1500b¢
1200bg
1000 bg——
800h¢ ——
700b¢ ——
500b¢ ——
400bg ——
300bg——
200 bg——
100 b ——

Sekil 4.18 Penicillium chrysogenum (5797) Gradient PCR iiriinleri(soldaki resim),
agaroz jelden bantlarin kesimi (Sagdaki resim)

Agaroz jelden bantlar kesilip Fermentas GeneJET Gel Extraction Kit ile Jelden
saflastirilmistir. 1 ve 2 nolu o6rnekler aynidir ve birlikte kesilmistir. 4 nolu 6rnege ait
alttaki kesilen bandin da 1 ve 2 nolu 6rnekle muhtemelen ayni biiyiikliikkte oldugu
diisiiniildiglinden o bant da kesilip 1 ve 2 nolu bantlarla ayni tiip icerisinde
saflastirilmistir. Ancak 4 nolu Ornegin Tlstteki kesilen bandi 2 olarak

numaralandirilmistir ve farkli bir tiipe alinarak saflastirilmistir (sekil 4.20).

3000bg

1000 bg——

200bg ——
100 bg ——

Sekil 4.19. Jelden saflagtirilan bantlarla yapilan koloni PCR sonucu elde edilen bantlar

Jelden saflastirilan 1 ve 2 nolu bantlar pJET klonlama vektoriine ligasyon

yapilmig, ardindan E. coli MC1022 susuna transfer edilmistir. Transfer sonrasi petride
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gelisen 14 adet koloni segilerek pJET1.2 F ve pJET1.2 F R primer ¢ifti ile PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Sekil 4.20°de jelden izole edilen 1 ve 2 nolu banda ait
koloni PCR iiriinii olarak plazmid izolasyonuna gidilen koloniler 6, 10 ve 12 nolu
kolonilerdir. Bu plazmidlerden insert bolgenin kontrolii 3 farkli plasmid giftiyle
yapilmistir. Bunlardan birincisi vektore baglana pJET1.2 F ve R primer ciftidir.
Ikincisi, gen bolgesinin c¢ogaltilmasinda kullanilan AdhiF, AdhiR primer ciftidir.
Ucgiinciisii ise, i¢ primer olarak dizayn edilen AdhlbF ve AdhlbR primer giftleridir
(Sekil 4.20). AdhiF, AdhiR ve pJET1.2 F, R ile kontrolde elde edilen iiriinlerin
biyiikligi insert ile uyumludur. Ancak AdhlbF ve AdhlbR i¢ primerleri ile elde edilen

tiriin blytikliigii beklenenin ¢ok lizerindedir.

O

12 10 6 100bp
cifti AdhiF , AdhiR primerleri ile

Sekil 4.20. Plasmid kontrolii

Plasmidlerin otomatik DNA dizi analizi SENTEGEN (Ankara) firmasina
yaptirilmisti.  DNA dizi analizi sonuglart National Center for Biotechnology
Information (NCBI) daki BLAST-n programu ile karsilastirilmistir (Sekil 4.21)

Max Total Query E

Description
score score cover value

Ident Accession

[ Penicilium chrysogenum Wisconsin 54-1255 complete genome, contiq Pc00c16 634 B34 54% 3e-178 99% AMI20431.1

[ Penicillium chrysogenum sulfate permease SutB (sutB) gene, complete cds 634 B34 54% 3e-178 99% AF1639741

Sekil 4.21. Penicillium chrysogenum (5797)’dan klonlanan b6lgenin NCBI Gen Bankasindaki en yakin

benzerligi
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4.4.5. Aspergillus niger (5800)’ den Klonlama Calismalar:

A. niger (5800) cDNA iizerinden klonlama ¢alismalar:

Total Aspergillus niger (5800) RNA’sindan elde edilen cDNA’dan BYF ve BYR
primerleri kullanilarak yaklasik 1100 bp biiyiikliikkte beklenen boyutlarda iiriin elde
edilmistir. Uriin miktarin1 arttirmak ve primerlerin 6zgiilliigiinii kontrol amaciyla bant
jelden saflagtirilmis ve aymi primerler ile tekrar PCR olusturulmustur. Bantlar ayni
biiyiikliikkte ve son derece yogun elde edilmistir (Sekil 4.22). PCR reaksiyon dongii
kosullar1 asagidaki gibi diizenlenmistir.

Onisitma 95°C 5 dakika
95°C 30 saniye

25 dongii  56°C 30 saniye
72°C 60 saniye
72°C 7 dakika
4°C  Sonsuz

1350

9216

s
poomed
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Sekil 4.22. A. niger 5800 cDNA’sindan elde edilen PCR firiinleri

cDNA’dan iirlinlin beklenen biiylikliikkte ve saf olmasi sonucu klonlama
calismalarina gecilmistir. 1100 baz ciftlik {irliniin pJET klonlama vektoériine ligasyonu
yapilmis, ardindan E. coli MC1022 susuna transfer edilmistir. Transfer sonrasi petride
gelisen 6 adet koloni segilerek BYF ve BYR primerleri ile kontrol edilerek dizileme
stirecine gegilmistir. Otomatik DNA dizi analizi SENTEGEN (Ankara) firmasina
yaptirtlmigtir.  DNA dizi analizi sonuglar1 National Center for Biotechnology
Information (NCBI) daki BLAST-n programi ile karsilagtirilmistir (Sekil 4.23).



61

Max  Total Query E

Description score | score | cover | walue Ident Accession
[ Aspergillus niger CBS 513.28 glutamine synthetase, mRMA 481 431 91% 4e-132 78% XM 0013892652
[ Aspergillus niger CBS 513.88 glutamine synthetase, mRNA 481 481 91% 4e-132 T78% XM 0013892672
[ Aspergillus niger glutamine synthetase (qinA) mRNA parfial cds 433 433 81% 1e-117 78% AYS819644.1
[ Aspergillus niger contig An01c0300. genomic contig 329 329 60% 2e-86 T9% AM269977.1

Sekil 4.23. Aspergillus niger (5800 )cDNA’sindan klonlanan bélgenin NCBI Gen Bankasindaki en yakin

benzerligi

A. niger (5800) genomik DNA iizerinden klonlama ¢alismalari

Aspergillus niger (5800) genomik DNA’sindan ilgili gen bélgesinin BYF ve
BYR primerleri kullanilarak elde edilmesi hedeflenmistir. PCR reaksiyon dongii
kosullar1 54-58°C arasinda gradiyent olarak asagidaki gibi diizenlenmistir

Onisitma  95°C 5 dakika
95°C 30 saniye

25 dongii  54-58°C 30 saniye
72°C 60 saniye
72°C 7 dakika
4°C Sonsuz

Genomik DNA {izerinde primerlerin birgok bolgeye baglanmis olmasi sebebiyle
farkli biiyiiklikkte bantlar elde edilmistir. Sekil 4.24 de verildigi gibi beklenen iiriin
biiyiikliigiine yakin olan her bir bant tek tek jelden saflagtirilmistir.

54'C 55'C 56'C S7'C 58'C

Sekil 4.24. A. niger 5800 genomik DNA’sindan elde edilen PCR firtinleri
Gradiyent PCR sonucu jelden her bir sicakliktan ikiser adet olmak iizere toplam
10 bant saflagtirllmigtir. Primer 6zgiilliigiiniin kontrolii agisindan saflagtirilan bantlar

kalip olarak kullanilip tekrar BYF ve BYR primerleri ile ¢ogaltilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Genomik DNA’dan elde edilen bantlarin saflastirilmasi
Yaklasik olarak 1000bg ile 1200 bg araliginda bulunan 10 adet PCR iiriinlinden
hangilerinin ilgili gen bdlgesini igerdiginin kontrolii, i¢ primer olarak tasarlanan
AdhlbF ve AdhlbR primer ciftleri ile saglanmistir (Sekil 4.26). Agaroz jel
goriintiisiine gore 4, 5, 8, 9 ve 10 nolu jel iriiniinde i¢ primerler oturmustur. Klonlama

calismalari i¢in 4, 5 ve 9 nolu PCR iiriinleri se¢ilmistir.

Sekil 4.26. Gen bolgesinin i¢ primer ile kontrolii

Jelden saflagtirilan 4, 5 ve 9 nolu bantlar pJET klonlama vektoriine ligasyon
yapilmig, ardindan QIAGEN E. coli EZ susuna transfer edilmistir. Transfer sonrasi
petride gelisen toplam 30 adet koloni segilerek ligasyon kontrolii pJET1.2 F ve pJET1.2
F R primer ¢ifti ile gerceklestirilmistir. Segcilen kolonilerden 20 tanesinde insert varligi
tespit edilmis ancak bunlarin sadece 2 tanesinin ¢ok temiz bantlar oldugu anlasilmistir
(Sekil 4.27). Insertlerin BYF ve BYR primerleri ile kontrolii yapildiktan sonra plasmid
izolasyonu gerceklestirilmistir. Orneklerin dizi analizi SENTEGEN (Ankara) firmasi
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tarafindan yapilmistir. DNA dizi analizi sonuglart National Center for Biotechnology
Information (NCBI) daki BLAST-n programi ile karsilagtirilmistir (Sekil 4.28).

Sekil 4.27. Koloni PCR ile insert kontrolii

Description Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

[0 Asperqillus niger CBS 513 88 protein kinase. mRNA

534 1836 60% 8e-148 99% XM 0013938102
[ Asperillus niger contig An09c0170. genomic contig

1624 2775 94% 0.0 96% AM270206.1

Sekil 4.28. Aspergillus niger 5800°den klonlanan bolgenin NCBI Gen Bankasindaki en yakin benzerligi
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4.5. Enzim Saflastirma Calismalar

Klonlama organizmasi olarak seg¢ilen Aspergillus niger (5800) hiicre Oziitii
amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi diyaliz islemine alinmistir. Ham 06ziit ve diyaliz
bilesigi ADH enzim aktivitesi agisindan incelenmistir (Cizelge 4.4). Diyalizat, DEAE-
Sefaroz matriksi ile doldurularak hazirlanan kolondan 500 pl/dakika olacak sekilde
gecirilmistir. Alinan 120 adet fraksiyonun 280 nm'de spektrofotometredeki absorbans
degerleri incelenmis, 92, 103, 110 ve 111 nolu fraksiyonlarda absorbans elde edilmistir.
Ancak elde edilen fraksiyonlarin ADH enzimi igeren kisimlarinin belirlenmesi igin

toplanan fraksiyonlarda ile enzim aktivitesi gézlenmemistir.

Cizelge 4.4. Ham 6ziit ve diyaliz bilesigi ADH enzim aktivitesi

Absorbans Protein Aktivite Spesifik aktivite
340nm
mg/ml U/ml U/mg
Ham oziit 0,103 32,93 83 2,51
Dializ Sonras1 1,246 20,2 1002 49,8

4.5.1. Hiicre ekstrakti dializatin SDS- PAGE profilinin belirlenmesi

5800 kodlu Aspergillus niger den elde edilen dializattan 5 ul SDS-PAGE jeline
yiiklenmesi sonucu, Sekil 4.27 ile verilen jel gortintiisii elde edilmistir. Protein marker
ile birlikte yiiriitiilen drnekte 45-55 kDa arasinda belirgin bir bant gézlenmistir. Ayrica
66 kDa biiyiikliigiinde farkli bir bant, 45kDa vel4,2 kDa arasinda olmak iizere yaklasik
6 farkli bant gézlenmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. A. niger’den elde edilen ekstarktin diyaliz sonras1 SDS-PAGE jel goriintiisii

4.5.2. Hiicre ekstrakti dializatin HPLC profilinin belirlenmesi

Calisma icin 20 pl Aspergillus niger hiicre ekstrakti dializati tampon A
icerisinde ¢oziilerek HPLC’ye yiiklenmis ve ters faz sistemi kullanilarak ayrimlar
gerceklestirilmistir. Calismada 100 dakika siiresince, 0-70%B tampon ¢ozeltisi olacak
sekilde gradiyent faz uygulanmistir. Karsilastirma yapabilmek igin Saccharomyces
cerevisiae’dan elde edilen (SIGMA) ticari ADH enziminden 10 pg aymi kosullarda
HPLC’ye yiiklenmistir. Hiicre dializatina ait kromatogram ve ticari ADH enzimine ait

olan kromatogram Sekil.4.30 ile verilmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Alkol dehidrogenazlar biyoteknolojik agidan endiistride genis kullanim alam
olan enzim grubudur. Kesfinin 1937’lere dayanmasi, ii¢ boyutlu yapisi tanimlanan ilk
enzim olmasi ve yasamin tiim domainlerinde bulunmasi bu enzim iizerine yapilan
calismalar1 6nemli kilmaktadir. Gilinlimiizde alkol dehidrogenazlar endiistriyel dlgekte
alkol iiretiminin artirimi ya da alkol atiginin sinirlandirilmasinda, ilag endiistrisinde kiral

farmasotiklerin sentezinde kullanilmaktadir.

Endiistriyel bir enzimin degisen ¢evresel kosullari tolere etmesi Onemlidir.
Ekstremofilik mikroorganizmalar, en ug¢ yasam kosullarina adapte olabilmeleri
nedeniyle bu tip organizmalardan elde edilen enzimler daha ug¢ kosullarda aktivite
gosterebilirler. Calismamizda, hipersalin ortamlardan izole edilen halotolerant-halofilik
funguslarin iyi bir dogal kaynak olabilecegi diisiiniilmiistiir. Halofilik-halotolerant
mikroorganizmalar tuzlu ortamlarda is géren enzimleri, tuz stresine kars1 kullandiklari
mekanizmalar, bu stres kosullarinda metabolik faaliyetlerini saglayan proteinlerinin
bulunusu gibi bir takim ozellikleri ile ©ne ¢ikmaktadirlar. Halofilik
mikroorganizmalardan arke ve bakteriler lizerine yapilan yogun c¢aligmalar yaninda
funguslar gibi  halofilik-halotolerant ~mikroorganizmalarin da izolasyonu ve

biyoteknolojik agidan arastirilmasi gerekmektedir.

Bu c¢alisma esas olarak Tuz Goli’nden izole edilen halofilik—halotolerant
funguslarin izolasyonu ve elde edilen izolatlarin toplam alkol dehidrogenaz aktivitesi
acisindan taranmasi seklinde iki kistmdan olugsmaktadir. Ayrica bu calismada yiiksek
diizeyde enzim aktivitesine sahip izolatlarin endiistriyel potansiyelini ortaya ¢ikarmak

tizere klonlama ¢alismalar1 denenmistir.

Izolasyon calismalart sonunda Tuz Goéliinden alman su Orneklerinden 15

Cladosporium, 11 Penicillium, 8 Alternaria ,6 Aspergillus, 3 Eurotium, 3 Stemphylum,
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3 Ulocladium,1 Emericella, 1 Scopulariopsis olmak tizere 9 farkli cinse ait toplam 51
izolat elde edilmistir. Elli bir mikrofungus izolatinin %29’u Cladosporium, %22’i
Penicillium, %16’s1 Alternaria, %12 si Aspergillus, %61 Eurotium, %61 Stemphylum,
%6’1  Ulocladium, %2’si  Scopulariopsis, %2’si Emericella cinsine aittir.
Calismalarimizda tanimlanan cinslerin tiimiine tuzlu ortamlardan fungus izolasyonu ile
ilgili literatiirlerde rastlanmaktadir. Cladosporium, Alternaria ve Aspergillus
genusularma ait izolat sayisinin ¢ogunlukta olmasi, Tuz Golii'nde bu organizmalarin
bulunma sikhiginin yiiksek oldugunu isaret etmektedir.  ilk sirada yer alan
Cladosporium cinsine ait izolat sayisin1 Penicillium cinsine ait izolat sayisi takip

etmektedir.

Diaz Munoz (2006) ve Gunde-Cimerman (2000), hipersalin ortamlardan izole
ettikleri halofilik-halotolerant fungus tiirlerinin siklikla Cladosporium, Aspergillus ve
Alternaria cinslerinin iyeleri oldugunu bildirmislerdir. ~ Halofilik Aspergillus,
Penicillum ve Eurotium Hindistanda mangrov sedimentleri ve tuzlalardan, Aspergillus
niger Cabo Rojo Solar tuzlasindan, 4 Emericella tirii Akdenizden, Scopulariopsis
Ulocladium ve Stemphylium cinsi iiyelerinin izole edilerek tanimlandigi rapor edilmistir
(Abdel-Hafez, 1981; Pitt and Hocking, 1985; Cantrell et al., 2006; Zalar et al., 2008;
Nayak et al., 2012).

Calismamizda izole edilen mikrofungus cesitleri literatiir ile uyumlu olup
biyoteknolojik acidan farkli amaglarla kullanilabilecek potansiyel kaynaklardir. Bu
izolatlar Eskisehir Osmangazi Universitesi kiiltiir koleksiyonunda muhafaza

edilmektedir.

ADH enzim aktivitesi basit organizmalardan insan, hayvan ve bitki gibi
kompleks canlilara kadar ¢ok genis alanda aragtirllmistir. Funguslar {izerine yapilan
ADH enzim aktivite ¢alismalarinin bircogu fermentatif mayalar iizerinedir. Literatiirde
halofilik-halotolerant funguslarda ADH enzim aktivite taranmasina iliskin bir rapora

rastlanmamuistir.

Calisma stiresince mikrofungus izolatlar1 daha sonraki agamalarda aktiflenerek
kullanilmak {izere mineral yagda muhafaza edilmistir.  Mineral yagda fungus

muhafazas1 yontemi kolay uygulanabilirligi, ekonomik ve gilivenilir olmas1 nedeniyle
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yaygin olarak kullanilmaktadir. Caligmamizda mineral yagda muhafaza edilen toplam
51 izolattan ancak 38 tanesi aktif hale gelmistir. izolatlardan bir kismimin kaybedilmesi
kullanilan muhafaza yonteminin bazi fungus tiirlerinin saklanmasina uygun olmadigini
akla getirmektedir. Fungus muhafazasi i¢in alternatif giivenilir diger bir yontem ise s1vi
azotta depolamaktir. Ancak ekonomik olmamasi sebebiyle calismamizda tercih
edilmemistir. .Bununla birlikte Cladosporium, Alternaria, Stemphylium, Ulocladium
gibi koyu renkli funguslarin tekrarli transferlerinin de kiiltiiriin kaybedilme

sebeplerindendir.

Otuz sekiz izolatin ADH aktivitesinin cinslere gore degerlendirilmesinde ayni
cinse ait izolatlarn ADH aktivite ortalamalar1 dikkate alinmustir. Izolatlardan yapilan
ADH aktivite ¢alismalar1 sonucunda genuslar1 gruplandirip ortalamalarina bakildiginda
Cladosporium, Aspergillus, Alternaria ve Eurotium genuslarina ait gruplarin enzim
spesifik aktivite ortalamalar1 Cladosporium i¢in 3,49 pmoldk™*mg™, Alternaria i¢in 3,15
umoldk*mg™, Aspergillus i¢in 3,68 pmoldk*mg™ ve Aspergillus telemorfu olan
Eurotium igin 4,48 pmoldk™mg™ olarak belirlenmistir. Bu genuslara ait gruplarin
enzim spesifik aktivite ortalamalarin, tim gruplarin toplam enzim spesifik aktivite
ortalamasi olan 3,14 pumoldk™mg™ degerinin iizerinde oldugu gériilmektedir. Diger
Penicillium, Emericella, Scopulariopsis, Stemphylium, Ulocladium genuslara ait
degerler ise bu ortalamanin altinda kalmaktadir. Tuzlu sularda baskin olarak bulunan
cins gruplarin enzim aktivitelerinin ortalamalarinin da diger gruplardan yiiksek olmasi

ilgi ¢ekicidir.

Calismamizda enzimatik aktivitenin belirlenmesinde spektrofotometrik yontem
kullanilmistir.  Bu yOntemin ¢esitli organizmalarin ADH enzimi aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanildig1r 6rneklere literatiirde rastlanmaktadir. Bitkilerle yapilan
caligmalardan birinde toplam spesifik ADH enzim aktivitesinin piringte 5,3 U/mg,
Oryzicola’da 3,7 U/mg, bezelyede 6,8 U/mg ve mazida 3,2 U/mg olarak belirlenmistir
(Cobb and Kennedy, 1987). Flor yeast olarak adlandirilan sarap istiinii kaplayan
mayalardan Saccharomyces cheresiensis ile yapilan ADH aktivite ¢alismasinda farkli

karbon kaynaklarinin enzim aktivitesi {izerine etkisi incelenmistir. Bu ¢alismaya gore
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karbon kaynagi olarak etanol kullanildiginda aktivite 3,5 U/mg olarak bulunurken,
gliserolde 4,8 U/mg olarak bildirilmistir (Fernandez et al., 1972).

Enzim aktivitesi bakimindan ortalamanin {istlinde aktiviteye sahip olan sekiz
izolatin cins diizeyinde tanimlanmalarinin dogrulanmasi ve tiir diizeyinde tanimlanmasi
acisindan molekiiler teknikler kullanilmigtir.  National Center for Biotechnology
Information (NCBI) internet sitesinde ki BLAST-n programi ile hizalamalar1 sonucu
benzerlik oranlar1 Aspergillus versicolor (T55) ve Aspergillus niger (5800) i¢in %100,
Cladosporium  macrocarpum (5776), Cladosporium sphaerospermum (5821),
Cladosporium cladosporides (5794), Eurotium (5810) ve Penicillium chrysogenum
(5797) igin %99 olarak belirlenmistir. Tiir diizeyinde molekiiler tanimlamasi yapilan
izolatlarimizin hepsi daha onceki ¢alismalarda tuzlu ortamlardan izole edilmis tiirler
oldugu goriilmiistiir. Cladosporium cinsine ait 6rneklerin spor morfolojilerinin, koloni
renk ve dokularindaki benzerlikler tiir diizeyinde tanimlanmalarini zorlagtirmaktadir.
Bu tiirlerin molekiiler ITS1-5.8 S ITS gen bolgesine ek olarak aktin gen bolgesi ile
desteklenmesi geregi dogmustur (Butinar et al., 2005). Molekiiler tanimlamasi yapilan
mikrofunguslardan RNA izolasyon calismalar1 yapilmistir. Morfolojik ozellikler ve

molekiiler tekniklerle elde edilen tanimlama verileri birbirleriyle uygunluk gdstermistir.

Yiksek ADH aktivitesi gosteren 8 izolatin tir diizeyinde tanimlamasi
yapildiktan sonra klonlama g¢aligmalari baglatmak iizere RNA izolasyonu siirecine
gecilmistir. cDNA eldesinde, RT-PCR ile genlerin izolasyonu gibi molekiiler biyolojik
caligmalarda yiiksek kalitede RNA eldesi onemlidir. Ye Li ve arkadaslar1 (2008)
filamentli funguslardan RNA izolasyonunun zorluklarina deginmistir.  Filamentli
funguslarin  kompleks hiicre duvar1 yapisina sahip olmalar1 ve yiiksek seviyede
igerdikleri polisakkaritler RNA’ya tutunmakta ve prespite etmektedir.  Endojen
ribonukleazlar da RNA izolasyonunu olumsuz yone etkiler. Polisakkaritlerin olumsuz
etkisinin etkin bir sekilde yok edilmesi ve endojen ribonukleazlarin etkisiz hale
getirilmesi i¢in guanidin tiyosiyonat ve benzil kloriir kullanmislardir (Li et al., 2010).
Bu bilgiler dogrultusunda RNA izolasyon ¢alismalarimizda kullanilan klasik yontemler
guanidin tiyosiyonat kullanimi ile modifiye edilmistir. Toplam RNA izolasyonundan
elde edilen cDNA’lardan gen iiriiniin alinamasi sonucu bizi farkli izolatlardan farkli

RNA ekstraksiyon yontemleri denemeye yoOnlendirmistir. Filamentli funguslara 6zel
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RNA izolasyon kitlerinden elde edilen RNA miktar1 klasik yonteme gore daha fazla
olmustur (Cizelge4.3).

Molekiiler tekniklerle tanimalamalar1 yapilan sekiz izolattan ADH klonlama
calismalari i¢in izolat se¢iminde, tuzlu ortamlarda baskin bulunan Cladosporium cinsine
oncelik verilmigtir. Ancak primer tasarimi ve BLAST-n analizleri sirasinda ADH
enzimi bakimindan bu cinse ait gen bilgisinin veri tabaninda bulunmamasi klonlama
calismalarin1 zorlastirdigindan nispeten verilerin oldugu Aspergillus ve Penicillium

cinslerinden de RNA izolasyonuna gidilmistir.

Toplam RNA igerisinde Adh gen bolgesine ait RNA miktarinin artirilmast,
cDNA havuzu igerisinde klonlama calismalarinda kullanilacak ilgili gen miktarin
arttirmak igin gerekmektedir. ADH enzim proteininin artirtlmasi igin Adh genlerinin
regiilasyonunun bilinmesi énemlidir. ADH izoenzimlerinden Adh2 ve Adhl genlerinin
reglilasyonu karbon katabolit baskilamasi altindadir. Mayalarla yapilan bir ¢alismada
Adhl ve Adh2 genlerinin uyarilmasi i¢in farkli karbon kaynaklari kullanilmistir (De
Smidt et al., 2008). Benzer bir baska galisma ise Aspergillus nidulans igin yapilmis ve
ADH izoenzimlerinin substrat spesifikligi ve uyarilabilirligi tartisilmistir (Sealy-Lewis
and Fairhurst, 1995). Bu calismalarda Adhl geni etanol ile indiiklenirken Adh2 hem
etanol hem de %0,1 fruktoz ile indiiklendigi bildirilmistir. Adh3 geninin regiilasyonu
ise oksijen miktarinin kontrolii ile rapor edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda ADH
enzim aktivite ve klonlama c¢alismalar1 igin funguslar 12-16 saat siire ile glikoz
baskilamas1 yapmayacak kadar karbon kaynagi iceren (%1 glukoz) minimal besiyerinde
blyiitildiikten sonra tek karbon kaynagi olarak %0,1 fruktoz ve gliserol igeren
besiyerlerine aktarilmistir. Indiikleyici ortam kosullarinda biiyiitiilen izolatlardan RNA
ve cDNA eldesi gerceklestirilmistir.

Alkol dehidrogenaz izoenzimlerinden birinin klonlanmasi i¢in, Adhl ve Adh2
genlerinin baslangi¢c ve bitis kodonlarini i¢ine alacak sekilde primerler tasarlanmstir.
Bu bolgeye oturan primerlerle gergeklestirilecek bir amplifikasyondan beklenen DNA
fragmenti uzunlugu yaklasik 1100 b¢ kadardir. Buna ilaveten gen bolgesinin igine
oturan bir kontrol primer ¢ifti daha tasarlanmistir. Bu kontrol primerlerinin gen bolgesi

icine oturmasiyla cogaltacag: iirlin biiyiikligii yaklasik 450 bg¢ kadardir. Klonlanan
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DNA fragmentinin gen bolgesini igerip i¢cermedigi bu internal primerlerle kurulacak

PCR iirliniiniin kontrolii ile saglanmistir.

Klonlama galismalarimiz sirasinda bir¢ok kez alkol dehidrogenaz gen bolgesi
cDNA’dan ¢ogaltilmaya c¢alistlmistir. A, niger 5800 izolatinin cDNA’sindan
hedeflenen gen biiyiikligi ile ortisen 1100 b¢’lik DNA bolgesi QIAGEN EZ
kompotent E.coli hiicrelerine klonlanmistir. Ancak dizi analizi sonucuyla hedef genin
varligi dogrulanamamustir.  Insert DNA’min dizi bilgisi BLAST-n program ile
karsilastirildiginda %78 oraninda Aspergillus niger CBS 513.88 glutamin sentetaza ait
mRNA gen dizisi ile benzerlik goriilmistiir (Sekil 4.23). cDNA havuzundan ilgili genin
¢ekilememesi lizerine genomik DNA {izerinden hedef gene ulagilmasi planlanmistir. Bu
dogrultuda A. niger 5800 ve P.chrysogenum 5797 olmak iizere iki izolatin genomik
DNA’lar1 tizerinden QIAGEN EZ kompotent E.coli hiicrelerine klonlama ¢alismalarina
devam edilmistir. Uygulama sonucunda P.chrysogenum 5797 genomik DNA’sindan,
hedeflenen gen biiyiikliigiinden daha kisa fragmentler klonlanmigtir. Bu tiire ait
klonlana dizi bilgisi BLAST-n programi ile karsilastirilmistir. Buna gore dizi bilgisinin
%99 P. chrysogenum siilfat permeaz SutB gen dizisi ile benzerligi goriilmiistiir. Diger
izolat A. niger 5800 genomik DNA’sindan yapilan klonlama sonucunda hedeflenen gen
biiyiikliigiinde insertler elde edilmistir. Hedef genin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadiginin
kontrolii i¢ primerlerle saglanmistir. Kalip olarak insert DNA’nin kullanildigi i¢
primerler ile olusturulan PCR reaksiyonu sonunda istenilen biiyiikliikkte bantlar
gozlenmistir.  Klonlanan insert DNA’nin dizi bilgisi BLAST-n programi ile
hizalanmigtir. Ancak buna goére klonlanan gen bolgesinin % 99 Aspergillus niger CBS
513.88 protein kinase, mMRNA dizisi ile homoloji gosterdigi gorilmiistiir (Sekil 4.28).

Farkli klonlama stratejileri uygulanmasina ragmen hedeflenen gen bolgesi
cogaltilamamistir. CDNA’lar ile yapilan c¢aligmalardan {iriin alinamasinin nedeninin
cDNA havuzu icerisinde Adh gen ifadesinin azligindan kaynaklandig diistiniilmiistiir.
Gene ait mRNA’larm az olmasi ve stabil olmamasi da ayni sonucu doguracaktir. ADH
gen ifadesini arttirmak i¢in Aspergillus nidulans ve mayalardaki gibi substrat bagimli
gen indiiksiyonu yapilmistir (Sealy-Lewis and Fairhurst, 1995). Debaryomyces

hansenii ¢ok az fermentatif osmotolerant bir mayadir. Alkol dehidrogenaz gen
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reglilasyonu fermentatif mayalardan ve Aspergillus nidulans’dan  farklilik
gostermektedir.  Bu mayanin sahip oldugu bir alkol dehidrogenaz enzim ailesi
tiyesinden gliserol 3-fosfat dehidrogenaz geninin yiiksek spesifik enzim aktivitesi
gostermesine karsilik diisiik protein ve RNA seviyeleri gosterdigi rapor edilmistir.
Gliserol 3-fosfat dehidrogenaz enziminin indiiksiyonun tuz stresi kosullarinin

uygulandigr ilk 15 dakika i¢inde gergeklestigi bildirilmektedir (Thome P. , 2004).

Calismamiz kapsaminda hedeflenen gen bolgesi klonlanamamasina ragmen
spektrofotometrik yontemlerle klonlama ¢alismasi yapilan tiim izolatlarda enzim
aktivitesinin varlig1 ortaya konmustur. Protein olarak da varliginin ortaya konmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda enzim saflagtirma ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. ADH
enzim proteininin varligin gostermek tizere A. niger 5800 hiicreleri indiikleyici ortamda
biiyiitiilmiistiir. Hiicre 6ziitli amonyum siilfat ile ¢oktiiriiliip diyalizi gergeklestirdikten
sonra enzim aktivitesi agisindan taranmistir. Enzim spesifik aktivitesi ham oziite gore
yaklasik 20 kat artmistir (Cizelge 4.4). Diyaliz sonrasinda elde edilen peptid karsiminin
kolon kromotografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlarinda aktivite gézlenmemistir.
Bilesenler kolondan ayristirilamamigtir.  Uygulanan kolon kromotografisi kosullarinin

bu proteinin saflagtiritlmasi i¢in uygun olmadigi sonucuna varilmistir.

Hiicre 6ziitii diyalizatinda proteinlerin varliginin ve profillerinin ortaya konmasi
icin SDS-PAGE kromotografi yontemi uygulanmistir. Diyaliz igerinde 45-55 kDa
arasinda biiyikliigt sahip bir bant ile birlikte farkli hareketlilige sahip 7 ayr1 bant daha
gozlenmistir (Sekil 4.29). Alkol dehidrogenazlarin bir¢ok izoenzim igerdikleri
bilinmektedir. Bu nedenle SDS-PAGE profiliyle varligi ortaya konulan farkli
biiytikliikteki  peptidlerin  hiicre metabolik siirecinde var olan farkli ADH
izoenzimlerinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Onceki calismalarda Aspergillus
nidulans ADH izoenzimlerinin poliakrilamid jelde farkli hareketlilik gosterdigi rapor
edilmistir (Heather M., 1995).

Ayrica diyaliz bilesenlerinin HPLC profili incelenmistir. Bu amagla diyaliz
bilesenleri ile Saccharomyces cerevisiae’dan elde edilen (SIGMA) ticari ADH enzim
¢oOzeltisi aymi kosullarda incelenmistir. Kromotogram verilerine gore her iki 6rnek igin

peptidlerin ali konma siireleri benzerlik gostermektedir (Sekil 4.30). 220 nm’de
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peptidlere ait pikler 50. dakika ile 75. dakika arasindadir. Yapilan bir ¢alismada maya
kaynakli ticari ADH’1n enzimatik olarak parcalanmasiyla elde edilmis peptidlere iliskin
HPLC kromotograminda 25 ile 75. dakikalar arasinda piklerin goriildiigii rapor
edilmistir (Santhoshkumar and Sharma, 2002). Diyaliz igeriginde ADH proteininin

varlig1, 6rnege ait HPLC profiline olan benzerligiyle de gosterilmistir.

Bu g¢alismamizda Tuz Goéli’nden izole edilen 38 mikrofungus cins diizeyinde
tanimlanmistir. Tanimlanan bu mikrofunguslarin halorolerant oldugu ve hipersalin
cevrelerde yaygin bulunan mikrofunguslarla paralellik gosterdigi ortaya konmustur.
Tanimlanan 38 izolatin alkol dehidrogenaz enzim aktivitesi agisindan taranmasi
gerceklestirilmigtir.  Tuzlu sularda yiiksek siklikta bulunan cins tiyelerinin ortalama
alkol dehidrogenaz enzim aktivitelerinin seyrek olarak bulunanlara gore daha yiiksek

oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Debaryomyces hansenii 6rneginde oldugu gibi ekstrem kosullarda yasayan
organizmalarda gen regiilasyonunun ilimli organizmalara gore farklilik gosterebilecegi
dikkate almirsa klonlama calismalarinda basariyr arttirabilmek igin 6ncelikle gen
regiilasyonu c¢alismalarina agirlik  verilmelidir. Yapilan ¢ogu c¢alisgmada gen
regililasyonu karbon kaynagi ile kontrol edilmistir. Farkli stres kosullarinin ADH geni

regililasyonu tizerine etkisi halofilik/halotolerant funguslarda da arastiriimalidir.

HPLC c¢aligmalarinda ortaya konulan peptid profili ilerde yapilacak ¢aligmalar
icin temel bir bakis agis1 olusturacaktir. Gelecek projelerle Aspergillus niger 5800
sugsundan aktivitesini belirledigimiz ADH enzim proteininin amino asit dizisinin
belirlenmesi, ilgili gene ait DNA dizisinin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli bir veri
olusturacaktir. Bu amagla hiicre 6ziitii diyalizatinin igerdigi peptidler aktif HPLC
fraksiyonlarindan geri kazanilip, SDS-PAGE ya da kiitle spektrofotometresi ile
proteinin molekiil biiyiikliigii ve safligi ortaya cikarilabilir. Bdoylece saf halde elde
edilen aktif ADH aktivitesi bulunan peptidlerin amino asit dizi bilgisi EDMAN
reaksiyonu ile biyokimyasal yolla belirlenebilir. Buradan elde edile amino asit dizi
bilgisi hedef gen icin daha spesifik primer tasarlanmasina olanak saglayacaktir. Ayrica
amino asit dizinin biyoinformatik analizi ile Adh DNA dizi bilgisi putatif olarak ortaya
konulabilir.
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