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Yiiksek Lisans Tezi

Saf Kiiltiir Olarak Stoklanmis Bazi Mikrofunguslarin ITS, B-Tubulin ve Actin Gen
Dizilerine Gore Molekiiler Tanis1

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

OZET

Bu ¢alismada, laboratuvar ortaminda stok olarak saf kiltiir halinde saklanan bununla
beraber; cins veya tiir diizeyinde morfolojik olarak teshis edilemeyen bazi
mikrofunguslar molekiiler olarak tanimlanmistir. Calismada kullanilan mikrofunguslar
daha once tir diizeyinde morfolojik-koloniyal olarak tanimlanamamis izolatlardan
olusmustur. Ornekler, MEA besiyerinde inokiile edilip 25 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir.
Besiyerinden alinan numuneler analiz yapilana kadar -20°C’de saklanmigtir. DNA
izolasyonu i¢in funguslara 6zel, kimyasal (SDS ve CTAB), biyokimyasal (proteinazK
vb.) ve fiziksel (0.1 mm ¢apli boncuklar) pargalama yontemlerini bir arada kullanan
DNA izolasyon kitleri kullanilmistir. Cesitlilik ¢alismalari, PCR tabanli fungal ¢esitlilik
calisma kitleri ile yapilmistir. Tiim izolatlar i¢in ITS gen dizisine bakilmis, cinse bagh
olarak B-tubulin ve Actin gen dizilimlerini hedeflenmistir. PCR ile ¢ogaltilan DNA
dizilimleri “Sanger Sequencing Yontemi” ile dizilenmistir. Elde edilen dizilerin hangi
organizmalara ait oldugu NCBI ve EBI gibi uluslararas1 niikleik asit data bankalarinda
mevcut dizilimlerle, elde edilen filotiplerin dizilimleri karsilastirilarak belirlenmistir.
Toplam 61 mikrofungus 6rnegi, cins diizeyinde 3 gruba (A,B,C) ayrilmis olup, gruplara
gore ilgili gen bolgeleri molekiiler teshis i¢in analiz edilmistir. 3 grup i¢in hem ilgili gen
bolgeleri hem de ITS bolgeleri baz alinarak yapilan molekiiler analizler sonucunda, 6

Ornegin tiir teshisi yapilamamus, 56 tiir molekiiler diizeyde teshis edilmistir.
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Molecular (Based) Identification of stocked some microfungi as pure culture according
to ITS, B-tubulin and Actin Genes
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ABSTRACT

Some microfungi deposited in laboratuary as pure culture and unidentified
morphologically as genus or species level and these fungi are identified by molecular
methods in study. The used microfungi are comprised unidentifed species and can not
be identify as colonially and morphologically previously. We used ITS gene for all
isolates, also according to the genus we used B-tubulin and actin genes targeting PCR
based fungal biodiversity working kits. DNA sequences were sequenced by Sanger
Method, and obtained sequences were analysed as bioinformatics and completed
filogenetically analysis. Then samples inoculated to MEA at 25 °C for 7 days. All
samples obtained from MEA media are preserved at -20 °C until analysis. For DNA
isolation were used the spesific kits, using together digestion method such as chemical
(SDS and CTAB), biochemical (proteinaseK etc.) and physical (beat with 0.1 mm
diameter) were used for DNA isolation. DNA’s maintained in silica colones. In the last
stage of isolation, nucleic acides were dissolved in the water DNase/Pyrogen free. After
that, sequence series analysised on spectrophotometer and so determined, purity of
DNA. Studies of diversity is made with PCR based fungal biodiversity working Kits.
After the PCR application, DNA series sequenced using by “Sanger-Sequencing
Protocol”. Sequence series found that belong to which organisms on NCBI and EBI.
After that, philotypes were compared with similar organisms. A total of 61 Microfungi
samples , the genus level 3 groups (A, B, C) is divided , according to group related gene

regions were analyzed for molecular diagnostics. Both gene regions related to 3 groups



based on the results of molecular analyzes of ITS , 6 species diagnosis has not been
made , for example , 56 species have been identified at the molecular level .
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AFLP . Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi
bp : Base pair

CFU : Colony-forming Unit (koloni olusturan birim)
CREA : Creatine Sucrose Agar

CYA : Czapek Yeast Agar

CY20S : Czapek Agar with 20% Sucrose

Cz : Czapek Dox Agar

DG-18 : Dichloran % 18 Glycerol Agar

DNA : Deoksiribontikleik Asit

GasN : % 25 Gliserol Nitrat Agar

IGS . Intergenic Spacer

ITS . Internal Transcribed Spacer

L - Litre

LSU : Biiytik Alt Birim

M : Molar

MEA : Malt Ekstrat Agar

mg : Miligram

Ml : Maximum Identification

ulL : Mikrolitre

mM : Mikromolar
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BOLUM 1

GIRIS

Organizmalarin genetik manipiilasyonu her bir bireydeki o6zelliklerin yeni
kombinasyonlar olusturma yetenegini ifade eder. Bu siire¢ tarihsel olarak evcil
hayvanlar, ekonomik yonden onemli bitkiler ve endiistriyel 6neme sahip mantarlarin
neslinin devami i¢in insanliga olanak saglayan énemli bir insan faaliyetidir [1].

Genetik manipiilasyon popiilasyon ic¢indeki ilging 0Ozelliklere sahip nadir
bireylerin tanimlanmast ve secilmesi kadar kolay olabilir fakat bireysel varyasyon
oranini arttirma kabiliyeti tarafindan ¢ok daha giiglii yapilabilir ve farkli bireylerdeki
ozellikler ile birlestirildigi zaman ¢ok daha gii¢lii olur. Mutajenez ve rekombinasyon,
genetik manipiilasyon siire¢lerini desteklemektedir [1,2].

Mantarlar bilimsel genetik ¢alismalar1 yapilan ilk organizmalar arasindadir.
Bezelye ve meyve sinekleri genler ve genetik baglar icin ilk kanitlar1 saglamis olmasina
ragmen, organizmalarin genetik yapisinin bazi dnciil temel kavramlari mantar sistemleri
ile yapilan 6ncii caligmalardan gelmektedir [2].

Glinlimiizde, genis yelpazede, yar1 endiistriyel uluslararasi c¢abalar mantar
genetik caligmalar1 {lizerinde biiyiik etkiye sahip olmaktadir. Bu cabalar genomik
biliminin gelisiminde 6ncii olmaktadir [3].

Yapilan bu ¢alismada, laboratuvar ortaminda saf kiiltiir olarak stoklanmis bazi
mikrofunguslarin ITS, B-tubulin ve Actin gen dizilerine gore molekiiler tanisinin

yapilmasi amag¢lanmaistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Funguslari Genel Ozellikleri ve Genetik Teshisi
2.1.1. Fungus (Cogul=Fungi)

Funguslar okaryotik organizmalardir (nukleus ve membran ile c¢evrilenmis
organeller igerir). Klorofilleri bulunmaz ve saprofit, parazit veya kommensal olabilirler.
Geleneksel olarak funguslar, bitkiler ile yakin iliskili olduklar1 diisiiniiliir, buna karsin
fiogenetik olarak bitkilerden ¢ok hayvanlara yakindirlar. Funguslar her yerde
bulunabilir ve yararh (biyoteknolojide kullanisl), zararli (hastaliga sebep olan) veya
mutalistliktirler (bitkiler ile simbiyont yasayan) [1]. Funguslar genelde tatli suda, karada
ve toprakta yasarlar; denizde ve havada bulunan az sayida fungus tiiri vardir. Bazilari
alkol fermantasyonu yapar, bazilar1 ise hem ilag ham maddelerini ve antibiyotik
maddeleri olusturur. Bir kismi zehirli oldugu halde bazi funguslar yenilebilmektedir,
onemli besin ve lezzet kaynagi olarak tiiketilmektedir. Ascomycetes ve Basidiomycetes
siniflarina mensup bazi funguslar, mavi-yesil ve yesil algler ile ortak yasayarak
"likenleri" olustururlar; bazilar1 da bitki kokleri ile bagka bir ortak yasama bigimi olan

"mikoriza" olusumunu gergeklestirirler [4].
2.1.2. Funguslarin Morfolojisi

Mantarlar ve kiifler, funguslar i¢inde kabul edilmektedir, fakat bunlarin
morfolojileri farklidir. Tek maya hiicreleri, genellikle bakteri hiicrelerinden biiyiiktiir.
Mayalar 1-5 mikron ve 5-30 mikron veya daha fazla uzunluktadirlar. Bunlar genellikle
ovaldir fakat bazilar1 uzun veya kiiresel olabilir. Her tiir karakteristik bir sekile sahiptir;
fakat, saf kiiltlirlerde hiicrelerin 6lgii ve sekillerinde 6nemli farkliliklar olmaktadir.
Mayalarda flagella yoktur. Bir agar besiyeri lizerinde diiz, bakterilere benzeyen parlak

koloniler olustururlar. Bu koloniler yayilma, tagkinlik veya kiifler tarafindan olusturulan
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filament6z kolonilerden oldukg¢a farklidir. Tek hiicreli mayalara karsin, diisiik biiylime
altinda filamentlere benzer olarak goriilen kiifler, ¢ok hiicreli organizmalardir. Yiiksek
bliylitmelerde kiifler, birgok kisimlariyla kii¢iik bir orman gibi goriilebilmektedir. Bir
kif, mycelliumu kapsayan thallus ve dormant sporlardan olusmustur [3].

Funguslar, klorofil igermediklerinden fotosentez yapamazlar. Parazit, saprofit ve
kommensal olarak yasayabilirler. Insanlar icin yararli ve zararl faaliyetleri mevcuttur.
Iplik seklinde yapilardan olusmuslardir ve buna hif denir. Hifler septali veya septasiz
olabilir.

Bir hifin ¢ap1 5-10 mikron olabilir. Hiflerin tiimiine birden misel denir. Vejetatif
yapinin tiimiine birden tallus denir. Ancak misel terimi daha ¢ok tercih edilir [5].

Besinlerini bitkilerden eme¢ yardimiyla alirlar. Ancak hayvanlar ve yapay
ortamlar lizerinde yasarken eme¢ olusturmazlar. Funguslarda misellerin olusturdugu
dokuya plektenkima denir. Hiicre etrafinda hiicre ¢eperi vardir. Ceperin yapisi seliiloz
kitin veya her ikisinin karis1 olabilir. Gelismis tiirlerde ¢eper kitin yapisindadir.
Hiicreler i¢cinde koful gayet iyi goriiniir ve hiicre yaslandik¢a kofullarin miktar1 artar.
Yedek besinler glikojen ve lipid olarak depo edilir. Mitoz boliinme esnasinda niiklear
membran ve nukleolus kaybolmaz; ancak mayoz bolinmede bu iki yapi kaybolur.
Metafaz sathasinda kromozomlar ekvatorial zemin iizerinde diizenli olarak yer almazlar.
Boliinme telofaza ulasinca, nukleus fistik seklinde bir yapi almakta, sonrada ikiye
boliinmektedir. Boliinme sonucu goriilen nukleuslarin iginde tipik nukleolus vardir.
Nukleolus mitoz esnasinda kaybolmadigina gore biliylik olasilikla bu organel bir
noktada ikiye boliinmekte ve biri bir nukleusa, digeri de diger nukleusa gitmektedir.

Funguslarda hiicre duvarlar1 normalde seliilozun mikrofibrilleri ya da kitin ya da
bu biyokimyasal maddelerin bilesiminden olusmustur. Mayalar1 igeren birgok fungus,
farkli biyokimyasal ozellikler tasiyan hiicre duvarina sahiptirler. Fungal hiicre duvarimin
kompozisyonu, cevre sartlarina gore degisebilecek ozelliktedir. Yapigskan kiifler gibi
bazi1 funguslarin hiicre duvarlar1 yoktur. Fungal hiicre duvarlarinin biyokimyasal
kompozisyonu, taksonomik iligkilerin ortaya g¢ikarilmasinda kullanilan 6nemli bir
kriterdir [2,5,6]. Bu komponentler bazen birlikte de olabilmektedirler. Omegin;
Basidiomycetes ve Chytridiomycetesler de kitin+glukan; Zygomyceteslerde, Kkitin+
kitozan; Ascomyceteslerde kitin + glukan; Mayalarda mannan + glukan, gibi.



2.1.3. Fungus Metabolizmasi

Funguslar heterotroftur. Saprofitik olanlar, karbon kaynagi olarak 6lii organik
maddeleri kullanirlar; biyotrof olanlar (parazitik veya simbiyotikler) canli organizmaya
konak olarak gereksinim duyarlar. Baz1 funguslarin hem saprofitik hem biyotrofik
formlar1 vardir. Pek az istisna disinda, funguslar zorunlu aeroptur. Pek ¢ok tiir, ¢ok basit
besiyerlerinde bile ireyebilir. Termofil, psikrofil, asidofil, halofilik tiirler de vardir.
Funguslar, bitki ve hayvan kalintilarin1 pargalayarak yeniden kullanima sunduklari i¢in
onemli ekolojik rollere sahiptir [2]. Funguslarin ¢ok cesitli metabolik etkinliklerinden
besin endiistrisinde (ekmek, sarap, bira, peynir, tek hiicre proteini iiretimi) ve ilag
endiistrisinde (antibiyotik, enzim, sitrik asit vs. iiretimi) yararlanilir. Baz1 funguslarin
metabolik etkinlikleri zararlara da neden olabilir. Kontamine ettikleri besin maddeleri,
tahta, tekstil riinleri zarar goriirler, tahrip olurlar ve faydali bitkilerde ortaya ¢ikan

hastaliklar basta olmak iizere pek cok bitki hastalifindan sorumludurlar.
2.1.4. Funguslarin Uremesi

Eseysiz Ureme: Burada séz konusu olan hifler ve mayalarin vejetatif cogalmasi
ve eseysiz sporlarla ¢ogalmalaridir. Hifler, hiicre duvarinin 6zellikle esnek oldugu ug
kismin hemen arasindaki bolgeden uzarlar. Kendilerinde, tekrar dallanabilen yan hifler
seklinde gelisen yanal biiylimeler de olabilir. Eseysiz sporlarla ¢ogalmada, eseysiz
sporlar olarak adlandirilan belirli yayilma formlari olusur. Dis ortam kosullarina karsi
hayli direngli olan bu yapilar mantarlarin dogada yayilmasini kolaylastirirlar. Insan
dokularinda parazit yasayan fungus tiirleri ¢ok ender olarak eseysiz spor olustururlar.
Kiiltirde 1ise bu tilirler eseysiz spor olustururlar. Bu formlar funguslarin
identifikasyonunda da 6nem tasirlar.

Eseyli iireme: Funguslarda eseyli Ureme, prensip olarak, yiiksek
okaryotlardakiyle aynidir. iki haploid bireyin nukleuslarinin fiizyonu sonucunda diploid
bir zigot olusur . Eseyli sporlar ; Zigospor, askospor, basidyospordur. Insan dokularinda
parazit olarak yasayan tiirlerde eseyli sporlar cok ender olarak gelisir.

Pek cok patojen fungusda eseyli liremeye ait yapilar ya bilinmemektedir veya
hi¢ bulunmaz. Bu tip mantarlar Fungi imperfecti veya Deuteromycetes olarak
adlandirilirlar [3].



2.1.5 Funguslarin Habitat1 ve Yayilmalari

Biyosferdeki her biiyiik bolim sayisiz habitatlara boliinmistiir. Bir habitat bir
organizmanin bulunabildigi fiziksel lokasyondur. Habitat, ekolojik nis olarak bilinen
genis bir kavramin kompanentidir.

Ekolojik nis, sadece organizmanin yasadigi bir ortam degil, ayn1 zamanda
oradaki faaliyetleri de kapsar; ekosistemdeki organizmanin fonksiyonel roliinii
aciklayan bir kavramdir. Bir habitatin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, orada bulunan
mikroorganizmalarin bliylime, aktivite diger organizmalarla ve ¢evreyle olan
etkilesimler ~ canliliklarim1  etkiler.  Bu  parametreler,  habitatta  bulunan
mikroorganizmalarin nigini saptar [5,6].

Funguslar cesitli sekillerde yayilabilirler. Bunlar misel yayilmasi, spor
yayilmasi, suda yayilma, havada yayilma, hayvanlar ve insanlarin etkileriyle yayilma
seklinde 6zetlenebilir.

Fungus tiirlerinin kesin sayis1 bilinmemektedir, fakat bu say1 yaklasik 1,5 milyon
olarak tahmin edilmektedir. Filogenetik analizler; Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota ve Basidiomycota olarak funguslart 4 farkli filuma ayrildigini
gostermistir.

Chytridiomycota, zoospor iireten tek mantar filumudur ve dagilimlari i¢in suya
gereksinim duyarlar. Bunlar ilkel organizma grubudur ve tiim 6karyotlarin son yaygin
atalarindan ayrilan ilk mantarlardan ¢ok az bir farklilik gosterdikleri diistiniilmektedir.

Zygomycota, eseyli ilirer ve zygospor adi verilen kalin duvarli eseyli sporlar
olusturur. Zygomycetes morfolojik olarak ayrilir ve tanimlanan tiim mantar tiirlerinin
%1 inin olustururlar. En iyi bilinenlerden bazis1 ekmek kiifii ve kok ¢iiriikliigiine neden
olan sirastyla Mucor sp. ve Rhizopus sp. tiirlerini igermektedir [6,7].

Ascomycota, bilinen tiim fungus tiirlerinin yaklagik %65 ini kapsayan en genis
fungus filumlarindan birisidir. Bu filumun ayirt edici 6zelligi askuslaridir. Askuslar,
mayozu takiben 1 mitoz goriilmesi ile tiretilen sekiz veya katlar1 askosporu bulunduran
eseyli sporlari iireten hiicrelerdir. Askosporlar kalin duvara sahiptirler, bundan dolayz,
degisen kosullara direnglidirler fakat uygun kosullar altinda bu sporlar haploid mantari
uretirler. Sacchromycotina, Pezizomycotina ve Taphrinomycotina olmak {izere
Ascomycotina 3 alt filuma sahip oldugu tanimlanmistir. Sacchromycotina askoma

olmadigindan aski ¢iplaktir ve S. cerevisiae ve Candida albicans gibi 6nemli patojenleri
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tirleri igerir. Pezizomycotine nin iyeleri Aspergillus fumigatus ve Penicillium
chrysogenum gibi tiirlerinde iginde oldugu tiim filamentli mantarlari i¢ermektedir.
Taphrinomycotina Filumu Schizosaccharomyces pombe formunda béliinen mayalarin
i¢inde oldugu cesitli morfolojileri igermektedir.
Bu funguslar, diinyanin her tarafina yayilmis durumdadir; karbonhidrat bakimindan
zengin meyve, meyve suyu, sebze, rutubetli ekmek gibi ortamlarda saprofittirler.
Depolanmis yiyecek maddeleri, toprak, hayvan diskilari, keratinli maddeler (sag, tirnak,
boynuz), regel, jelatinli maddeler ve baska organik maddeler lizerinde saprofit yasarlar.

Bazi tiirleri bitki, hayvan ve insanda parazit olarak hastalik etmenleridir [3,5,8].

Aspergillus spp.

Genel ozellikleri: Bu cinse ait funguslar, saprofittir bazi tiirleri ise bitki, hayvan
ve insanda parazittir. Hifler ince geperli, bolmeli ve ¢ok gekirdeklidir. Karbonhidrat
bakimindan zengin ekmek, sekerli meyve sularinda ve peynirde yasar ve miseli gencken
beyazdir. Bazi1 tiirleri kullanilarak organik asit, alkol ve antibiyotik elde edilir. Tir
teshisi, meydana getirilen koloninin rengine gore yapilir [3].

Genel olarak Aspergillus tiirlerinin morfolojik olarak teshisi i¢in, Czapek-Dox
Agar’da olusturdulari koloni karakterizasyonuna gore siniflandirma yapilir [8].

Czapek besin ortaminda siyah, kahverengi, sar1, yesil vb gibi koloni’ler elde
edilir [3].

Ekoloji: Aspergillus’lar yeryiiziinde Antarktika dahil her yerde, toprakta ve
ozellikle ciirliyen organik maddelerde yaygindir. Sahip olduklari zengin enzim
sistemleriyle hemen tiim organik materyalleri ayristirarak kullanabildikleri ve diger
mikroorganizmalar i¢in ¢ok diisilk olan nem yiizeylerinde bile gelisebildikleri icin,
depolanmis tahil ve tohumlarda, unlarda, deri ve tekstil {iriinlerine kadar ¢esitli gida ve
esyalarda; ayrica dis ortamda ve hastane ve evlerin i¢ ortamlarindaki havada asili olarak
bol bulunurlar [9].

Yurdumuzda gesitli bolgelerde i¢ ve dis ortam havasinin fungus florasina iliskin
olarak yapilmis ¢alismalar yaymlanmstir. Istanbul’da 110 evin i¢ ortam havasindaki
alerjen kiif florasinin arastirildigi bir ¢aligmada elde edilen 748 kiif kokeninin 115’inin

Aspergillus cinsine ait tiirlerden oldugu yazilmistir [10].



Istanbul Topkap1 Sarayr Miizesi Kiitiiphane ve Béliimleri’ne ait mekanlarda bir
y1l boyunca aylik periyotlarla havada bulunan sporlardan “Yergekimine Dayali Petri
Plak Metodu” ile alinan orneklerden tretilen funguslar arasinda hakim flora tipinin
Penicillium sp (%32.0) ve Aspergillus sp. (%24.5) oldugu bildirilmistir [11].

Bursa’da ev dist havasinin  Penicillium ve Aspergillus mikrobiotasinin
arastirildigr bir ¢aligmada hava orneklerden iiretilen tiim mantarlar igerisinde bu cinsin
%3.7 oraninda bulundugu bildirilmistir [12].

En yaygin tiirleri; Aspergillus glaucus, A. flavus, A.fumigatus ve A.niger’dir,
son {igli insanda ve hayvanlarda “aspergilloz” hastaligi yaratmaktadir. Aspergillus flavus
tirtiniin “aflatoksin” isimli zehirli maddesi yerfistigi (Arachis hypogaea) ve kabugu
soyulmus findik (Corylus sp) gibi yagli yemis materyalinde birikmektedir. Aspergillus
niger mantari, rutubetli ve havasiz yerlerde depolanmis olan sarimsak (Allium sativum),
sogan(Allium cepa), depodaki portakal (Citrus aurantium), dar1 (Panicium sp.), kuru
erik (Prunus domestica), nohut (Cicer arietinium) gibi {irlinlerde; toprakda c¢iirimiis

bitki kalintilarinda; “siyah ciiriikliik” hastaliklarina sebep olur.

Penicillium spp.

Genel Ozellikleri: Bu cinse mensup tiirlerde, hiflerin ucunda konidiumlar olusur.
Sekerli ortamlarda, ciliriimekte olan sebzelerde ve meyvelerde, ette, rutubetli olan ¢ok
cesitli bitki ve hayvan kokenli maddelerde saprofit olarak yasar, yesil kiif veya mavi kiif
yaratir, ¢cogu tlirler ekonomi kaybi yaratir, birkaci da ‘“camembert” ve “roquefort”
peynirlerinin olgunlagsmas1 ile ilgili olarak ekonomi faydasi saglarlar. Cogu tiir
depolanmis meyvelerin bozulmasina sebep olur [3]. Ozellikle bu tiirlerden antibiyotik
elde edilir.

Ekoloji: Karasal yasama uyum saglamis saprofit ya da parazit olan bu mantarlar,
toprakta, toprak altinda, hayvan giibreleri iizerinde, yiyecek maddelerinde, tily, boynuz
ve kil gibi keratin maddeler ilizerinde saprofit olarak yasarlar. Parazit olanlar ise;
bitkiler, hayvanlar ve hatta insanlar iizerinde hastalik yaparlar. Insanlar {izerinde parazit
olan tiirler genellikle cilt ve solunum yollar1 rahatsizliklar1 meydana getirmektedirler

[13].



Basidiomycota

Bilinen mantar tiirlerinin yaklasik %35 ini olustururlar. Basidiomycetes iiyeleri
sapkalt mantarlar ve puffballs'lar1 da iceren ayrintili “fruit bodies” olusturmalar ile
aninda tanimlanabilir. En iyi bilinen Basidiomycota sapkali mantar1 Agaricus bisporus
ve Pleurotus ostreatus icerir. Basidiomycota' nin belli iiyelerinin ligninin par¢alama
yeteneginde olmasi ¢ok az mikropta bu yetenegin olmasindan dolay1 énemlidir. Lignini
pargalayabilen funguslar, biyoteknolojik acidan ilgi c¢eker cilinkii ayik dirilinleri

temizleme potansiyelleri vardir.

Deuteromycota (Fungi Imperfecti)

Genel Ozellikleri: Bu béliime giren funguslarin sadece eseysiz iireme formu
(anamorflar1) bilinmektedir. Morfolojik ozellikleri; hif, bdlme, bolmedeki gozenek,
kimyasal oOzellikleri, hiicre g¢eperi yapisi, DNA yapist bakimindan Ascomycota ve
Basidiomycota boliimleri mensuplarina benzerleri olmakla beraber tek farklar1 eseyli
tireme yapmamalaridir veya bunlarin eseysiz sathalar1 hakkinda bilgilerimizin mevcut
olup eseyli safhalar1 hakkinda heniiz bilgi sahibi olmamamizdir. Bu bolim yapay bir
sistemdir, ¢iinkii eseysiz iireme yapilarma goére kurulmustur. Onceleri bilgi
eksikliginden dolayr bu boliime sokulan fungus tiirlerinin bazilarinin eseyli iireme
formu daha sonra kesfedilmistir, bunlarin bazilar1 ait oldugu boliime sokulmus bazilar
da Fungi Imperfecti boliimiinde tutulmaya devam edilmektedir. Ciinkii fungusun
eseysiz safhasi daha ekonomi bakimindan 6nemli olabilmektedir [3,5,6].

Bu boéliime giren tiirlerin anamorfu yani eseysiz iiremesi ‘“konidiospor”,
“klamidospor” ve ‘“sklerotium” gibi spor ve misel olusumlari ile yiirtitilmektedir.
Telemorfunu yeni eseyli ilireme kabiliyetini kaybetmis gibi goziiken cinslerde ve
tirlerde, “capraz dollenme” yani “gen degis tokusu” baska diizenekler ile
gerceklesmektedir; bu diizenekler arasinda; “heterokaryoz” yani farkli cekirdekli
miseller arasinda “ birlesme (anastomozi kojugasyon)” olayi ile ¢ekirdek degisimi ve
“benzer iireme (paraseksiiellik) olay1” yani gegici bir diploid safha ile tekrar birlesme
(rekombinasyon) bulunmaktadir. Bun mantarlar genelde konidiospor ile tiremektedir.

Ekoloji: Bu mantarlar arasinda saprofit ve parazit tlirler vardir. Parazit olanlar
arasinda insanda ve hayvanlarda deri hastaliklarina (dermatoz) ve diger bagka

hastaliklara (mikoz) sebep olanlar vardir. Depolanmis iiriinlerin bozulmasina sebep
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olanlar kadar tarim ve orman bitkilerinde hastalik yaratan tiirler de biiyiikk ekonomi
kayiplarina sebep olmaktadir. Toprak mantarlarinin biiyiik ¢ogunlugu Fungi Imperfecti
boliimiine mensuptur. Bunlar cogunlukla saprofittir, humus olusmasi ve organik

maddelerin minerallesmesinde gorev yaparlar [3,6].

2.1.6 Funguslarin Genomigi

Genomik, bir organizmanin tiim genom dizisinin ¢alisilmas1 olarak tanimlanir.
Ik tim (nonviral) genomu dizilenen 1995 yilinda bir bakteri olan Haemophilus
influenzae’dir. Giiniimiizde, 1300 bakteriyal genomdan fazlasi sekanslanmistir.

Bira mayasi (Saccharomyces cerevisiae) tim genomu tamamiyla sekanslanan
1996 yillarinda yaymlanmis ilk okaryottur. O zamandan beri, 250 6karyotik genomdan
fazlas1 insan genomu da dahil (2001 yillarinda) tamamlanmistir. Goreceli olarak kiigiik
genom biiylikliigiinde olmalari, insan/bitki patojenleri olarak rol oynamalar1 ve
biyoteknoloji alanindaki 6nemlerinden dolay1, 102 fungusa ait genom giinlimiize kadar
sekanslanmis, tiim mevcut dkaryotik genomik verinin yaklasik %40’n1 olusturmaktadir
[1].

Bazi tiirler, 6rnegin S.cerevisiae ¢ok farkli irklarinin dizi analizine sahiptir.
Gilintimiizde, sekanslanmasi1 yapilmig fungus tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu (%?78)
Ascomycota filumuna aittir dahasi, goze carpar sekilde bu funguslar insana patojen
tiirlere yatkindir. Yeni dizileme teknolojileri ile iligkili yeni gelismeler ve diisiik maliyet
son yillarda evrimsel, ¢evresel ve biyoteknolojik olarak ilgi ¢eken organizmalar
ulagilabilir hale getirmistir.

Bu genomik verilerin zenginligi Okaryotik genomlarin 6n saflarinda fungus
alemini ¢ikarmaktadir. Baz tiirlerin dizi analizi yakin ilisili olsa da, digerleri 1 milyar
sene once ayrilmistir. Bu funguslarin kullanilarak evrimsel mekanizmalarinin 6karyotik
genom yapisi, organizasyonu ve icerigi ile iligkili hakkinda calisilmasina olanak
saglamaktadir. Dahasi, iki veya daha fazla birbirine yakin akraba patojenik ve patojenik
olmayan tiirler arasinda karsilastirilmali genomik olarak da isimlendirilen direkt
karsilagtirma yapilmasi metabolik yolaklarin ve virulans ile iligkili genlerin yerine
saptanabilmesine izin vermektedir.

Glinlimiize kadar dizi analizi tamamlanmis funguslarin biiyiik cogunlugu énemli

biyolojik patojenler (C.albicans, A.fumigatus ve Cryptococcus neoformans) ya da
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biracilikta/ fermentasyonda goérev alan yardimci tiirler (S.cerevisiae ve Aspergillus
niger) dir. Bu yiizden dizilenen tiirlerin filogenetik dagilimi agisindan kasitsiz bir durum
vardir. Dizi maliyetinin diismesi ve kismen kii¢ciik genom boyutlar1 nedeniyle tiim
fungal filumlardan birkag yil i¢inde fungal evrim ve patojenite hakkinda pek ¢ok soruya
yonlendirecektir ve siiphesiz tibbi ve biyoteknolojik potansiyele sahip yeni proteinlerin

kesfinde yardimci olacaktir [1,2].
2.2. Fungal Teshisde Molekiiler Calismalarin Onemi

Molekiiler tanimlama yontemleri, gelismekte olan teknolojinin mikrobiyoloji
alaninda sundugu en 6nemli yeniliklerden biridir [14]. Son on yilda klasik yontemlerin
yant sira birka¢ molekiiler teknigin pek ¢ok avantajla beraber gelismis ve yeniliklere yol
acmistir [15]. Bunlarin i¢inde ise en ¢ok kullanilanlar1 “PCR” ve “Filogenetik
Analizler” dir [16-18].

Filamentli funguslar yillardan beri morfolojik olarak simiflandiriimaktadir.
Ekolojik tiirler ¢ogu zaman 6zel bir nise uyumuna gore veya bitki patolojisinde bazi
tiirler konak hastalik semptomlarina goére ve konak ile baglantili olarak tanilanmistir.
Morfolojik, ekolojik ve patolojik tiirler fonksiyonel ve yapisal yetenekleri ile ilgili
fenotipik karakteristiklerine gore tanilanmistir. Tim bu sorunlarin dizeltilme
stratejilerinde tRNA genlerinin karsilagtirllmali dizi analizlerinin yapilmasinin
gerekliligi ortadadir [19]. Sonug olarak klasik yontemler ile tanimlamalarda yasanilan
problemler, giinlimiizde gelistirilmekte olan ¢esitli molekiiler yontemler ile ¢oziilmeye
calisilmaktadir. Bu yontemler sayesinde gerek bilimsel, gerek endiistriyel, gerek toplum
saglig1 agisindan 6nemli olacak geligsmeler s6z konusu olabilecegi gibi analizlerde dogru
ve hizli sonu¢ almmmasi saglanacagindan, bu yontemlerin iyi ve kotii yonlerinin

arastirtlarak optimizasyonun saglanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir [14].
2.2.1. PCR

1980°’1i yillarda Kary Mullis tarafindan gelistirrilen PCR; DNA polimeraz
enziminin kullanilmasiyla in vitro sartlarda DNA ¢ogaltilmasini ifade etmektedir. PCR,
hedeflenen DNA bdlgesinin milyonlarca kopyasini bir iki saat gibi kisa siirelerde
olusturabilen bir tekniktir PCR’da DNA polimeraz enzimi yardimiyla genomun tamami

degil, spesifik bolgelerin kopyalanmasi gerceklestirilir. Hangi bdlgenin ¢ogaltilacag ise

10



calismanin amacina ve kullanilan yonteme baglidir. PCR yonteminin uygulanabilmesi
icin teorik olarak tek kopya DNA bile yeterli goriilmektedir [20]. Eger belli bir DNA
bolgesinin uglarindaki niikleotid dizileri biliniyorsa, bunlarin arasinda kalan parga
polimeraz zincir reaksiyonu ile dogrudan g¢ogaltilabilir. PCR kontrollii bir sekilde ¢ift
zincir DNA molekiiliinlin birbiri ardi sira denatiire edilmesi ve komplementer tek
zincirlerin hibridizasyonu 06zelligine dayanir. Tipik bir PCR protokoli DNA
molekiillerinin 1s1 ile denatiire edilmesi ile baglar. Bundan sonraki asamada, yiiksek
miktarlarda hedef DNA molekiillerinin 3' uglarina komplementer olan iki sentetik
oligoniikteotid denatiire olmus DNA’ya eklenir ve 1s1 50-60 °C’ye disiiriiliir. Cok
yiksek konsantrasyonda olan bu 0zgiin oligoniikleotidler DNA 06rnegindeki
komplementer dizilerle hibridize olurken, uzun kalip DNA zincirleri disiik
konsantrasyonda olduklart1 i¢in  birbirinden ayr1  kalirlar. Hibridize olan
oligoniikleotidler, boylece, deoksiniikleotidler ve Thermus aquaticus  (sicak su
kaynaklarinda yasayan bir bakteri)’den izole edilen polimeraz gibiisiya direngli bir
polimerazin varliginda DNA zinciri sentezlenmesi i¢in primer olarak islev goriir. Tag
polimeraz ad: verilen bu enzim, 95 °C sitildiginda bile etkinligini korur ve 72 °C’ye
kadar olan sicakliklarda primeri sentezle uzatabilir. Sentez tamamlandi§i zaman bu
karisim yeni olusan DNA ¢ift sarmallarin1 denatiire etmek iizere 95 °C’de sitilir. Is1
tekrar distiriildiikten sonra, yeni bir sentez dongiisii baslar. Ciinkii ortamda hala asiri
miktarda primer bulunmaktadir. Tekrarlanan denatiirasyon (1sitma), onu izleyen
hibridizasyon ve sentez (sogutma) dongiileri, kalip dizileri hizli bir sekilde ¢ogaltir. Her
dongiide primer dizileri arasindaki bolgelerin kopya sayist iki kat artar; bu nedenle
istenilen bir dizi Ustsel olarak ~ 20 dongiiden sonra yaklasik bir milyon kat artarken,

orijinal DNA 6rnegindeki diger diziler ¢ogaltilmazlar.
2.2.2. Genomik DNA nin Spesifik Bir Parcasinin Dogrudan izolasyonu

Genomunun tiimii ya da biiylik bir kisminin dizisi belirlenmis olan canlilarda,
ilgilenilen spesifik bir DNA bélgesinin klonlanmak iizere elde edilmesi igin en kolay
yol total genom DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR c¢ogaltimidir. Bu uygulamada,
ilgilenilen 6zgilin genom bdlgesinin uglarindaki dizilerle hibridize olacak ve 06zgiin
restriksiyon enzimleri tarafindan taninan dizileri igerecek sekilde iki oligoniikleotid

primer tasarlanir. Istenilen hedef dizi yaklasik 20 PCR déngiisii ¢ogaltildiktan sonra
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uygun restriksiyon enzimleri ile kesilir ve bu par¢a ¢oklu baglanma bolgesi ayni
restriksiyon enzimi ile kesilmis bir plazmit vektdre etkin bir sekilde baglanabilir. Ayni
genom DNA pargasini tasiyan rekombinant plazmitler, daha sonra E.coli hiicrelerine
klonlanabilir. PCR’da beli iyilestirmeler yapilarak 10 kb’dan daha biiylik DNA parcalar1
da bu sekilde ¢ogaltilip klonlanabilir.

Bu yoOntemin, genom DNA’sindan elde edilmis ¢ok sayida restriksiyon
parcalarinin klonlanmasi ve daha sonra ilgilenilen spesifik pargay1r bulmak i¢intiim bu
parcalarin taranmasina gerek yoktur. Bu yonii ile PCR yontemi, geleneksel yaklasimi
tersine ¢evirmekte ve bdylece en sikici yoniinii ortadan kaldirmaktadir [2].

Mikoloji alaninda ilk PCR uygulamasi 1990 yilinda White ve ark. Tarafindan
funguslarin taksonomik ve filogenetik akrabaliklarini gdstermek i¢in rRNA’nin direkt
dizi analizi ve amplifikasyonu ile yapilmistir. rRNA dizileri yasayan tiim hiicrelerde
bulundugundan ve ayn1 gorevi iistlendiginden taksonomik ve filogenetik ¢aligmalar igin
siklikla kullanilmaktadir [21].

Standart olan DNA bazli molekiiler teknikler standarttir [22] ve buna goére su
islemler yapilir; DNA bir fungus dokusundan ekstre edilir kiiltiire alinir, siklikla
bununla ilgili olarak ulagilabilir kitler kullanilmaktadir.

Ekstre edilen DNA’nin yalnizca kiiciik parcalari, spesifik primerler kullanilarak,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile oldukga biiyiik pargalar elde edilir [23].

Fungal tanida kullanilan hedef gen bolgeleri su sekilde siniflanabilir (Sekil2.1.) ;

-Universal Fungal genler: rDNA genleri; 18S, ITS1 ve 2, 5,8S, 28S, 5S, IGS

-Tek Kopyali Genler: Aktin genleri, Alkalin-proteaz (ALP), Citin Sentaz, GP43,
Lanosterol-a-demetilaz (L1A1), URAS, SAP, B glukan sentaz (FKS), Histon

-Cins veya Tiire Ozgii Primerler: 18S, ITS1 ve 2, 28S rDNA, mitokondriyal
DNA, Histon genleri [24].

Bununla beraber; DNA protokollii molekiiler siniflandirmada fungus tiirleri i¢in;
biiyiik ribozomal alt tinitenin yaklagik 400-600 baz cifti, ITS bolgesi, B-tubulin A gen
sekansi ya da EF-1a sekansi ve diger bazi protein kodlayan genler incelenebilir [25-29].

ITS1 ve ITS2 bolgeleri, her hangi bir protein igin 6zellesmemistir organizmaya
bagli olarak gecirilen rastgele mutasyonlar sonucu gen bolgeleri barindirir. Bu iki bolge

arasindaki farkliliklar farkl tiirlerin ortaya ¢ikarilmasi icin elverislidir. Bundan sonra ki
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asamada, bilgisayar programlar1 ile (GenBank vs.)gen boélgeleri karsilastirilir farkli

arastirmacilarin da bu sekilde kullanmalar {izerine, veri tabanlarina gegirilir [23].
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Sekil 2.1.Fungal tanida kullanilan hedef gen bolgelerin sematize edilisi.

PCR’1in fungal genetik, sistematik, ekoloji ve toprak mikrobiyolojisi, bitki
patolojisi, medikal mikoloji, fungal biyoteknoloji vb. gibi mikolojinin bir¢ok alaninda
genis uygulamalari yapilmaktadir [21].

PCR i¢in farkli birka¢ dizi olmasma ragmen, rRNA genleri tim DNA’lar
cogaltabilen yiiksek oranda korunmus bolgeleri ve tiir diizeyinde tanimlamay1 saglayan
oldukca korunmus bolgeler igerdikleri i¢in en uygun hedef bolgelerdir. Diger bir
avantaji rRNA genlerinin PCR’1n hassasiyetini artiran yiiksek kopya sayisinin olmasidir
[30].

Onceki yapilan calismalarda Aspergillus un pek ¢ok molekiiler teknige dayali
teshisler i¢in kullanilan fungal rRNA genleri degerlendirilmistir [31-34].

2.2.3. Funguslarin Molekiiler Filogenetik Analizi

Filogentik analizi, yaygin bir ata soyundan gelen tiirlerin sorlar1 hakkindaki
hipotezlerin test edilmesi siireci anlamindadir. Daha pratik bir anlamda ise, bu analizi
mevcut organizmalarin yakin iligkilerini belirlemek ve organizmalar1 evrimsel soylar
kapsaminda bir yere koymak i¢in kullanilir. Bahsi gecen ikinci anlam, okuyucularin

daha fazla ilgilendigi durum olup, bu béliimiin amaci olacaktir.
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Organizmalar arasindaki iliskilerin evrimsel aragtirmasi bigiminde tanimlanan
filogeni, geleneksel olarak Onerilen fenotip iliskilerine dayali olarak, organizmalarin
taksonomik simiflandirilmasi olan sistematiklerin gizli bir boliimidiir. Filogenetik
analizde onsel bir varsayi, mevcut iki organizmanin ortak bir ataya sahip olmasidir.
1965°de, Zuckerkandl ve Pauling [35] farkli tiirlerden gelen benzer protein dizileri
arasindaki mutasyon oranini benzer yapida oldugunu gostermislerdir. Evrimsel zaman
cetveli lizerinden, benzer protein dizileri farklilik gostermekle beraber, soylar arasinda
karsilastirma yapabilmek icin yeterli benzerliklerini de korudular. Zaman igerisinde iki
organizma birbirinden uzaklastik¢a, protein dizileri de o kadar birbirinden farkli
olacaktir. Bu gozlem, “Modern Molekiiler Filogenetik Yenilenmesi”’nin temelini
olusturmustur.

Molekiiler filogenetik analizi, hizli DNA dizilenmesinin olusumu ile daha
yaygin hale gelmistir. Sonug¢ olarak bu durum yasayan tiim organizmalar arasindaki
filogenetik iligkilerin biiyiikk degisimine Onciiliik etmistir [36]. O giinden bugiine,

filogenetik analizi i¢in yararli olan molekiiler dizilere ait biiyiik veritabani yaratilmistir.
2.2.3.1. Filogenetik Belirleyiciler

Coklu gen ve tim genom filogenleri ortaya g¢ikmaya baslasa da [37,38]
filogenler sikga tek bir genin karsilagtirllmasindan yeniden olusturulur. Bu yaklagimin
gizli bir varsayimi, tek bir molekiiliin bir organizmanin filogeninin giivenilir ve yararl
bir gosterimini saglamasidir. Bir arastirmacinin  uygun molekiiler bir filogen
olustururken ilgilendigi ilk sey, uygun bir molekiiler belirleyicinin se¢imidir. Tim
molekiiller, iyi bir filogenetik analizi i¢in esit derecede uygun degildir. Belirli olabilir,
fakat iyi bir filogenetik belirleyici ilgilenilen simiflarin tiimiinde var olmalidir. Tiirler
arasi ya da tiirler i¢i karsilastirilan gen, ayn1 zamanda benzer olmalidir.

Benzerlik, genin incelenen simiflar arasinda ortak evrimsel bir kaynaga sahip olmasi
anlamina gelir. Gen dizileri benzer ya da farklidir. Bu terimi, gen dizileri arasinda
paylasilan benzerlik yiizdesine karsilik olarak kullanmak uygun olmayabilir. Ortholog
genler, dikey olarak transfer edilir ve takson igi filogenetik yenilenmesi igin en
uygunudur. Diger yandan, gen kopyalanmasindan ortaya ¢ikan paralogous genler,
degisim oranlarinin arastirilmasinda, ortholog agaclarinin olusturulmasinda ve taksonlar

arast farkliligin tanimlanmasinda en yararli olamidir. Ornegin, yasayan organizmalarin
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(Bacteria, Archea ve Eucarya) Oonemli alanlarinin her bir {iyesinde var olan EF-Tu
genleri, tanim geregi ortholog genlerdir. Ek olarak, EF-Tu ve EF-G birbirinin
paralog’udur ve oOnemli alanlarin her biri arasindaki filogenetik iligkilerin
belirlenmesinde kullanilan gen giftlerininin biridir. Xenologlar, yatay olarak transfer
edilen genlerdir ve organizmalarin filogenlerini anlamada uygun degildirler.

Filogenetik belirleyiciler, zaman iizerinde tutarli bir degisim orani ortalamasi ortaya
koyarak molekiiler siiredlger gibi davranirlar. Molekiiliin yeterli korunan o6zellikleri,
benzer diger molekiillerle diizen i¢inde olmasini kolaylagtirmak i¢in elde tutulurken;
ideal olarak bu mutasyonlar, korunacak molekiill boyunca rasgele olarak dagilim
gosterirler. Smiflar arast ayrisma icin istenen diizey, uygun filogenetik belirleyicinin
secimi temeline dayalidir. 16StRNA ve 23SrRNA arasindaki genler arasi kopyalanan
“spacer” alani, Ornegin; sec¢ici basingtan goreli olarak bagimsiz ortaya cikar ve bu
yiizden cabucak genislemeye aciktir. Bu dizine dayanan filogenetik karsilagtirma,
diziler arasinda ayirt etmede uygun olabilir, ancak tiir karsilagtirmasi i¢in uygun
degildir. Sonug olarak, filogenin istatistiksel olarak saglam gosterimini saglamak igin,
molekiil yeterli bagimsiz genisleme pozisyonlar1 i¢ermelidir ve ilgilenilen cesitliligin
genisligini temsil etmelidir.

Niikleik asit ya da amino asit dizileri, filogenetik analizi i¢in en ¢ok kullanilan
molekiillerdir. Filogenetikte, niikleik asitlerin kullanimi, niikleik asit dizilenmesinin
hizli, ucuz ve giiclii olmas1 avantajina sahiptir. Bunun yaninda, Ribozomal Veritabam
Projesi (Ribosomal Database Project) (Ek A) gibi biiyiik veritabanlarinin mevcut
olmasi, filogenetik analizini kolaylastirir. Proteinleri direkt olarak dizilemek miimkiin
olsa da, bir genin niikleik asit dizisini belirlemek ve filogenetik analizinde kullanilan
protein dizisini ¢ikarmak daha yaygindir. Bu durum, hata olasiligini gosterir, ¢iinki
analiz, orijinal veriden c¢ikarilan bir asamadir. Aktarim tarafindan kazanilan diizen
netligi, sik¢a hata olasilig1 icin esitlenir dengelenir. Amino asit dizileri, her bir kodon
icin ti¢giincii niikleotid yerlesimindeki yiiksek degiskenlik derecesinden dolayi, temel
niikleik asit dizilerininden daha ¢ok korunur olmaya egilimlidir. Ugiincii yerlesim
degiskenligi, filogenetik analizi temel niikleik asit dizisi lizerinde gergeklestirilirse
niikleik asit degisim modellerinin karmasiklifinda anlamli bir artisa gereksinim
duyabilir. Bu yiizden, protein kodlama genlerinin filogenetik analizinin, amino asit

diizeyinde gerceklestirilmesi Onerilir.
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Jel paternlerine dayali filogenler (restriction fragment lenght polymorphism
[RFLP], terminal RFLP, amplified ribosomal DNA restriction analizi, denaturing
gradient gel electrophoresis, temperature gradient gel electrophoresis) benzer siif gibi
ele almabilir. Smif olarak, bir restriksiyon veya baslangig boélgesinin kaybedilmesi
olasiligimin, bir birimin elde edilmesi olasiligindan daha fazla olmasi smirliligina
sahiptir. Bunun yaninda, bir jel {lizerindeki her bir restriksiyon bolgesinin gosterimi,
diger restriksiyon bolgelerinden bagimsiz degildir. Ornegin, bir restriksiyon bdlgesinin
kaybedilmesi, ii¢ karakterdeki belirgin net degisim i¢in iki restriksiyon pargasinin
ortadan kalkmasi ve daha biiylik tek bir parcanin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir. Bir
restriksiyon bolgesinin yoklugu, iki organizmanin yakin bir evrimsel iliskiden yoksun
olmasi anlamima gelmez. Bunun tersine, bir niikleik asit dizisi i¢indeki niikleotid
yerlesimindeki bir mutasyon, ¢evredeki niikleotidleri etkilemez. Molekiiler dizi degisim
modelleri, restriksiyon bdlgelerinin kaybini kargilamak igin gelistirilmistir [39,40,41].
Restriksiyon endoniikleaz pargalarini ve iliskili yapilari kullanmanin ek bir dezavantaji,
iligkili birkag banttan olusmasidir ve bu yiizden biiyiik dizi-temelli analizlerinin

giiclinden yoksun kalir.
2.2.3.2. Funguslarin Dizi Analizine Dayalh Tamimlanmasi ve Simiflandirilmasi

Gen dizi bilgilerinin, kiiltiirde tiremis fungus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in veya
kan, doku gibi Orneklerde etken mantarin gosterilmesi ve tanimlanmasi amaciyla
kullanimi, giiniimiizde fungus enfeksiyonlarinin tanisi yoniinden gittikce daha g¢ok
onem kazanmaktadir. Buna ek olarak, dizi verilerinin bilinmesi, in vitro tan1 yontemleri
arasinda onem kazanan, molekiiler problar ve diger yeni tekniklerin gelistirilmesi i¢in
de gerekmektedir. Funguslarin tanimlanmasinda iki temel yaklasim vardir.
Tanimlanmasi gereken funguslarin gen dizileri, veri tabanindaki diger dizilerle
karsilastirilir.

Gen dizi verilerine gore tasarlanan molekiiler problar, klinik 6rnekte dnceden
tanimlanmis olan tiirleri saptamak i¢in kullanilir. Gen dizi veri tabaninin tanimlanacak
mantarin dizisini igerip icermemesi; klinik Ornekte hedeflenen tiirlerin genomik
materyalinin bulunup bulunmamasi veya probun 6zgiilliigiine bagh olarak farkli bir
smiftan olan genomik materyalin bulunmasi ve bundan dolayr saptanamamasi, bu

yontemi kisitlayan faktorlerdir.
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Ekstraksiyon, hedef gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi ve bu bdlgelerin dizi analizi
cok sayida farkli mantar tiirtiniin tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Bu yontem ile
ilgili baslica kisitlayic1 faktorler, insan ve mantar DNA’s1 arasindaki ¢apraz etkilesimi,
analiz etmeyi saglayacak yeterli fungal DNA elde etme sorunu, ideal primerlerin se¢imi,
referans alinan hedef gen bolgesi dizisinin veri tabaninin biyiikligii ve kalitesidir. Bu
kisitlayict faktorlere karsin, gen dizi analizi, sadece Candida ve Aspergillus tiirleri gibi
en sik goriilen patojenleri saptamak icin tasarlanmis ola molekiiler problarin 6tesinde
bilgi saglamaktadir.

Geleneksel olarak, klinik laboratuvarlarda tanimlanma ve simiflandirma igin
tercih edilen fenotipik 6zellikler, kolay fark edilebilen veya dlgiilebilen 6zelliklerdir. Bu
ozelliklerin baglicalari, koloni morfolojisi ve belirli biyokimyasal reaksiyonlarin
sonuclaridir. Ancak, daha az 6nemli oldugu diisiiniilen baz1 fenotipik 6zellikler, aslinda
fenotipik ve genotipik bilgi arasindaki iliskiyi kurmak amaciyla kullanilmasi gereken
ozellikler olabilir. Fenotipik adaptif degisiklikler, iireyen yeni topluluklarin, yani
tiirlerin olusumun her zaman eslik etmeyeceginden, filogenetik olarak birbiriyle ilgisiz
olan mantarlarin, ayn1 ekolojik ortam iginde, morfolojik olarak benzer veya tamamen
ayn1 6zellikler gostermesi nadir degildir.

Bundan dolay1, ozellesme ve adaptif fenotipin birbiri ile iliskili olmasi
gerekmez. Ozellesme, fenotipik adaptif degisikliklere neden olmaz ancak farklilasmanin
bir parcas1 olmasini saglar. Bu nedenle, mikolojik siniflama semalari, basit morfolojik
testlerin 6tesine gecmelidir.

Mantarlarin siniflandirilmasinin esas amaci, bir grup mikroorganizmanin kendi
iclerinde birbiriyle olan filogenetik iligkilerini ortaya ¢ikarmaktir. Bunun igin,
ilgilenilen farkli tilirlerin taninmasi1 gerekir. Bu da morfolojik, fizyolojik, sekstiel
uygunluk verileri gibi geleneksel yontemler ile veya son donemlerde oldugu gibi dizi
analizi verileri ile yapilabilir. Ancak, o0zellikle morfolojik veya biyolojik tiir
kavramlarina dayanarak, farkli ve ¢ok sayidaki tiirleri, 6nceden belirlenmis bir cins ve
tir adi altinda toplamak zorlu bir yaklagimdir. Bilinen ve giivenilir kriterlere gore
smiflama semasi bir kez yapildiginda, funguslarin tanimlanmasina yardimci olacak

onemli bir ara¢ olusturacaktir.
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2.2.3.3. Genetik Simiflama Yaklasimlari

Bir fungus susunun rRNA dizisini belirlemek i¢in 6nce o sus iretilir ve niikleik

asit ekstraksiyonu yapilir. X bolgesini amplifiye etmek i¢in, MicroSeq X LSU rDNA
(applied Biosystems, FosterCity, Calif.) fungal dizi analizi kiti gibi, bir PCR bir de dizi
analizi modiilii i¢eren ticari dizi analizi kitleri kullanilabilir. Elde edilen PCR iiriinlerine
dizi analizi yapilir. “cycle-sequencing” analizi iiriinleri, gel sisteminde elektroforez ile
(6rnegin, ABI Prism 377 DNA dizi analizi ve ABI Prism 4310 genetik analiz cihazlar
[Applied Biosystems) yapilir. Her mikroorganizma i¢in elde edilen elektroferogramlarin
diizenlenmesi ve arastirilan bolgenin dizisinin elde edilmesi i¢in MikroSeq mikrobiyal
tanimlama ve analiz programi (Applied Biosystems) kullanilir. Bu program, calisilan
bolgelerin dizilerinin, yar1 otomatize sekilde ve hizlica birlestirilmesini, kontroliinii,
diizenlenmesini ve filogenetik analizini saglamaktadir.
MikroSeq mikrobiyal tanimlama sistemi, niikleer rRNA gen diziliminde, her biri
yaklagik 1200 niikleotid uzunlugunda DNA dizilerinden olusan bir DNA kiitliphanesini
kullanmaktadir. rDNA diziliminde, 23S-benzeri genin gomiilii ekspansiyon segmenti
(ES), en degisken bolge olmasi nedeniyle tani i¢in hedef bolge olarak kullanilmaktadir.
D1’den D12’ye kadar numaralandirilmis olan 12 ES bdlgesi bulunmaktadir. Mantarin
tanimlanmasi, ii¢ en biiylik ve en degisken ES bdlgesinin tiim DNA dizisi ¢ikarilarak
yapilir. Bu dizi, sus diizeyindeki ayrim konusunda da bilgi verir. Bu bolgenin avantaji,
prokaryotlarda bulunmamasi, ¢ok degisken olmasi ve en biiylik bolgelerin biiyiik alt
tinitenin (BAU) 5’ucunda yer almasidir.

BAU geninin farkli bdlgeleri, ok yakin iligkili mantar tiirlerini ayrrmada basarili
olmaktadir [42]. On iki ekspansiyon segmentinden ilk licii (ES1, ES2 ve ES3), tiirler
arast genetik varyasyonun biiyiikk kismini icermektedir. Simdiye kadar yayimlanmig
veriler, niikleer rRNA gen dizilimi kopyalar1 arasinda, genom i¢i degisikligin hig
olmadigin1 veya ¢ok az miktarda oldugunu gostermektedir. Nadir polimorfik bolgeler,
dizilimdeki kopya homojenizasyon oraninin, yeni kopya varyantlar1 olusturacak
mutasyonlardan genellikle daha fazla oldugunu gostermektedir. Polimorfik niikleotid
bolgeleri, esas olarak tiamin ve sitozin bazlarimi icermektedir. rRNA dizilimi hedef
genin fungal genomu i¢in ¢ok sayida idantik kopya sagladigindan, bu dizilimin birlesik
evrimi rastlantisaldir. Dolayisiyla bu sistem, amplifikasyon ve dizi analizi teknolojileri

i¢in ideal bir sistemdir.
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Fungal ES bolgesindeki dizi degiskenlik paterni, daha iyi korunmus olan
degismeyen bolgelerde araliklidir. Bu degiskenlik paterni iyi anlasilmistir ve mayalar
gibi diger okaryotik mikroorganizmalarda bulunanla paralellik gostermektedir. Yaygin
degiskenlik paterninin yarari, basarili DNA dizi analizi yaklasimlarinin (baska bir
deyisle ekstraksiyon oligomerlerinin) tasarlanmasini saglamasidir. Belki de bundan
daha onemlisi degismeyen DNA dizi bolgelerinin, sirali algoritmalar i¢cin dayanak
noktasi1 olarak gorev yapmasi ve BLAST ve Needleman-Wunch karsilastirmalarinin

giivenilir sekilde yapilmasini saglamasidir.
2.2.3.4. Fungal Dizi Analizi Verilerinin Uygulama Alanlari

Gen dizisi verileri, tibbi ve ekonomik acgidan Onem tasiyan mantarlari
tanimlamak i¢in basariyla kullanilmaktadir. Niikleer ribozomal DNA (rDNA) dizilimi
kiiciik alt {inite (KAU) (18S-benzeri), BAU (238S,26S veya 28S-benzeri) ve 5.85 rRNA
genleri, 6karyottik mikroorganizmalarda PCR amplifikasyonu ve direkt dizi analizi igin
ideal bir hedef olusturmaktadir. Bunun nedeni, gen konversiyonu gibi molekiiler
islemlerle ¢oklu dizilim kopyalarinin homojenizasyonunun miimkiin olmasidir. 26S
fragmanlar1 mayalar ve bitkiler, 28S fragmanlar1 ise hayvanlarla iliskilidir [43,44].
rDNA dizilimi i¢inde, 23S-benzeri genin yukarda belirtilen ES bolgeleri, en degisken ve
dolayisiyla tantya en ¢ok yardimci olabilecek hedef dizileridir.

Funguslarin tanimlanmasi, en biiylik ve en degisken {li¢ ES bolgesinin tim DNA
dizisi kullanilarak yapilabilir. Bu dizinin kullanimu, tiirler arasindaki, hatta tiir i¢indeki
farkliliklar1 da ortaya koyabilmektedir. Histoplasma capsulatum izotlarinin, D-1’den D-
3’e kadar olan bolgelerinin (1200bg) degerlendirilmesi sonucunda Kasuga ve ark.’nin
onerdigi filogenetik tiirlerle yakin iligkinin oldugu gosterilmistir [45].

Funguslarin tanimlanmasinda tek gen dizisinin kullanilmasi, problemlere yol
acabilir ve dikkatle uygulanmalidir. Bir dizi, veri tabaninda bulunan diziyle
karsilagtirildiginda, olasilik sirasina gore bir siniflama listesi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
liste, pek cok farkli kokenden gelen genis bir mantar grubunu i¢ermektedir. Genellikle
yapilan, mantarin fenotipik 6zellikleri géz Oniine alinmaksizin, en yiiksek olasiliga
sahip sinifi segmektir. Bu sekilde yapilan tanimlama, test edilen sus biyokimyasal ve
morfolojik olarak incelenip mevcut 6zelliklerin 6nerilen tanimlamaya uyup uymadig

kesin olarak belirlenmedikge, yanlis sonuglara yol agabilir.
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Acgikga goriildiigii gibi bu sekilde bir tanimlama igin, mikoloji bilgisi ve
deneyimine gereksinim vardir. Ancak, genel uygulama, cogunlukla bu bilgi ve
deneyimlerden yoksun olarak yapilmaktadir. Tek gen analizine dayali sistemlerle
deneyim kazanildik¢a, bazi problemli tiirlerde karsilagilanlar basta gelmek iizere, bu

sistemin uygulamalart ile ilgili kisitlamalar daha iyi anlasilacaktir.

2.2.3.5. Taksonomik Yaklasimlar

18S rRNA genleri, filogenetige dayali evrimsel agaclart olusturmak igin
mikoloji alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. 18S rDNA dizileri, bu evrimsel
gelismenin korunma hizina bagl olarak, iliskileri ve yakinliklar1 ortaya ¢ikarmakta
yiiksek taksonomik diizeylerde yeterli bilgi saglayabilmektedir [44] 23S rDNA verileri,
genomun bu kismimin, g¢esitlli taksonomik diizeylerdeki iliskileri ¢oziimlemede
giivenilir olabilecegini gostermektedir. Ancak, molekiiler tanimlamada, tek genom
fraksiyonunun kullanilmasinin dogru sonu¢ elde etmede g¢esitli sorunlara neden
olabilecegi ortaya konmustur [46].

rRNA genlerinin, niikleer kiiciik alt tinite ve kismi biiyiik alt tnite dizileri
toparlanabilir ve ¢oklu siralama algoritmalar1 kullanilarak siralanabilir. Daha sonra bu
veriler, filogenetik analiz yapilmadan 6nce, en yiiksek olasilik ve en yiiksek benzerlik
yontemleri kullanilarak birlestirilebilir. Sonraki analizlerde, bu verilerden evrimsel
gelisim modelinin parametreleri i¢in Ongodriide bulunulabilir ve ML degerlerinin

hesaplanmasi i¢in bilisim ortamina dahil edilebilir [47].

2.2.3.5.1. Blast

Orijinal sorgu bilgisi cevre esiginin lizerinde bir bilgi ile eslesir. BLAST
algoritmi daha sonra bu eslesmeyi, eslesmelere eslesme skoru, yanlis eslesmeler ve
bosluklar ekleyerek her iki yonde ilerletir. Eslesmenin maksimal uzunlugu eslesmenin
kiimtlatif skoru ile eslesen pozisyonlarinin sayisinin ¢arpimi ile bulunur. Eslesme
uzamasi, yanlis eslesme sayisinin eslesme kiimiilatif skoruna diismeye baslayana kadar
devam eder. Eger bu diisiis yeteri kadar biiylikse (asagida tanimlanan X degeri) eslesme
islemi biter ve eslesme sonucu yliksek — skorlu segment ¢ifti (HSP) olarak isim alir.
Algoritm ile belirlenen bir skor esigini eger HSP gegebiliyorsa eslesme BLAST sonug

sayfasinda rapor edilir.
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Son olarak HSP’nin biyolojik 6nemi tanimlanir. BLAST HSP sayisi
hesaplamak icin yalnizca sans eseri S den daha biiyiik olacak E- degerini kullanir.
Diisiik degerlerdeki E’ nin biyolojik 6énemi biiyiik olur, HSP’nin yanlis pozitif olup

olmadigini kontrol eder.

2.2.3.5.2. Fasta

BLAST gibi FASTA da, DNA ya da protein dizilerinin hizli karsilastirmalarini
yapan ve veritabani benzerlik aragtirmalari i¢in yararlanilan algoritmanin siklikla
kullanildigr ilk programdir.

FASTA, veritaban1 dizisinden sorgu dizisinin alt dizilerine 6zel bir bilgi
uzunlugu yukarisinda alt dizileri yerlestirerek baslar. FASTA’ da bilgi uzunlugu
parametresi ktup olarak adlandirilir ve BLAST taki W degerine es degerdir. FASTA
bakiyelerin eslestigi yerde bir nokta alan iizerinde capraz ¢izgiler iiretir. FASTA
algoritmi daha sonra eslesme matriksi i¢cinde g¢apraz bolgelerin yerini belirler. Bu
matriks miimkiin oldugunca kisa araliklar ile birbirinden ayrilan pek ¢ok Kkutup
eslesmesi tasir. En yliksek skora sahip 10 ¢apraz bolge ayrilir ve bosluklar igermeyen
yiiksek skorlu lokal eslesmelere karsilik gelir.

FASTA daha sonra birlikte katilim saglayarak eslesmenin tiim uzunlugunu bu
sekilde arttiran komsu ¢aprazlarini belirler. Bir boslugun katilimi ile bagl her bir ¢apraz
cagirilir ve tiim skor bireysel ¢aprazlarin net skorunun eklenip, bosluklarin ¢ikarilmasi
ile bulunur. Genisletilmis caprazlarin skoru initn olarak isim alir. Biitiin genisletilmis
caprazlar skora bagli olarak siralanir ve bir lokal eslesme stratejisi kullanilarak en
yiiksek skorlu olanlar optimal olarak belirlenir. Son olarak FASTA, sorgu dizisi gibi
kompozisyonlar1 ve benzer uzunlukta olan diger dizilerin rastgele eslesmesinin 6nemini

belirler ve bir eslesmenin rastgele olusmasindaki sansin olasiligini hesaplar.

2.2.3.5.3. Coklu Dizi Karsilastirmasi

Coklu dizi karsilastirmast (MSA), DNA’ya da protein aileleri arasinda i¢
iligkileri saptamamizi saglayan bir metodtur. “pairwise alignments” teknikleri
veritabanlarinda homologlar1 belirlemek ve iki dizi arasinda korunmus dizileri agiga
cikarmak i¢in kullanmishiyken bu teknikler MSA kadar bilgi verici degildir. MSA

yiizlerce dizi arasinda korunmus bakiyeleri/ domainleri saptama yetenegine sahiptir, bu
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Ozellik 6nemli evrimsel ve fizyokimyasal siireglere 151k tutabilir. MSA filogenetik
analizlerde ilk basamaktir ve DNA amplifikasyonu i¢in primer dizayninda siklikla
kullanilir. MSA bilgisayar teknolojisini BLAST ve FASTA’ nin pairwise stratejilerine
gore daha yogun kullanilir. MSA’ y1 kullanan en yaygin algoritmlerden biri
CLUSTAL’dir ve ilgilenilen tiim dizileri etkin sekilde eslestiren ilerleyici eslestirme
kullanir. CLUSTAL 3 ana basamak izler:

1.Pair-wise eslestirme kullanilarak farkli dizilerin birinin digerine nasil yakin iligkili
oldugunun ilk degerlendirmesi

2.Pair-wise eslestirme skoruna bagli olarak rehber bir agag olusturulur.

3.Filogenetik agac rehberliginde dizilerin baglantis1 yapilir. Ilk olarak yakin iliskili
diziler daha sonra ek diziler ve guplar eslestirilir.

CLUSTAL birka¢ sayida eslesme bosluklar1t uygulayarak kendi ilerleyici
baglantilarini diizeltir. Ornegin, bosluk insersiyonu ve uzama bosluklar1 daha ¢ok bir
hidrofilik bdlge igindeki bir bosluk ihtimalini yansitmak i¢in ortaya ¢ikar ¢iinki
bosluklarin sik oldugu yerlerde rastgele halka bolgeleri ya da genellikle ilmekler
vardir. Benzer olarak bakiye-spesifik bosluklar da zorunludur ¢iinkii 6rnegin glisince
zengin olan domainlerin bir komsu bosluk tasima olasiligi daha fazlayken valin

tagtyanlarinki daha azdir.

2.2.3.5.4. Genomik ve Fungal Yasam Agaci

Filogenetigin amaci popiilasyonlar, tiirler, bireyler ya da genlerin bir dizi
diizenleme igine alarak aralarindaki evrimsel iliskiyi ortaya c¢ikarmaktir. Tiirler
arasindaki tarihsel evrimsel iliskinin anlasilmasi igin genellikle bir evrim agaci
kullanilmaktadir. Fungal sistamatiklerin vejetatif hiicre morfolojisi, sekstiel basamaklar,
biliylime testleri ve fermentasyonun fizyolojik yanitlar1 gibi geleneksel yontemleri
mantar tlirlerini ayr1 genera (cins) ve ailelere bolmiistiir. Fungus fosil kayitlar1 yetersiz
oldugundan ve mantarlarin az morfolojik 6zellik gostermesinden dolay1 altarnatif bir
aragtirma yontemine ihtiyag duyulmaktadir. Fungal sekans verileri (RNA, DNA ve
protein) tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi ortaya ¢ikarmak icin miitkemmel bir sekilde
kullanilmistir. Birgok durumda, siralanmis sekanslar aralikli matriks gibi islenmistir.
Birbirine ¢ok benzeyen tiirlerin kiigiik uzakliklart bulunurken birbirinden uzak iliskili

tirlerin daha biiylik uzaklik 6lgiileri bulunacaktir. UPGMA, minimum evoliisyon ve
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komsulugu katilm gibi filogenetik algoritmalar uzak matrisli filogenetik agaglari
gostermek i¢in kullanilmaktadir.

Fungusun hayat agacina miidahale icin filogenetik marker se¢imi tartismali bir
konudur. incelenmekte olan tiirlerin genelinde filogenetik markerlar her yerde olabilir
bununla birlikte tek kopya icinde bulunurlar, yavas gelisen bolgeleri bulunur ve
birbirine benzemeyen HGT’ lere maruz kalirlar. Bu sebeple, fungal organizmalar
arasindaki kabul edilen iliskilerin énemli bir kismi 18S ribozomal DNA kullanilarak
belirlenir. Fakat tek gen analizleri tiim bir organizmayi yansitan evrimsel bir hikayeye
sahip filogenetik belirteclere dayanir. Ayrica bireysel genler sinirli sayida bolge
icerdiklerinden kendi dongiilerinde smurlt kararliliklart bulunmaktadir. Tek gen
filogenisi i¢in alternatif bir yaklasim multigen filogenisidir.

Bunu yapmak i¢in 2 adet ¢ok yaygin kullanilan yontem bulunmaktadir: Sirali
multigen filogenisinin yeniden yapilanmasi ve siiperagac analizi.

Multigen birlestirmesi daha biiyiik siiper bir uyumluluk vermek i¢in ¢ogu sirali

genin birbirine eklenmesidir. Verilerinin birlesmesi kendi bilgi vericiliklerini
arttirmakta, nodlar1 ¢6zmeye yardimecr olmakta, basal dallanma ve filogenetik
dogrulugunu gelistirmektedir. Sayisiz tiir filogenisi evrensel olarak dagitilan genlerin
birlesmesiyle elde edilmistir. Son zamanlarda Fungal Hayat Agaci1 Birligi, fungal
krallig1 evrimsel tarihg¢esini yeniden diizenlemek i¢in 199 fungal tiiriin 6 referans genini
(18S,rRNA,28S rRNA, 5.8 S rRNA, elegation faktor alpha-1 ve 2 RNA polimeraz 1l alt
tinitesi (RPB1 ve RPB2) kullanmaktadir.
Bu analizler tiim fungal floranin evrimsel tarthgesini gosterdigi gibi karasal funguslarin
cesitlendirilmesine Onciilik eden erken dagilan mantarlarin  spor kamgilarimi
kaybetmelerine (hala varligin1 siirdiiren chytrids) rastlayan yeni spor dagilim
mekanizmalariin gelisimini de gostermektedir.

Stiperaga¢ metodlari ise, tiim veri girisi yapilmis agaglari alir ve tek bir temsili
tiurler filogenisi olusturur. Bireysel veri girisli agaglar tekli genlerden koken alir.
Karsilagtirmali fungal genomik analizler biitiin fungal genlerin %1 den azmnin evrensel
dagilmis genler oldugunu gostermistir. Bu durum multigen filogenilerini yeniden
yapilandirdigimizda funguslarda bulunan %99 geni yok sayacagimiz anlamina
gelmektedir. Ideal olarak biz gen verilerinin  %100’{inii kullaniriz. Iste siiperagac

metodu bunu yapmamizi miimkiin kilar.
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Stiperagac metodlar1 bir taksanin kismi ya da tiimiiyle ¢akisan setlerini tasiyan
veri girisi yapilmis agaglarin bir setinden bir filogeni iiretir. Boylelikle siiperagac
metodlar filogenetik agaglarin bir setinin veri girisi olarak alinir. Analizlerin bu tipi
kullanilan genleri sayisint maksimuma ¢ikaran filogeni verir, boylece tiim bir genom
dogru temsil edilir.42 tane tamamlanmis fungal genomun bir sliperaga¢ analizi 4805
bireysel gen ailesini tanimlamistir. Her bir gen ailesi igin bireysel filogeniler yeniden
yapilandirilmis ve bu tiim set siiperaga¢ teknigi olarak Ozetlenmistir. Bu analiz
Saccharomycotina igerisinde C.albicans’t igeren bir monofiletik simif bulundugunu
gostermistir ve yakin iligkiler tanimlanmistir.

Stiperagac teknigi, filogenetik analizlerde giinden giline yaygin hal gelmektedir
ve su an ulagilabilir olan fungal genomlara ek olarak yeni fungal yasam agaglarinin

yapilandirilmasinda kullanish olacaktir.

2.2.3.5.5. Online Fungal Genomik Kaynaklar

NCBI (National Centre for Biotechnology Information genel dizi veritabanlarina
(GenBank gibi) ev sahipligi yapan, biyolojik sonuglari destekleyen uygulamalarla
iligkili biyoinformatik bir aractir. NCBI 6zel bir fungal genom boliimiine sahiptir
(Fungal Genomlar Merkezi, FGC).

FGC, su an calisiliyor olan ya da tamamlanmis 309 fungal genom dizileme
projesine direkt olarak baglanti sagladigi gibi BROAD ya da Wellcome Trust Sanger
Institute gibi fungal dizileme merkezleri tarafindan olusturulan yeni okunmus dizilere
baglant1 saglar. 80 fungal mitokondrinin tiim dizileri su an indirilebilir durumdadr.
NCBI tarafindan ev sahipligi yapilan ulasilabilir fungal genomik veri tabanlarinin
tiimlinde arastirilan genin bir fungal BLAST arastirma kolayligt su an mevcuttur.
Timiiyle dizilemesi tamamlanmis fungal genomlar arasinda homolog saptamasi i¢in
olusturulmus otomatik bir sistem de vardir. Su ana kadar 9000’den fazla fungal gen
ailesi kataloglanmustir.

FGC, NCBI veritabaninda molekiiler verilere sahip tiim fungal organizmalara ait

filogenetik soylar1 ve isimleri igeren bir taksonomi arastirma miihendisligine sahiptir

[1].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Aragtirma materyali, laboratuvar ortaminda saf kiiltir olarak stoklanmig bazi
mikrofunguslardir. Bununla beraber 6rnekler cins diizeyinde morfolojik olarak 3 farkli
gruba ayrilmistir. A grubunu olsturan mikrofungus o6rnekleri 21 adet, B grubunu
olusturan mikrofungus 6rnekleri 35 adet, C grubunu olusturan mikrofungus drnekleri ise
5 adettir. Toplam 6rnek sayist 61 adettir. A grubu mikrofungus drneklerinin molekiiler
teshisi i¢in “actin” gen bolgesine, B gurubu mikrofungus 6rneklerinin molekiiler teshisi
icin “B-tubulin” gen bolgesine, C grubu mikrofungus drneklerinin molekiiler teshisi igin
ise hem “actin” hem “B-tubulin” gen bolgelerine bakilmis ayn1 zamanda her {i¢ grup i¢in

de ITS gen bolgesine bakilmaistir.

3.2. Metod
3.2.1. Mikrofunguslarin Molekiiler Tanisi

Toplam 61 mikrofungus ornegi icin ilk asama olarak DNA izolasyonu
yapilmistir, ardindan Q-PCR ile actin ve B-tubulin gen bdlgelerine 6zgli primerlerle
beraber 0rnekler cogaltilmistir.

Molekiiler tani i¢cin son asama olarak da, dizi analizi ve filogenetik analiz

yapilmistir.
3.2.1.1. DNA izolasyonu

DNA Izolasyonu igin Biospeedy DNA Izolasyon Kiti (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilmistir. Kit protokolii asagidaki gibidir.

1. Bir mikrofiij tiipiine 400 ul Guanidinium thiocyanate (0.1 M Tris; pH 7.5)
eklenmis, daha sonra kati besi yerinden alinan fungi kolonileri kolonisi tamponun

i¢cine birakilmistir.
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2. Numune vorteksle 1 dk 3000 RPM'de karistirilmistir ve daha sonra 95°C’de 10 dk

inkiibe edilmistir.

3. Numune vorteksle 1 dk 3000 rpm karistirildiktan sonra tiip 14000 RPM’de 1 dk

santrifiij edilmis ve elde edilen {ist s1v1 yeni bir tiipe transfer edilmistir.

4. Elde edilen iist stviya 200 pl isopropanol eklenmis, iyice karigtirilmistir. Karigim
DNA Kolonu’na eklenmis, 1-2 dk beklenmis ve 12000 RPM de 1 dk santrifiyj

edildikten sonra alt s1v1 atilmistir.

5. Kolona 500 ul Yikama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5; 80% v/v
Ethanol) eklenmis, 12000 RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve alt stvi atilmigtir. Bu

adim iki defa daha tekrarlanmustir.

6. Kolon 12000 RPM de 1 dk bos santrifiij edildikten sonra steril yeni bir
mikrosantrifiij tiipe yerlestirilmig, 100 pl Coziici Tampon eklenmis, 1 dk oda
sicakliginda inkiibe edimis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve DNA izolatt

elde edilmistir.
7. Elde edilen DNA -20°C’de saklanmustir.

3.2.1.2. Gercek Zamanh (Real Time) PCR (Q-PCR)

Q-PCR i¢in Biospeedy Fungal Cesitlilik Calisma Kiti (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilmistir. Kit fungal 18S rRNA’nin 3 ucu kismi dizisi, ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2
bolgesinin tiimii ve 28S rRNA’nin 5’ucu kismi dizisi bolgesini hedefleyen ileri 5' TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' ve geri 5- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG
G-3' pimerlerini , B-tubulin genini hedefleyen ileri 5-TGG GCY AAG GGT YAY TAY

AC-3' ve geri 5-GGR ATC CAY TCR ACR AA-3' primerlerini ve aktin genini
hedefleyen 5'-TGG GAY GAY ATG GAN AAN ATH TGG CA-3've geri 5’ TCN TCG
TAT NCT NGC TNN GAN ATC CAC AT-3' primerlerini igermektedir.

Biitiin reaksiyonlarda Biorad CFX Connect (Bio-Rad Laboratories, Amerika)
kullanilmistir. Reaksiyon 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu,
0.1U Fast Start Tag DNA Polimeraz, 1x EvaGreen, 4 ng/ul kalip DNA ve her bir
primerden 0.5 pM igermektedir. Cihazda, primer ¢iftine 6zgii optimizasyonu saglanmig

Tablo 3.2’de verilen 1s1 dongiisii programi uygulanmistir. Q-PCR sirasinda sadece
26



istenilen irlinlin ¢ogaltildigini belirlemek i¢in 65°C - 98°C arasinda erime egrisi analizi

yapilmistir. Q-PCR datalar1 CFX Manager Software 3.0’da analiz edilmistir.
3.2.1.3. Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Dizi analizi i¢in Bioeksen firmasindan hizmet alinmistir. Elde edilen bakteriyel
amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemiyle, ABI prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da
(Applied Biosystems, ABD) belirlenmistir.

Dizi analizi ileri primerler kullanilarak, tek yonli gerceklestirilmistir. Elde
edilen diziler 4peaks yazilimi (http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile analiz
edilmistir. Dizilerin DNA Data bankasinda en ¢ok benzer oldugu diziler NCBI BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi kullanilarak belirlenmistir.
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Tablo 3.2. PCR Sartlar1

Tespit Formati Reaksiyon Hacmi

SYBR Green 20 ul

Programlar

Program Ismi I;g;ﬁl: Analiz Modu

On-inkiibasyon 1

Cogalma 45 Sayim

Erime Egrisi 1 Erime Egrisi

Soguma 1

Sicaklik Hedefleri

Hedef (°C) Okuma Bekletme Hiz Okuma
Modu (hh:mm:ss) (°C/s)  (°C basina)

On Inkiibasyon

95 00:10:00 4,8 -

Cogalma

95 00:00:15 4,8 -

53 00:00:15 2,5 -

72 Tek 00:00:30 4,8 -

Erime Egrisi

95 00:00:05 - -

65 00:01:00 - -

98 Siirekli - 0.5 10

Soguma

40 Tek 00:00:30 2,5 -

28




BOLUM 4

SONUCLAR

Toplam 61 mikrofungus 6rneginin molekiiler identifikasyonu i¢in yapilan DNA
izolasyonu, Q-PCR ile orneklerin ¢ogaltilmasi, dizi analizi ve filogenetik analizler
sonucunda ortaya c¢ikan mikrofunguslarin “Actin ve ITS” gen bdlgelerine gore
“Maksimum Identification” lar1 baz alinarak, tiir karsilastirilmasi yapilmis ve tabloda
gosterilmistir (Tablo 4.1.). Ayni sekilde “B-tubulin ve ITS” gen bolgelerine gore yine
“Maksimum Identification” baz alinarak mikrofungus tiirlerinin karsilagtiriimasi
yapilmis ve tabloda gdsterilmistir (Tablo 4.2.).

Karsilagtirma tablosunun ardindan, mikrofungus tiirlerinin akrabalik diizeyini
belirtmek ve incelemek amacl filogenetik agaclar ¢izilmistir.

Fungal cinslerin ilgili fen bolgeleri géz Oniine alinarak g¢izilen filogenetik

agagclar, Sekil 4.1-4.7 arasinda belirtilmistir.
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Tablo 4.1. Mikrofunguslarin Actin ve ITS gen bolgelerine gore karsilastirilmasi

ACTIN denticaton s dentifcaton
Al Alternaria alternata 815/838(97%) Al Alternaria alternata 555/558(99%)
A2 tiir tespit edilememistir A2 Alternaria alternata 550/557(99%)
A3 tiir tespit edilememistir A3 Lewia infectoria 579/586(99%)
A4 Alternaria alternata 713/729(98%) Ad Alternaria alternata 563/568(99%)
A5 Alternaria alternata 757/776(98%) | A5 Alternaria alternata 557/565(99%)
A6 Alternaria alternata 717/723(99%) | A6 Alternaria alternata 552/561(98%)
A7 Alternaria alternata 669/674(99%) | A7 Alternaria alternata 563/572(98%)
A8 tiir tespit edilememistir A8 Alternaria alternata 563/572(98%)
A9 Alternaria alternata 719/730(98%) | A9 Alternaria alternata 565/569(99%)
A10 | Cladosporium herbarum 602/624(96%) A10 tiir tespit edilememisgtir
All tiir tespit edilememisgtir All Acrodontium sp.1 4771478(99%)
Al12 tiir tespit edilememigtir Al2 Cladosporium herbarum 529/537(99%)
Al13 tiir tespit edilememisgtir Al13 Cladosporium tenuissimum 538/541(99%)
Al14 | Cladosporium tenuissimum 679/710(96%) Al4 Cladosporium tenuissimum 537/541(99%)
Al5 Cladosporium herbarum 732/734(99%) Al5 tiir tespit edilememisgtir
Al16 | Cladosporium tenuissimum 684/712(96%) Al6 Cladosporium tenuissimum 537/541(99%)
Al17 | Cladosporium tenuissimum 698/726(96%) Al7 Cladosporium tenuissimum 536/544(99%)
A18 | Cladosporium tenuissimum 732/735(99%) Al8 Cladosporium tenuissimum 532/536(99%)
Al9 tiir tespit edilememistir Al9 tiir tespit edilememistir
A20 | Cladosporium tenuissimum 748/779(96%) A20 Cladosporium tenuissimum 538/544(99%)
A21 Cladosporium herbarum 735/735(100%) | A21 tiir tespit edilememistir

Cladosporium

A22 cladosporioides 768/773(99%) A22 tiir tespit edilememistir
A23 tiir tespit edilememistir A23 | Cladosporium cladosporioides 538/543(99%)
C1 tiir tespit edilememistir C1l Trichothecium roseum 596/603(99%)
C2 Fusarium fujikuroi 774/780(99%) C2 tiir tespit edilememistir
C3 Acremonium implicatum 688/716(96%) C3 Acremonium implicatum 551/553(99%)
C4 tiir tespit edilememisgtir C4 Stereum gausapatum 613/616(99%)
C5 Aspergillus terreus 621/622(99%) C5 Aspergillus terreus 585/588(99%)
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Tablo 4.2. Mikrofunguslarin B-tubulin ve ITS gen bolgelerine gore karsilastirilmasi

; Maksimum Maksimum
B-TUBULIN Identification TS Identification
B1 Penicillium chrysogenum 734/738(99%) |B1 Penicillium chrysogenum 562/565(99%)
B2 tiir tespit edilememistir B2 Penicillium glabrum 559/565(99%)
B3 tiir tespit edilememistir B3 Penicillium chrysogenum 569/575(99%)
B4 tiir tespit edilememistir B4 Penicillium commune 566/570(99%)
Penicillium Penicillium
B5 brevicompactum 733/743(99%) | B5 brevicompactum 517/517(100%)
Penicillium
B6 tiir tespit edilememistir B6 brevicompactum 517/517(100%)
B7 Penicillium citrinum 672/677(99%) |B7 Penicillium citrinum 535/538(99%)
B8 tiir tespit edilememistir B8 Penicillium glabrum 561/567(99%)
B9 tiir tespit edilememistir B9 Penicillium glabrum 559/564(99%)
B10 tiir tespit edilememistir B10 tiir tespit edilememigtir
B11 tiir tespit edilememistir Bl11 tiir tespit edilememigtir
B12 tiir tespit edilememistir B12 Penicillium charlesii 551/569(97%)
B13 tiir tespit edilememistir B13 tiir tespit edilememistir
B14 tiir tespit edilememistir B14 tiir tespit edilememigtir
B15 tiir tespit edilememistir B15 Penicillium commune 570/574(99%)
B16 Penicillium viridicatum 667/690(97%) |B16 Penicillium commune 567/573(99%)
B17 Penicillium citrinum 386/389(99%) |B17 Penicillium citrinum 538/541(99%)
B18 Penicillium citrinum 378/383(99%) |B18 Penicillium citrinum 539/547(99%)
B19 tiir tespit edilememistir B19 Penicillium griseofulvum 541/546(99%)
B20 Penicillium citrinum 415/415(100%) | B20 Penicillium citrinum 540/544(99%)
B21 tiir tespit edilememisgtir B21 Penicillium glabrum 561/567(99%)
B22 Penicillium viridicatum 719/726(99%) | B22 Penicillium freii 567/570(99%)
Penicillium
B23 Penicillium italicum 701/726(97%) | B23 brevicompactum 517/517(100%)
Penicillium Penicillium
B24 brevicompactum 738/743(99%) | B24 brevicompactum 517/517(100%)
B25 tiir tespit edilememisgtir B25 Penicillium commune 573/577(99%)
Penicillium Penicillium
B26 brevicompactum 742/747(99%) | B26 brevicompactum 517/517(100%)
B27 Penicillium citrinum 633/657(96%) | B27 Penicillium citrinum 534/538(99%)
Penicillium Penicillium
B28 brevicompactum 724/745(97%) | B28 brevicompactum 535/535(100%)
B29 tiir tespit edilememisgtir B29 Talaromyces verruculosus | 565/572(99%)
B30 tiir tespit edilememisgtir B30 tiir tespit edilememistir 507/512(99%)
B31 tiir tespit edilememistir B31 Aspergillus ochraceus 567/569(99%)
B32 tiir tespit edilememisgtir B32 Aspergillus tubingensis 586/594(99%)
B33 tiir tespit edilememistir B33 Davidiella spl 578/581(99%)
B34 tiir tespit edilememisgtir B34 Aspergillus fumigatus 582/585(99%)
B35 tiir tespit edilememisgtir B35 Aspergillus spl 576/579(99%)
Cl tiir tespit edilememisgtir Cl Trichothecium roseum 596/603(99%)
C2 tiir tespit edilememistir C2 tiir tespit edilememigtir
C3 tiir tespit edilememistir C3 Acremonium implicatum 551/553(99%)
C4 tiir tespit edilememistir C4 Stereum gausapatum 613/616(99%)
C5 tiir tespit edilememistir C5 Aspergillus terreus 585/588(99%)
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BOLUM 5

TARTISMA

Molekiiler tanimlama yontemleri, gelismekte olan teknolojinin mikrobiyoloji
alaninda sundugu en 6nemli yeniliklerden biridir. Molekiiler tanimlama tekniklerine her
gecen giin bir yenisinin daha eklenmesi, farkli amaglarla yiiriitiilen bilimsel ¢aligsmalara
biiylik kolayliklar saglamaktadir [48,49].

PCR, molekiiler biyolojide genis uygulama alani ile gii¢lii bir yontem olup, bu
sayede her bir diziyi klonlayabilme, analiz ve modifiye edebilme ve hatta nadir dizileri
bile saptayabilmeyi saglamistir.

Bu nedenle PCR; fungal genetik, toprak mikrobiyolojisi, medikal mikoloji,
biyoteknoloji gibi mikolojinin pek c¢ok ayr1 dalinda genis uygulamalar
kullanilmaktadir. PCR amplifikasyonu DNA dizisine dayali bilgiler sagladigindan,
bugiine kadar fenotipik olarak tanimlanmus tiirlerin dogrulamasini yapmaistir [50].

PCR, hassasiyeti ve spesifikligi nedeniyle funguslarin tanisinda siklikla
kullanilmaktadir. Funguslarin ayrimi i¢in PCR temelli analiz yontemleri, spesifik
primerlerin dizayn edilmesini gerekli kilmistir. Bununla beraber, en azindan hedef DNA
bolgesinin bir kisminin bilinmesi gereklidir ki, bu durum hedef genin se¢imini
saglayacagindan PCR bazli analizler i¢in olduk¢a anlamli olacaktir [51].

rRNA dizileri, yasayan tiim hiicrelerde bulundugundan ve ayn1 gorevi
iistlendiginden, taksonomik ve filogenetik ¢aligsmalar i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu
dizilerin evoliisyonunun; tiim genomun evoliisyonunu yansittig1 soylenebildigi gibi ayni
zamanda farklilik gosteren ve korunmus bolgeler de icermektedirler. Bu sayede farkli
taksonomik gruplarda bulunan organizmalarin karsilastirma ve ayirimlarinda
kullanilmaktadir. Funguslarda nuklear rDNA, arka arkaya tekrar eden rDNA alt
birimleri olarak organize olmuslardir. Birinci alt birim kiigiik nuklear 18S rRNA, 5,8S
rRNA ve biiyiik niiklear 28S rRNA genlerini icermektedir Birinci alt birimde genler
ITS1 (internal transcribed spacer) ve ITS2 ile ayrilmistir ve iki alt birim IGS (intergenic
spacer) ile ayrilmistir. Son rRNA geni (5S) fungal taksona bagli olarak, tekrarlanmis alt

birimler ile birlikte olabilir veya olmayabilir. 18S rDNA, nispeten yavas evrim gegirir
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ve uzak akraba organizmalarin karsilastirilmasinda kullanilmaktadir. Kodlama
yapmayan (ITS ve IGS) bolgeleri daha hizli evrim gegirir ve bir genustaki fungal
tiirlerin veya bir tiirdeki suslarin karsilastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. 28S rDNA’ nin
baz1 bolgeleri tirler arasinda farklihik gostermektedir [21]. Tanisal PCR’in
spesifikliginde amplifikasyon i¢in uygun hedef dizinin belirlenmesi gerekmektedir.
Spesifiklik, farkli genuslar veya tiirlerin DNA dizileri ile hedef dizi arasindaki
homolojinin derecesi ile belirlenmektedir.

ITS gibi DNA dizileri, farkli tiirler igerisinden tek bir tiiriin saptanmasi igin
uygundur. Bununla beraber, rDNA’nin diger dizilerinden; 18S rDNA, 28S rDNA ve
mitokondriyel rDNA dizileri de spesifik primerler gelistirmek i¢in kullanilmaktadir
[48].

A grubu’ndaki toplam 23 mikrofungus orneginden, Actin gen bdlgesine
bakildiginda 6 ornegin Alternaria cinsine ait oldugu tespit edilmistir. 9 Grnegin ise
Cladosporium cinsine ait oldugu tespit edilmistir. Toplamda 15 tiir tespit edilmistir.

ITS gen bolgesine bakildiginda ise 8 Alternaria cinsine ait tiir tespit edilirken, 8
adet Cladosporium cinsine ait tiir tespit edilmistir. Toplamda 16 tiir tespit edilmistir.

B gurubundaki 35 mikrofungus o6rnegi igerisinden, P-tubulin gen bolgesine
bakildiginda, 14 adet Penicillium cinsine ait tiir tespit edilirken, Aspergillus cinsine ait
tiir tespiti yapilamamistir. Toplamda 14 6rnek tespit edilmistir.

Bununla beraber ITS gen bolgesine bakildiginda, 25 adet Penicillium cinsine ait
tiir tespit edilirken, 7 tiir ise Aspergillus cinsine ait olarak tespit edilmistir. Toplamda 32
tiir tespit edilmistir.

Blast analizi sonucunda tiir tespiti i¢in Oncelikli olarak MI (Maksimum
Identification) ‘a dikkat edilmistir bunun yani sira tiirlerin 6zellikle CBS, ATCC, NRRL
gibi uluslararasi standart suslar ile benzer durumda olmasina dikkat edilmistir.

Bu anlamda, her bir tiir i¢in hangi grupta ise ona gore “Actin” ve “B-tubulin” gen
bolgelerine bakilmis ve ayrica her 6rnek i¢in “ITS” gen bolgesi ele alinmistir.

Tespit edilen tiirlerin akrabalik diizeylerini incelemek amagh “Neighbour-
Joining Algoritma Yontemi” kullanilarak filogenetik agaclar ¢izilmistir. Aspergillus ve
Penicillium cinsine ait tiirler i¢in dis tiir olarak Alternaria alternata (Strain/CBS
KF465761.1), Alternaria ve Caldosporium tiirleri i¢in ise dis tiir olarak Gliocladium
catenulatum (Strain/CBS AF358234.1) secilmistir. Tiim tiirlerin “type tiir” leri yine
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uluslararast suglardan secilmis ve laboratuvar oOrnekleri ile akrabalik diizeyleri
incelenmistir. Filogenetik aga¢ ¢izimi igin, dogadaki en yaygin cinslerin (Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Alternaria) teshis edilen tiirleri tercih edilmistir.

Tiim analizlerin sonucunda, A grubuna mensup 23 6rnekten actin gen bolgesi
baz alinarak yapilan dizi analizi sonucunda 8 Ornek tiir diizeyinde teshis edilememis,
ITS gen bolgesine yapilan dizi analizi sonucunda ise aym1 23 Ornekten, 5 tanesi tiir
diizeyinde teshis edilememistir.

B grubuna mensup 35 ornek igerisinden B-tubulin gen bolgesi baz alinarak
yapilan dizi analizi sonucunda 21 Ornek tiir diizeyinde teshis edilememis, ITS gen
bolgesine yapilan dizi analizi sonucunda ayni 35 6rnekten, 4 6rnek tiir diizeyinde teshis
edilememistir.

C grubuna mensup toplam 5 6rnek i¢inden actin gen bolgesi i¢in bakildiginda, 2,
B-tubulin gen bolgesi i¢in bakildiginda 5, ITS gen bolgesi i¢in bakildiginda 1 6rnek tiir
diizeyinde teshis edilememistir. Sekens veri yetersizligi sebeiyle tiim bu Grnekler tiir
diizeyinde teshis edilememistir.

Bir diger sonug olarak, Acrodontium sp.,Aspergillus sp.,Davidiella sp., tiirleri
uluslararasi suslar ile benzerlik gostermemektedir.

Tabloda goriilebilecegi lizere (Tablo 4.2.), B16 06rnegi i¢in B-tubulin gen
bolgesine bakildiginda, “Penicillium viridicatum” “MI =%97 oraninda” tiir teshisi
yapilirken, ITS gen bolgesine bakildiginda “Penicillium commune” “MI =%99
oraninda” tiir teshisi yapilmistir. Bu durumda, B16 6rnegi igin ITS gen bolgesindeki
sonug, daha Kkaliteli istatistik sonug¢ verdiginden, “Penicillium commune” tiri B16
ornegi icin uygun bulunmustur.

2. bir Ornek olan, B23 0Ornegi icin P-tubulin gen bdlgesine bakildiginda,
“Penicillium italicum” “MI =%97 oraninda” tiir teshisi yapilirken, ITS gen bolgesine
bakildiginda “Penicillium brevicompactum” “MI =%100 oraninda” tiir teshisi
yapilmistir. Bu durumda, B23 6rnegi i¢in ITS gen bolgesindeki sonug, daha kaliteli
istatistik sonug verdiginden, “Penicillium brevicompactum” tirii B23 6rnegi igin uygun
bulunmustur.

Son zamanlarda tiir teshisi igin yapilan molekiiler analizlerde, protein kodlayan

genler on plana ¢ikmaktadir. Bu genler degisken bolge (intron) igerdiginden tiir tanisi
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acisindan olduk¢a anlamlidir. Bu genler; elongation factor 1 alpha (TEF1 a),
calmodulin (Cmd), B-tubulin (BenA), actin (Act) ve histone (HIS) genleridir [52].

Bu calismada, saf kiiltiir olarak laboratuvar ortamindan izole edilen bazi
mikrofunguslarda ITS, Actin ve B-tubulin gen bélgelerine gore tiir teshisi yapilmustir.

Calismanin sonucu olarak, ¢ogu mikrofungus tiriinin ITS ve ilgili gen
bolgesinin (actin ve/veya B-tubulin) aymi tiirii teshis etmesiyle basarili oldugu
sOylenebilir. Bir 6rnek i¢in farkli tiir teshisi yapan ilgili gen bolgeleri i¢in, dnce “MI”
incelenmis daha sonra filogenetik agac¢ cizimleri ile tiirlerin birbirlerine olan uzakliklar
(akrabalik diizeyleri) incelenerek, tiir teshisleri desteklenmistir.

Tiir tespiti yapilamayan odrnekler i¢in, ¢caligsma bir adim daha ileriye gotiiriilerek
cinse spesifik farkli bir gen bdlgesinin arastirilmasi ve incelenmesi alternatif bir durum

saglayacaktir.
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