MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Ekim(2021)12(2)113-121

Gelig(Recevied) :29.03.2021 Arastirma Makalesi
Kabul(Accepted) :18.06.2021 Doi: 10.30708.mantar904921

Aspergillus Turlerinin Molekiuler Tanimlanmasi igin Hizli, Dogru
ve Dusuk Maliyetli Yenilik¢i Yaklagim

Yiksel GEZGIN 12, Sibel ARSLAN?, Zeycan NURCE!

*Sorumlu yazar: yukselgezgin@gmail.com, yuksel.gezgin@ege.edu.tr
1 Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Bolim, izmir.
2Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Molekdiler Tip Laboratuvari, izmir.
10Orcid No/Orcid ID: 0000-0001-5812-1882/ yukselgezgin@gmail.com
10rcid No/Orcid ID: 0000-0002-0883 0207/sibelarslan740@gmail.com
10rcid No/Orcid ID: 0000-0002-8785-9250/znurceska@gmail.com

Oz: Aspergillus turlerinin bazilari ekonomik agidan énemli tarimsal Griinleri
kontamine ederek en yaygin gida bozulmalarina sebep olan mantarlardir. Bu tirler
ayrica insan sagligini tehdit eden karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etkilere sahip
mikotoksinleri Uretmektedirler. Tim bu nedenlerden dolayl Aspergillus turlerinin
kesin ve dogru tanimlamalari biylik énem tasimaktadir. Bu ¢alismada Misel Doku-
Polimeraz Zincir Reaksiyon (MD-PZR) temelli molekiler teknik gelistirilerek
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kalip olarak kullanilan genomik DNA basamagi
ortadan kaldiriimistir. Bu misel doku-PZR temelli molekiler tekniginin pahali ve 6zel
donanim gerektirmemesi, proteinaz K, RNAaz veya bagka enzimler gibi pahal
kimyasallara ihtiyag duyulmamasi, genomik DNA izolasyon islemleri sirasinda
fenol/kloroform gibi toksik kimyasallarin kullaniimamasi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Ayrica sivi kultdr ile misel Uretimine dayali klasik DNA ekstraksiyon
protokolleri zaman alicidir. Bu c¢alismada Aspergillus izolatlarinin molekuler
tanimlanmasi i¢in misel doku 6rnekleri kullanilarak iki farkli gen boélgesi (8-tubulin:
benA, Calmodulin: CaM) ¢ogaltiimistir. Daha sonra tim PZR Urinleri saflastirilip ve
dizi analizine gonderilmistir. Sekans analiz sonuglari biyoinformatik araglar
kullanilarak incelenmis ve izolatlar tir dizeyinde Aspergillus tubingensis (Divane
Asper) R. Mosseray olarak tanimlanmiglardir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, Kalmodulin Geni, Beta-Tubulin Geni,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Rapid, Accurate and Low-Cost Innovative Approach for Molecular
Identification of Aspergillus species

Abstract: Some of Aspergillus species are the most common food spoilage
fungi contaminating economically important agricultural products. They also produce
carcinogenic, teratogenic and mutagenic mycotoxins that threaten human health.
For all these reasons, precise and accurate identification of Aspergillus species is of
great importance. In this study, the Mycelium Tissue- Polymerase Chain Reaction
(MT-PCR) based molecular technique was developed and therefore the genomic
DNA isolation step which used as a template in the Polymerase Chain Reaction was
eliminated. The mycelium tissue PCR-based molecular technique has some
advantages. For example, it does not require expensive and specialized equipment,
not require expensive chemicals such as proteinase K, RNAse, other enzymes and
not use toxic chemicals such as fenol/kloroform during the process of DNA isolation.
The classic genomic DNA extraction procedure based on mycelium from liquid
cultivations is also relatively time-consuming. For molecular identification of
Aspergillus isolates were amplified two different gene regions (B-tubulin: benA,
Calmodulin: CaM) by using tissue samples in this study. Then, all PCR products
were purified and were sent to base sequence analysis. Sequence analysis results
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were examined using bioinformatic tools a
level as Aspergillus tubingensis R. Mosseray.
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nd the isolates were identified to species

Key words: Aspergillus, Calmodulin Gene, Beta-Tubulin Gene,

Polymerase Chain Reaction

Giris

Aspergillus section Nigri (AsN) grubu siyah
sporlara sahip oldugundan ‘black Aspergilli’ olarak
da adlandiriimaktadir. Bu filamentéz funguslarin
tanimlanmis pek ¢ok tiri bulunmaktadir; (Bladt
vd., 2013 ; Azeem vd., 2015; Fungaro vd., 2017,
Cabafies ve Bragulat, 2018). Bu tirler endistriyel,
tibbi, farmasoétik ve biyoteknolojik alanlarda
kullanim potansiyeline sahiptir. Ozellikle sitrik asit,
glukonik asit gibi organik asitlerin Uretiminde,
amilaz, lipaz gibi hidrolitik enzimlerin Uretiminde,
yiyecek fermentasyon proseslerinde, basta ila¢ ve
antibiyotikler olmak Uzere bir c¢ok sekonder
metabolitin Uretimlerinde kullaniimaktadirlar (Wani
vd., 2010; Varga vd., 2011; Priegnitz vd., 2015;
Costa vd., 2016).

Avantajli yoénlerinin yani sira bu suslarin gida
bozulmalarina neden olan ve insan sagligini tehdit
edecek mikotoksinleri  (okratoksin A, fumonisin
gibi) urettikleri bilinmektedir (Frisvad vd., 2007;
Frisvad vd., 2011; Frisvad, 2015; Frisvad vd., 2018;
Taniwaki vd., 2018). Aspergillus section Nigri
grubunun okratoksin A Ureten baslica tlrleri A.
carbonarius, A. niger olup, fumonisin Ureten tirleri:
Aspergillus niger aggregatlari, A. welwitschiae’ dir
(Frisvad vd., 2011; Mutlu-ingék ve Karbancioglu,
2015; Aerts vd., 2018; Cabanes ve Bragulat,
2018;Freire vd.,2018; Frisvad vd., 2018; von
Hertwig vd., 2018; Onami vd., 2018; Taniwaki vd.,
2018). Bu mikotoksinler karsinojenik, teratojenik ve
mutajenik etkiye sahip bilesikler olup; antikor
yanitini zayiflatma, kanin pihtilasma
mekanizmasini bozmakta, hiicre bagisiklik yanitini
azaltmakta ve immin sistemini zayiflatarak
paraziter, viral ve bakteriyal hastaliklara neden
olmaktadir (Monod vd., 2002; Gimis ve Yilmaz,
2006).

Tdm bu nedenlerden dolayr Aspergillus
section Nigri tlrlerinin tanimlanmasi oldukga
onemlidir. Bu amacla onceleri sadece morfolojik
yontemler kullanilarak tanimlanmaya calisiimistir.
Ancak Aspergillus section Nigri tirlerinin
morfolojilerinin benzer olmasi bu ybéntemi tek

basina kullanimini yetersiz kilmistir. Bu nedenle
morfolojik ydntemlerin yaninda kimyasal yéntemler
kullanilmaya baslanmistir (von Hertwig vd., 2018).
Kimyasal yontemlerin dezavantaji ise bu
filamentdz funguslara ait sekonder metabolitlerin
tek bir tur tarafindan  Uretiimemesinden
kaynaklanmaktadir. Ornegin  funalenone ve
tensidol A’nin her ikiside Aspergillus niger ve
Aspergillus tubingensis tarafindan Uretilmektedir
(Perrone vd., 2007; Nielsen vd., 2009; Lamboni
vd., 2016). Tum bu nedenlerden dolayl bu iki
yontemle es zamanli olarak, molekiler yontemler
Uzerine calisiimaya baslanmistir (Cabanes ve
Bragulat, 2018). Guniumuizde sonuglarin
dogrulugu ve kesinligi icin her G¢ ydntemi de
barindiran polifazik yaklagim Uzerine
odaklanilmigtir ~ (Aufauvre-Brown  vd., 1993;
Baquido vd., 2013; Lamboni vd., 2016; Decontardi
vd., 2018; Norlia vd., 2018).

Polifazik yaklagim ile filamentéz fungus
turlerinin tanimlanmasinda kullanilan molekiler
yontemlerde kalmodulin, B-tubulin, ITS, RPB2 gibi
korunmus gen bdlgelerinden yararlaniimaktadir
(Varga vd., 2011; Palumbo ve O’Keeffe, 2015;
Samson vd., 2014; Lamboni vd., 2016).

Molekiler tanimlama ydntemlerinde yer alan
basamaklar sirasiyla genomik DNA izolasyonu,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ¢alismalari ve
baz dizi analizi'dir. Bu basamaklar icerisinde yer
alan genomik DNA izolasyonu basamagi zaman
alici, maliyetli ve is gucu gerektiren bir islem olup
ginimizde molekller tanimlama ydntemlerinin
gelistirimesine ve alternatif ydntemlere ihtiyac
duyulmaktadir. Molekiler tanimlama amaciyla
yapilan calismalarda DNA izolasyonu igin
kullanilan ekipman ve sarf malzemelerin ylUksek bir
butce gerektirdigi goriimustir.

Bu calismada Misel Doku-Polimeraz Zincir
Reaksiyon (MD-PZR) temelli molekiler teknik
gelistirilerek Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kalip
olarak kullanilan genomik DNA izolasyonu
basamagi  ortadan  kaldinlmistir.  MD-PZR
calismalarina yonelik rutin bir PZR protokoli
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bulunmamasi sebebiyle dncelikle genomik DNA
izolasyonu yapilmis, daha sonra gradient PZR
denemeleri yapilarak PZR kosullarinin optimize
edilmesi yoluna gidilmigtir. Daha sonra bu kosullar
kullanilarak  Misel Doku PZR c¢alismalari
gerceklestiriimigtir.

Bu calismada, Aspergillus section Nigri
grubunun molekiler tanimlanmasi amaciyla Misel
Doku PZR (MD-PZR) protokolu/teknigi gelistirilerek
DNA izolasyonunun sebep oldugu zaman ve
maliyet kaybinin 6niine gecgilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Fungal izolatlarin aktivasyonu

Calismada kullanilan fungal izolatlar Ege
Universitesi  Biyomiihendislik ~ Bolimi  Kaltir
koleksiyonundan temin edilmigtir.

Aspergillus section Nigri grubunda yer alan
10 adet izolat ile Aspergillus brasiliensis turii Malt
Ekstrakt Agar (MEA)'a u¢ nokta ekimi yapilmistir.
Ekimi yapilan petrilerin 27°C 'de 3 gun silreyle
aktivasyonu gergeklestirilmistir. A. brasiliensis SYZ
13 turd PZR calismalarinda kontrol grubu olarak
kullaniimigtir.

Aktivasyon sonrasi %0,01 Tween 80
kullanilarak her bir izolata ait homojen spor
solisyonu hazirlanmigtir. Elde edilen spor
solusyonlarindan dogrudan %1 oraninda Malt
Ekstrakt Broth (MEB) besiyeri iceren erlenlere
aseptik kosullarda ekim yapilarak erlenler 27°C 'de
120 rpm hizindaki c¢alkalayici inkliibatérde 3 gun
boyunca inklibe edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu

MEB inkiilbasyon sonrasinda elde edilen
miseller aseptik  kosullarda filtrasyon ile
fermentasyon sivisindan ayriimis ve genomik DNA
izolasyonu igin kullaniimistir. Bu galismada manuel
bir genomik DNA izolasyon yontemi modifiye
edilerek kullaniimistir (Liu vd., 2000).

PZR Calismalari

A. Genomik DNA ile gergeklestirilen PZR
calismalan

Genomik DNA izolasyonu sonrasinda
kalmodulin ve B tubulin geni olmak tzere iki farkli
gen bolgesi igin PZR islemi gerceklestiriimistir. Her
iki gen bolgesi igin en uygun baglanma sicakliginin
belirlenebilmesi amaciyla Gradient PZR
yapiimistir. Bu amagla GeneMark 5X PCR Dye
Master Mix Il (GeneMark, Tayvan) kullaniimigtir.
Son hacmi 25 pl olan PZR karigiminin bilesenleri
ve miktarlari sirasiyla; 5 pl 5X PCR Dye Master Mix
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I, 1 pl kalip DNA (5ng/ul), 1 pl forward primer (FP)

(10 uM), 1 pl reverse primer (RP) (10 uM), 17ul
ddH20 seklindedir.

Calismada kullanilan primer iftleri ve bu
primerlere ait baz dizileri Tablo 1 de verilmisgtir.

Gradient PZR i¢in farkh sicakliklar denenmis
ve uygun PZR kosulu belirlenmistir. Calismada
kullanilan gradient PZR kosulu; 94°C 3dk, [94°C
30sn, 48-58°C 30sn, 72°C 2dk](35 dongi), 72°C
5dk, 4°C « dir.

B. Misel Doku/ Miseliyal Kitle -PZR (MD-
PZR)

Bu calismada  Aspergillus tlrlerinin
molekuler tanimlanmasinda MD-PZR teknigi
gelistirilerek kullaniimigtir, bu teknik genomik DNA
izolasyonu basamag! atlanarak direk miseliyal
kutle PZR isleminin gergeklestiriimesine olanak
saglamaktadir. izolatlarin MEA besiyerinde 27°C
'de 3 glin boyunca biyltiimesi sonucu petride elde
edilen miseliyal kitle, MD-PZR’'da kalip olarak
kullaniimistir. MD-PZR teknigi icin Takara PCR
Amplification Kit (Takara Bio Group, Japonya)
kullaniimistir.

MEA besiyerinde bulydtilen izolatlara ait
miseller steril pipet ucu degdirilerek alinip
icerisinde DNA polimeraz (5 U/ pl), dNTP mix (2.5
mM), DNA polimeraz tampon (5 pl), forward primer
(FP) (1 pM), reverse primer (RP) (1 uM) ve ddH20
olan 50 pl son hacimde olacak sekilde hazirlanan,
PZR bilesenlerinin  bulundugu PZR eperdorf
tuplerine aktariimigtir.

MD-PZR teknigi calismalarinda genomik
DNA kullanilarak gergeklestirilen gradient PZR
calismasi sonucunda elde edilmis en uygun PZR
kosulu kullaniimistir.

PZR Urinlerinin géruntilenmesi

Genomik DNA ve MD-PZR calismalarinda
elde edilen PZR Urlnleri %2'lik agaroz jelde
yuratilmustir ve G-BOX cihazinda (Wise Doc)
bantlar géruntilenmisgtir.

Goruntiuleme  sonucunda segilen PZR
drunlerine ait érnekler baz dizi analizi amaciyla
Invitrogen Pure Link Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen, ABD) kullanilarak saflastiriimistir.

Dizi analizi

Saflastirma kiti kullanilarak elde edilen
kalmodulin ve B tubulin gen bdlgelerine ait PZR
ornekleri dizi analizi yapmak Uzere REFGEN'e
gonderilmistir. Her iki gen bélgesi icin baz dizi
analizi ile elde edilen diziler Blast yontemi
kullanilarak (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/)
benzerlikler karsilastiriimistir.
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Tablo 1. PZR calismalarinda kullanilan primerler
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baz dizileri

Gen Primer isimleri
Bolgesi

Primer Nukleotid dizisi

Kaynaklar

CMD5-Forward
Kalmodulin CMD6-Reverse
Bt2a-Forward

CCG AGT ACA AGG AGG CCT TC
CCG ATA GAG GTC ATAACG TGG
GGT AAC CAAATC GGT GCT GCT TTC

Hong vd., (2005)

Beta- Glass ve
Tubulin Bt2b-Reverse  ACC CTC AGT GTAGTG ACC CTT GGC Donaldson (1995)
Bulgular ve 2B'deki jel gorintisinde Aspergillus sp. SYZ 5,

Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda Liu ve arkadaslarn (2000)
tarafindan yapiimis DNA izolasyon protokoli
modifiye edilerek kullaniimis ve genomik DNA’larin
safligi ile konsantrasyonlari Nanodrop yardimi ile
Olctlmustir. Bu DNA'larin absorbans degerlerinin
ise ABSze0 /ABS2s0 1,6-2,0 araliginda oldugu
belirlenmistir.

Konsantrasyonlari belirlenen DNA’lar 5
ng/uL olacak sekilde seyreltilerek, hem genomik
DNA ile yapiimis gradient PZR g¢alismalarinda hem
de kontrol DNA olarak MD-PZR teknigi
calismalarinda kullaniimigtir.

Genomik DNA ile gergeklestirilen
gradient PZR g¢aligmalari

Gradient PZR c¢alismalari  sirasinda
Aspergillus sp. SYZ 2 ve SYZ 4 izolatina ait
genomik DNA kullaniimistir (Sekil 1A ve $ekil 1B).
Genomik DNA izolasyonu yapilan Aspergillus sp.
SYZ 2 ve Aspergillus sp. SYZ 4 izolatlarina ait DNA
konsantrasyonlari sirasiyla; 150 ng/uL ve 259
ng/uL olarak belirlenmigtir.

Bu calismalar sonucunda elde edilen jel
goruntuleri dogrultusunda kalmodulin ve B tubulin
gen bolgeleri igcin 48°C — 54.1°C arasinda parlak
bant elde edildigi gorulmustir (Sekil 1A, 1B).
Calismalara her iki gen bolgesi i¢in de en parlak
bandin elde edildigi ortak sicaklik olan 50 °C ile
devam edilmistir (Sekil 1A, 1B). Calismamizda
optimize kosul; 94°C 3dk, [94°C 30sn, 50°C 30sn,
72°C 2dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « olarak
belirlenmistir.

Misel Doku-PZR ¢aligmalari

Gradient PZR calismalari sonucunda
kalmodulin ve B tubulin gen bdlgeleri igin elde
edilen baglanma sicakhgi olan 50 °C kullanilarak
MD-PZR ¢alismalari gergeklestiriimigtir. Elde
edilen jel gorintuleri Sekil 2’de verilmistir. Sekli 2A

Aspergillus sp. SYZ 6 ve Aspergillus sp. SYZ 9
izolatlarinda kalmodulin gen bdlgesine ait bantlar
elde edilmistir. Kalmodulin gen bdlgesi icin bu
izolatlarin bant uzunluklarinin yaklasik 600 bp
oldugu goérulmastir. Bu calismada ayrica PZR
kosullarinin galistigini géstermek amaciyla kontrol
olarak Aspergillus sp. SYZ 2 ye ait genomik DNA
kullaniimigtir. MD-PZR sonucu elde edilen bant
uzunlugunun kontrol genomik DNA ile yapilan ile
karsilagtirildiginda ayni uzunlukta oldugu tespit
edilmistir (Sekil 2). Aspergillus sp. SYZ 3 izolatinin,
B-tubulin gen bodlgesiyle yapilan tissue PZR
isleminde ile ise ¢ift bant elde edildigi gorilmustar.
Ayni sonu¢ kontrol grubunda da gdézlenmistir.
Aspergillus sp. SYZ 3 izolatinin tubulin gen
bélgesinin uzunlugunun yaklasik 700 bp oldugu
tespit edilmistir Sekli 2A.

PZR orneklerinin saflagtirma iglemleri

MD-PZR c¢aligmalari ile her iki gen bdlgesine
ait bant elde edilmesi sonucunda ayni kosullarda
deneme tekrarlanarak Aspergillus sp. SYZ 1, SYZ
3, SYZ6, SYZ7, SYZ8, SYZ9, SYZ 10, SYZ13
izolatlarina ait misel kullanillarak MD-PZR
yapilmistir. Daha sonra PZR drunleri saflastirilp
jelde yirutilmastir (Sekli 3A ve 3B). Elde edilen
bant boyutlarinin saflastirma dncesi bant boyutlari
ile esit uzunlukta oldugu tespit edilmistir

Dizi analizi

Secilen PZR drinleri dizi analizi icin
REFGEN’e gonderilmigtir. Daha sonra BLAST
calismalari yapilarak benzerlikler karsilagtiriimigtir.
Her iki gen boélgesine gore yapilan BLAST analizleri
sonucuna gore Aspergillus tubingensis ile %99
benzerlik  gbsterdigi  goérulmdstir.  Sonugclar
genomik DNA ile vyapillan BLAST analizi
sonuglariyla uyumlu gikmistir.
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Tartisma

Filamentdéz funguslarin  bir grubu olan
Aspergillus section Nigri grubunun molekiler
tanimlanmasi igin yapilan c¢alismalarda genomik
DNA izolasyonu sirasinda baz zorluklarla
karsilagilmaktadir. Bu zorluklarin basinda ¢aligilan
grubun siyah sporlara sahip olmasi gelmektedir.
Siyah sporlardan kaynaklanan melanin pigmenti,
ekstraksiyon sirasinda DNA ile birlikte ¢okerek
PCR reaksiyonunu kuvvetle inhibe etmektedir
(Séjalon-Delmas vd., 2000).

Ayrica genomik DNA izolasyonu igin gerekli
olan donanim ve sarf malzemelerin yiksek bir
butce gerektirdigi gortulmektedir. Genomik DNA

(A) Y247 sYz2-C
I

48 487 50 51.7 541 56 572 58 48 487 50 517

izolasyonu sirasinda yasanan zorluklar ve yiksek
maliyetin yani sira bu iglemin oldukga zaman aldigi
ve yuksek is gucu gerektirdigi gérilmektedir. Yani
DNA izolasyonu hem zaman, hem maliyet hem de
is guich kaybina neden olmaktadir (Sekil 4A). Bu
sebeple bu calismada genomik DNA izolasyonu
basamaginin atlanmasini saglayan MD-PZR
galismalari Uzerine odaklanimistir (Sekil 4A ve
Sekil 4B). Bu teknik fungus miselinin dogrudan
kullanimi sebebiyle hizli ve kolay olmasi, DNA
izolasyon islemleri sirasinda proteinaz K, RNA az
veya bagka enzimler gibi pahali kimyasallara
ihtiyac duyulmamasi, is yukinin daha az olmasi
gibi avantajlara sahiptir.

(B) SYz2-C SYZ 4-C

50
541 56 57.2 58 _ 48.7 50 Sicakiik (°C)

Sekil 1. A ve B. Aspergillus sp. SYZ 2 ve Aspergillus sp. SYZ 4 izolatlarina ait genomik DNA ile kalmodulin
(C) ve B tubulin (T) gen bdlgelerine yonelik gerceklestirilen gradient PZR sonucu elde edilen PZR Urinlerine

ait jel goéruntisa.

(A

]
g
E
t
Q
=
=
o
g

~—

—_
lve]

~—

5Y2 3.T-dillie
SYZ3.T

SYZ 9.C-dilie
SYZa.C

ISYZ 3.C-dillie
SYZ 2.C-diliie
5¥Z 1.C-dillie

5YZ 13.C
SYZ 10.C

I5YZ 2.C- kontral
SYZ 10.C-diliie
SYZ 6.C-dillie
SYZ 5.C-diliie
SYZ 4.C-dillie

ISYZ 5.C

Sekil 2. A. Aspergillus sp. SYZ 3 izolatina ait misel dokusu kullanilarak 8 tubulin (T) gen bolgesine yonelik MD-
PZR sonucu elde edilen PZR Urlnlerinin jel gérintiisii B. Kalmodulin (C) gen bdlgesi igin 9 farkli Aspergillus
sp. SYZ izolatina ait miseller kullanilarak yapilan MD-PZR sonucu elde edilen PZR triinlerine ait jel gérintuleri
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Sekil 3. A. B tubulin (T) ve B. Kalmodulin (C) gen bélgelerine ait PZR Urlnlerinin saflagstirma sonrasi elde
edilen agaroz jel gérintdleri

Tablo 2. Bazi Aspergilus section Nigri tirlerinin B-tubulin ve kalmodulin gen boélgesi uzunluklari

Aspergillus section B-Tubulin Gen Bélgesi Kalmodulin Gen Bolgesi
Nigri Grubunun Bazi Uzunluklarn (bp)* ve Uzunluklar (bp)* ve aksesyon
Tarleri aksesyon numaralan numaralari
A.tubingensis 510 (AY820007) 696 (AJ964876)
A.brasiliensis 543  (AY820006) 693 (AM295175)
A.carbonarius 494 (AY585532) 674 (AJ964873)
A.niger 538 (AY585536) 671 (AJ964872)

*TUm degerler http://www.ncbi.nlm.nih.gov (GenBank) adresinden alinmistir (Samson vd., 2004)

A B

oJ- W =

é- “
—

Sekil 4. Bu calismada Aspergillus tirleri icin A. Genomik DNA (8 basamak) ve B. MD-PZR (4 basamak)
kullanilarak yapilan molekuler tanimlama basamaklarinin sirayla gésterimi
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Molekller tanimlanma amaciyla MD-PZR
tekniginin kullanildigi sinirli galisma mevcuttur. Bu
teknigin kullanildigi calismalardan biri Trichoderma
sp. (Saroj vd., 2015)'ye aittir. Bu ¢alismadan farkl
olarak sivi  kultirden elde edilen misel
kullaniimigtir.  MD-PZR  ybntemi  kullanilarak
yapilan bir diger calisma ise Stachybotrys ve
Chaetomium gruplari (Lewinska vd., 2016)
Uzerinedir. Yapilan literatlir incelemesi sonucunda,
calisma konusu olan Aspergillus section Nigri grup
Uyelerine  yonelik sadece bir calisma
bulunmaktadir (Lamboni vd., 2016). Son iki
calismada touch-down PZR kullaniimis olup PZR
kosullari 98°C 30dk, [98°C 10sn, 61-52°C 30sn,
72°C 1dk](35 dongu), 72°C 5dk, 4°C « dir.

Bu nedenle Aspergillus tirleri icin
kullanilabilecek pratik ve hizli rutin bir PZR
protokoli iceren MD-PZR tekniginin
gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla bu
calismada MD-PZR protokoli  geligtirilerek
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kalip olarak
kullanilan genomik DNA basamagi ortadan
kaldiriimigtir. AsN grubuna ait tirlerin molekdler
tanilanmasi amaciyla kalmodulin ve B tubulin gen
boélgelerinin kullanilarak gerceklestirildigi
calismalarda; kalmodulin gen bdlgesinin
uzunlugunun literatir arastirmalari sonucunda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov (GenBank) 400 ile
700 bp arasinda oldugu goérulmustir (Tablo 2).
Goruntulenen jellerde, genomik DNA ile yapilan
PZR kontrol grubu ve direkt miseller ile yapilan MD-
PZR calismalarindan elde edilen bantlarin
boyutlarinin (600 bp) bu aralikta olmasi gogaltilan
gen bdlgesinin kalmodulin gen bdlgesi oldugunu
gOstermistir. B Tubulin gen bélgesinin uzunlugunun
literattr arastirmalari sonucunda
(http://Iwww.ncbi.nlm.nih.gov (GenBank)) 350 ile

Kaynaklar

1300 bp arasinda oldugu goérilmuastir (Samson
vd., 2004; Samson vd., 2014). Gorintllenen
jellerde, kontrol grubu ile ve direkt miseller ile
yapillan MD-PZR g¢alismalarindan elde edilen
bantlarin boyutlarinin (700 bp) bu aralikta olmasi
¢ogaltilan gen bdlgesinin B-tubulin gen bdlgesi
oldugunu gdéstermistir. Baz dizi analizleri bu
sonuglari dogrulamistir.

Aspergillus sp. SYZ 3 izolatinin B-tubulin
gen bdlgesi icin kontrol grubu ve direkt miseller ile
yapilan MD-PZR ¢alismalarindan elde edilen jelde
¢ift bant gorllmektedir. Yapilan literatir
arastirmalari sonucunda bunun bu gen bdlgesinin
¢ogaltiimasi amaciyla kullanilan primerlerden
kaynaklanabilecegi tespit edilmistir. Hubka ve
Kolarik, (2012) tarafindan yapilan ¢alismada da
kullanilan primerlerden kaynakli olarak (benA ve
tubC) B-Tubulin paralog genler sebebiyle bazi PZR
drtnlerinde cift bantlar elde edilmistir.

Calismamizda basarili sonuglar aldigimiz
MD-PZR tekniginin bu grupta yer alan turler icin
kullanilabilecegini gdstermektedir.

Ayrica bu calismada kullanilan teknigin;
diger gen bdlgeleri ve farkli fungus suslarinin
molekller tanimlamasi icin de kullanma
potansiyelinin yuksek oldugu ve
yayginlastirilabilecegi dusinulmektedir.

Tesekkiir

Calismalarimiz  esnasinda  laboratuvar
imkanlarini bizden esirgemeyen Prof. Dr. Elif Esin
TUNA'ya, Ars. Gor. Dr. Arzu YILDIRIM'a cok
tesekkir ederiz. Bu calisma TUBITAK 2209-A
Universite Ogrencileri Yurt igi Aragtirma Projeleri
Destek Programi tarafindan desteklenmistir.
Finansal desteginden étirii TUBITAK'a tesekkir
ederiz.

Aerts, D., Hauer, E. E., Ohm, R. A., Arentshorst, M., Teertstra, W. R., Phippen, C., Ram, A.F., Frisvad,
J.C. and Wdsten, H. A. (2018). The FIbA-regulated predicted transcription factor Fum21 of Aspergillus
niger is involved in fumonisin production. Antonie Van Leeuwenhoek, 111(3), 311-322.

Aufauvre-Brown, A., Tang, C. M. and Holden, D. W. (1993). Detection of gene-disruption events in Aspergillus
transformants by polymerase chain reaction direct from conidiospores. Current genetics, 24(1), 177-

178.

Azeem, M., Terenius, O., Rajarao, G. K., Nagahama, K., Nordenhem, H., Nordlander, G. and Borg-Karlson,
A. K. (2015). Chemodiversity and biodiversity of fungi associated with the pine weevil Hylobius

abietis. Fungal biology, 119(8), 738-746.

Baquido, A. C., de Oliveira, M. M. M., Reis, T. A., Zorzete, P., Atayde, D. D. and Correa, B. (2013). Polyphasic
approach to the identification of Aspergillus section Flavi isolated from Brazil nuts. Food

Chemistry, 139(1-4), 1127-1132.

119



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Ekim(2021)12(2) 113-121

Bladt, T. T., Frisvad, J. C., Knudsen, P. B. and Larsen, T. O. (2013). Anticancer and antifungal compounds
from Aspergillus, Penicillium and other filamentous fungi. Molecules, 18(9), 11338-11376.

Cabafies, F. J. and Bragulat, M. R. (2018). Black aspergilli and ochratoxin A-producing species in
foods. Current opinion in food science, 23, 1-10.

Costa, C. P., Silva, D. G., Rudnitskaya, A., Almeida, A. and Rocha, S. M. (2016). Shedding light on Aspergillus
niger volatile exometabolome. Scientific reports, 6(1), 1-13.

Decontardi, S., Soares, C., Lima, N. and Battilani, P. (2018). Polyphasic identification of Penicillia and Aspergilli
isolated from Italian grana cheese. Food microbiology, 73, 137-149.

Freire, L., Guerreiro, T. M., Caramés, E. T., Lopes, L. S., Orlando, E. A., Pereira, G. E., Lima Pallone, J.A.,
Catharino, R.R. and Sant'Ana, A. S. (2018). Influence of maturation stages in different varieties of wine
grapes (Vitis vinifera) on the production of ochratoxin A and its modified forms by Aspergillus
carbonarius and Aspergillus niger. Journal of agricultural and food chemistry, 66(33), 8824-8831.

Frisvad, J. C., Mgller, L. L., Larsen, T. O., Kumar, R. and Arnau, J. (2018). Safety of the fungal workhorses of
industrial biotechnology: update on the mycotoxin and secondary metabolite potential of Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, and Trichoderma reesei. Applied Microbiology and Biotechnology, 102(22),
9481-9515.

Frisvad, J. C., Larsen, T. O., De Vries, R., Meijer, M., Houbraken, J., Cabafies, F. J., Cabafies, F.J., Ehrlich,
K. and Samson, R. A. (2007). Secondary metabolite profiling, growth profiles and other tools for species
recognition and important Aspergillus mycotoxins. Studies in mycology, 59, 31-37.

Frisvad, J. C., Larsen, T. O., Thrane, U., Meijer, M., Varga, J., Samson, R. A. and Nielsen, K. F. (2011).
Fumonisin and ochratoxin production in industrial Aspergillus niger strains. PloS one, 6(8), e23496.

Frisvad, J. C. (2015). Taxonomy, chemodiversity, and chemoconsistency of Aspergillus, Penicillium, and
Talaromyces species. Frontiers in Microbiology, 5, 773.

Fungaro, M. H. P., Ferranti, L. S., Massi, F. P., da Silva, J. J., Sartori, D., Taniwaki, M. H., Frisvad, J.C. and
lamanaka, B. T. (2017). Aspergillus labruscus sp. nov., a new species of Aspergillus section Nigri
discovered in Brazil. Scientific reports, 7(1), 1-9.

Glass, N. L. and Donaldson, G. C. (1995). Development of primer sets designed for use with the PCR to
amplify conserved genes from filamentous ascomycetes. Applied and environmental
microbiology, 61(4), 1323-1330.

Glmus, T. and Yilmaz, i. (2006). Mikotoksinlerin saglik Gzerine etkileri. Turkiye, 9, 24-26.

von Hertwig, A. M., Sant'Ana, A. S., Sartori, D., da Silva, J. J., Nascimento, M. S., lamanaka, B. T., Fungaro,
M.H.P. and Taniwaki, M. H. (2018). Real-time PCR-based method for rapid detection of Aspergillus
niger and Aspergillus welwitschiae isolated from coffee. Journal of microbiological methods, 148, 87-92.

Hong, S. B., Go, S. J., Shin, H. D, Frisvad, J. C. and Samson, R. A. (2005). Polyphasic taxonomy of Aspergillus
fumigatus and related species. Mycologia, 97(6), 1316-1329.

Hubka, V. and Kolarik, M. (2012). B-tubulin paralogue tubC is frequently misidentified as the benA gene in
Aspergillus section Nigri taxonomy: primer specificity testing and taxonomic consequences. Persoonia:
Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi, 29, 1.

Lamboni, Y., Nielsen, K. F., Linnemann, A. R., Gezgin, Y., Hell, K., Nout, M. J., M., van Boekel, M.A., Hoof,
J.B. and Frisvad, J. C. (2016). Diversity in secondary metabolites including mycotoxins from strains of
Aspergillus section Nigri isolated from raw cashew nuts from Benin, West Africa. PLoS One, 11(10),
€0164310.

Lewinska, A. M., Peuhkuri, R. H., Rode, C., Andersen, B. and Hoof, J. B. (2016). Rapid detection and
identification of Stachybotrys and Chaetomium species using tissue PCR analysis. Journal of
microbiological methods, 130, 115-122.

Liu, D., Coloe, S., Baird, R. and Pedersen, J. (2000). Rapid mini-preparation of fungal DNA for PCR. Journal
of Clinical Microbiology, 38(1), 471-471.

Monod, M., Capoccia, S., Léchenne, B., Zaugg, C., Holdom, M. and Jousson, O. (2002). Secreted proteases
from pathogenic fungi. International Journal of Medical Microbiology, 292(5-6), 405-419.

Mutlu-ingék, A. and Karbancioglu-Giiler, H. F. (2015). Sicakhigin Aspergillus section Nigri Uyelerinin
Okratoksin A Olugturmasi Uzerine Etkisinin incelenmesi. Bilecik Seyh Edebali Universitesi Fen Bilimleri
Dergisi, 2(1), 1-8.

Nielsen, K. F., Mogensen, J. M., Johansen, M., Larsen, T. O. and Frisvad, J. C. (2009). Review of secondary
metabolites and mycotoxins from the Aspergillus niger group. Analytical and bioanalytical
chemistry, 395(5), 1225-1242.

Norlia, M., Jinap, S., Nor-Khaizura, M. A. R., Son, R. and Chin, C. K. (2018). Polyphasic approach to the
identification and characterization of aflatoxigenic strains of Aspergillus section Flavi isolated from

120



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Ekim(2021)12(2) 113-121

peanuts and peanut-based products marketed in Malaysia. International journal of food
microbiology, 282, 9-15.

Onami, J. ., Watanabe, M., Yoshinari, T., Hashimoto, R., Kitayama, M., Kobayashi, N., Sugita-Konishi, Y.,
Kamata, Y., Takahashi, H., Kawakami, H. and Terajima, J. (2018). Fumonisin-production by Aspergillus
section Nigri isolates from Japanese foods and environments. Food Safety, 6(2), 74-82.

Palumbo, J. D. and O'Keeffe, T. L. (2015). Detection and discrimination of four Aspergillus section Nigri species
by PCR. Letters in applied microbiology, 60(2), 188-195.

Perrone, G., Susca, A., Cozzi, G., Ehrlich, K., Varga, J., Frisvad, J. C., Meijer, M., Noonim, P.,
Mahakarnchanakul, W. and Samson, R. A. (2007). Biodiversity of Aspergillus species in some important
agricultural products. Studies in mycology, 59, 53-66.

Priegnitz, B. E., Brandt, U., Pahirulzaman, K. A., Dickschat, J. S. and Fleiner, A. (2015). The AngFus3
mitogen-activated protein kinase controls hyphal differentiation and secondary metabolism in
Aspergillus niger. Eukaryotic cell, 14(6), 602-615.

Samson, R. A,, Visagie, C. M., Houbraken, J., Hong, S. B., Hubka, V., Klaassen, C. H., Perrone, G., Seifert,
K.A., Susca, A., Tanney, J.B. and Frisvad, J. C. (2014). Phylogeny, identification and homenclature of
the genus Aspergillus. Studies in mycology, 78, 141-173.

Samson, R. A., Houbraken, J. A. M. P., Kuijpers, A. F., Frank, J. M. and Frisvad, J. C. (2004). New ochratoxin
A or sclerotium producing species in Aspergillus section Nigri. Studies in mycology, 50(1), 45-56.
Saroj, D. B., Dengeti, S. N., Aher, S. and Gupta, A. K. (2015). A rapid, one step molecular identification of
Trichoderma citrinoviride and Trichoderma reesei. World Journal of Microbiology and

Biotechnology, 31(6), 995-999.

Séjalon-Delmas, N., Roux, C., Martins, M., Kulifaj, M., Bécard, G. and Dargent, R. (2000). Molecular tools for
the identification of Tuber melanosporum in agroindustry. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 48(6), 2608-2613.

Taniwaki, M. H., Pitt, J. I. and Magan, N. (2018). Aspergillus species and mycotoxins: occurrence and
importance in major food commodities. Current Opinion in Food Science, 23, 38-43.

Varga, J., Frisvad, J. C., Kocsubé, S., Brankovics, B., T6th, B., Szigeti, G. and Samson, R. A. (2011). New
and revisited species in Aspergillus section Nigri. Studies in Mycology, 69, 1-17.

Wani, M. A., Sanjana, K., Kumar, D. M. and Lal, D. K. (2010). GC-MS analysis reveals production of 2—
Phenylethanol from Aspergillus niger endophytic in rose. Journal of basic microbiology, 50(1), 110-114.

121



