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Oz: Bu calismada, Trakya Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Boliimu Mikrobiyoloji
laboratuvarinda saf kiltlr olarak stoklanmis bununla beraber; cins veya tur dizeyinde morfolojik
olarak teshis edilemeyen baz mikrofunguslar molekiler olarak tanimlanmistir. Calismada
kullanilan mikrofunguslar daha énce tir diizeyinde morfolojik olarak tanimlanamamis izolatlardan
olusmustur. Ornekler, MEA besiyerine ekilip 25°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Besiyerinden alinan
ornekler, analiz yapilana kadar -20°C’de saklanmistir. DNA izolasyonu igin funguslara o6zel,
kimyasal (SDS ve CTAB), biyokimyasal (proteinazK vb.) ve fiziksel (0.1 mm c¢aph boncuklar)
parcalama yontemlerini bir arada kullanan DNA izolasyon kitleri kullaniimistir. Cesitlilik
calismalari, PCR tabanl fungal gesitlilik galisma kitleri ile yapilmigtir. TUm izolatlar i¢in ITS gen
dizisi kullanilmis, cinse bagli olarak B-tubulin ve Actin gen dizilimlerini hedeflenmistir. PCR ile
¢ogaltilan DNA dizilimleri “Sanger Sequencing Yoéntemi” ile dizilenmistir. Elde edilen dizilerin
hangi organizmalara ait oldugu NCBI ve EBI gibi uluslararasi nikleik 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 bélgeleri
molekdler teshis i¢in analiz edilmistir. 3 grup icin hem ilgili gen bolgeleri hem de ITS bdlgeleri baz
alinarak yapilan molekuler analizler sonucunda, 6 Ornegin tur teshisi yapilamamig, 56 tir
molekuler diizeyde teshis edilmistir.

Anahtar kelimeler: Beta-tubulin gen dizisi, Actin gen dizisi, ITS gen dizisi, PCR, sekans
yontemleri, mikrofunguslarin molekuler teshisi

Molecular Based Identification of Some Stocked Microfungi as pure
culture according to ITS, Beta-tubulin and Actin Genes

Abstract: Some microfungi deposited in laboratuary as pure culture and unidentified
morphologically as genus or species level and these fungi were identified by molecular methods
in study. The used microfungi were 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 beta-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 were 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 .

Key words: Beta-tubulin region, Actin region, ITS region, PCR, sequencing methods,
identification of microfungi
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Girig

Mikrofunguslarin tanisi, uzun slre Ureme yapllari
temellenmis, morfolojik ve koloniyal 6zellikler dnemli
taksonomik kriterler olarak ele alinmistir. Fosil kayitlarin
yetersizligi, fungal gruplar arasindaki filogenetik iligkilerin
kurulmasini  zorlastirmaktadir. Bu nedenle fungal
sistematik ¢cok uzun silre (hatta halen), yagsamakta olan
funguslarin  fenotipik  6zellikleri  (dreme  yapilari,
morfolojileri, spor sekilleri, koloniyal ézellikler) Uzerine
kurulmustur.  Ozellikle eseysel Ureme yapllari
taksonomide ¢ok 6nemlidir ancak her fungus eseyli
olarak Urememektedir. Bu nedenle fungal taksonomide
genellikle tartismali bir durum olagelmigtir. Ancak
Ozellikle 1983'de Kary MULLIS tarafindan PCR’in
kesfedilmesiyle birlikte (Wessner ve Ark.,, 2013),
funguslarla ilgili molekuler ¢alismalar inanilmaz bir hiz
kazanmig ve fungal taksonomi ile ilgili son derece 6nemli
yeni bilgiler ortaya gikmigtir. Levetin (2016)’e gére 1995-
2015 yillari arasindaki 20 yilda, DNA sekanslamasiyla 8
fungal filum ile ilgili ¢6zim Uretilmistir, bunlardan Ugu,
onemli aeroellerjenler iceren Zygomycota, Ascomycota
ve Basidiomycotadir ve sonugda Deuteromycetes iptal
edilmis, yapiskan kifler (Myxomycetes) ve su kufleri
(Oomycetes) gibi fungus benzeri organizmalar diger
alemlere aktariimistir. Molekller calismalar, fungal
taksonomik sorunlari % 100 ¢dzmemekle birlikte gok
onemli katkilar yapmistir. Bu galismalar sonucunda yeni
taksonlar (filum, genus, v.s.) Onerilmektedir. Fungal
mulekdler ¢alismalarda ITS bélgesi funguslarin tanisi
icin 6nemli bir bolge olmasina ragmen, bazen tani icin
yeterli olmamakta ve bagka gen bdlgelerinin
calisiimasina ihtiyag duyulabilmektedir. Bu galismada,
laboratuvar ortaminda saf kdltir olarak stoklanmis bazi
mikrofunguslarin ITS, Beta-tubulin ve Actin gen dizilerine
g6re molekuler tanisinin yapiimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Arastirma materyali, Edirne ev igi ortamindan izole
edilmis ve Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolumu Mikrobiyoloji laboratuvarinda saf kdiltir olarak
stoklanmis bazi mikrofunguslardir. Bununla beraber
mikrofugus ornekleri ilgili gen bélgelerine gére 3 gruba
ayrilmistir. A grubunu olusturan mikrofungus drnekleri 23
adet, B grubunu olusturan mikrofungus érnekleri 35 adet,
C grubunu olusturan mikrofungus 6rnekleri ise 5 adettir.
Toplam o6rnek sayisi 61 adettir. A grubu mikrofungus
orneklerinin molekuler teshisi igin “actin” gen bdlgesine,
B gurubu mikrofungus 6rneklerinin molekiler teshisi igin
“beta-tubulin” gen bdlgesine, C grubu mikrofungus
orneklerinin molekuler teshisi icin ise hem “actin” hem

“beta-tubulin” gen bolgelerine bakilmis ayni zamanda
her Ug grup icin de ITS gen boélgesine bakiimistir.

Mikrofunguslarin Molekiiler Tanisi

Toplam 61 mikrofungus 6rnegi igin ilk asama
olarak DNA izolasyonu yapilmistir, ardindan Q-PCR ile
actin ve beta-tubulin gen bdlgelerine 6zglu primerlerle
beraber 6rnekler cogdaltiimistir.

Molekiler tani igin son asama olarak da, dizi
analizi ve filogenetik analiz yapiimistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin Biospeedy DNA izolasyon
Kiti (Bioeksen, Turkiye) kullaniimigtir. Kit protokoli su
sekildedir; Bir mikroftij tupine 400 pl Guanidinium
thiocyanate (0.1 M Tris; pH 7.5) eklenmis, daha sonra
katt besi yerinden alinan fungi kolonileri kolonisi
tamponun igine birakilmistir. Numune vorteksle 1 dk
3000 RPM'de karistiriimistir ve daha sonra 95°C’de 10
dk inkibe edilmigtir. Numune vorteksle 1 dk 3000 rpm
kanistirildiktan sonra tip 14000 RPM'de 1 dk santrifij
edilmis ve elde edilen Ust sivi yeni bir tlipe transfer
edilmistir. Elde edilen Ust siviya 200 ul isopropanol
eklenmis, iyice kanistirilmigtir. Karisim DNA Kolonu’'na
eklenmis, 1-2 dk beklenmis ve 12000 RPM de 1 dk
santrifyj edildikten sonra alt sivi atilmistir. Kolona 500 pl
Yikama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5;
80% v/v Ethanol) eklenmis, 12000 RPM de 1 dk santrifijj
edilmis ve alt sivi atilmigtir. Bu adim iki defa daha
tekrarlanmistir. Kolon 12000 RPM de 1 dk bos santrifijj
edildikten sonra steril yeni bir mikrosantrifij tlpe
yerlestiriimis, 100 pyl Céziici Tampon eklenmis, 1 dk oda
sicakhginda inklibe edimig, 14000 RPM de 1 dk santrifij
edilmis ve DNA izolati elde edilmistir. Elde edilen DNA -
20°C’de saklanmistir.

Gergek Zamanli (Real Time) PCR (Q-PCR)

Q-PCR igin Biospeedy Fungal Cesitlilik Calisma
Kiti (Bioeksen, Turkiye) kullanilmistir. Kit fungal 18S
rRNA'nin 3’ ucu kismi dizisi, ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2
bélgesinin timi ve 28S rRNA'nin 5'ucu kismi dizisi
bolgesini hedefleyen forward 5' TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3' ve reverse 5'- GGA AGT AAA AGT CGT AAC
AAG G-3' pimerlerini , B-tubulin genini hedefleyen
forward 5-TGG GCY AAG GGT YAY TAY AC-3' ve
reverse 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 reverse 5' TCN TCG TAT NCT
NGC TNN GAN ATC CAC AT-3' primerlerini
icermektedir.
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Bitin reaksiyonlarda Biorad CFX Connect (Bio-
Rad Laboratories, Amerika) kullaniimistir. Reaksiyon 1.5
mM MgClz, 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 uM
icermektedir. Cihazda, primer ¢iftine 6zgi optimizasyonu

Tablo 1. PCR sartlari

saglanmis Tablo 1’de verilen 1si dénglsi programi
uygulanmistir. Q-PCR sirasinda sadece istenilen triiniin
cogaltildigini belirlemek igin 65°C - 98°C arasinda erime
egdrisi analizi yapiimigtir. Q-PCR datalari CFX Manager
Software 3.0’da analiz edilmistir.

Tespit Formati Reaksiyon Hacmi
SYBR Green 20 pl
Programlar
Program ismi Ig('jngu Analiz Modu
ayisi

On-inkiibasyon 1
Cogalma 45 Sayim
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soguma 1
Sicaklik Hedefleri
Hedef (°C) okuma Bekletme Hiz Okuma

Modu  ph:mm:ss)  (°Cls) (°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 Surekli - 0.5 10
Soguma
40 Tek 00:00:30 2,5 -
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Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

ilgili genlerden elde edilen fungal amplikonlarin
dizi analizleri Sanger ydntemiyle, 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
gerceklestiriimistir. 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 belirlenmisgtir.

PCR

PCR 1 ddngu 10 dakika 95°C; 45 dongi 15 saniye
95°C, 15 saniye 53°C ve 30 saniye 72°C kosullarinda
gergeklestiriimistir.  72°C inkibasyon adimi sonunda
SYBR Green tespit formatinda her kuyucukta floresan
Isima okunmustur. Q-PCR sirasinda sadece istenilen
Urinun ¢ogaltildigini belirlemek igin 65°C - 98°C arasinda,
0.5 °C/s rampa hiziyla sicaklik arttiriip sirekli SYBR
Green tespit formatinda okuma yapilarak erime egrisi
analizi yapiimistir.

Sonuglar

Toplam 61 mikrofungus 6rnedinin molekdler tanisi igin
yapilan DNA izolasyonu, Q-PCR ile d&rneklerin
¢ogaltilmasi, dizi analizi ve filogenetik analizler sonucunda
ortaya c¢ikan mikrofunguslarin “Actin ve ITS” gen
bolgelerine goére “Maksimum Identification” lari baz
alinarak, tur karsilastirlmasi yapilmis ve Tablo 2'de
gosterilmistir. Ayni sekilde “Beta-tubulin ve ITS” gen
bolgelerine goére yine “Maksimum Identification” baz
alinarak mikrofungus turlerinin karsilastirilmasi yapilmis
ve tabloda gosterilmistir(Tablo 3). Karsilastirma
tablosunun ardindan, mikrofungus tdrlerinin akrabalk
dizeyini belirtmek ve incelemek amagli filogenetik agaclar
cizilmistir. Fungal cinslerin ilgili fen bdlgeleri géz 6nlne
alinarak cizilen filogenetik agaclar, Sekil 1-7 arasinda
belirtiimigtir.

Tartisma

Molekuler tanimlama ydntemleri, gelismekte olan
teknolojinin mikrobiyoloji alaninda sundugu en 6nemli
yeniliklerden biridir. Molekuler tanimlama tekniklerine her
gecen gln bir yenisinin daha eklenmesi, farkli amaglarla
yurGtilen  bilimsel c¢alismalara buyuk kolayliklar
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saglamaktadir (Abaci ve Haliki, 2005; Bridge ve Arora,

1998). PCR, molekiiler biyolojide genis uygulama alani ile
guclu  bir ybntem 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 cok ayri dalinda genis
uygulamalari kullaniimaktadir. PCR amplifikasyonu DNA
dizisine dayali bilgiler sagladigindan, bugline kadar
fenotipik olarak tanimlanmis tlrlerin  dogrulamasini
yapmistir(Takamatsu, 1998). PCR, hassasiyeti ve
spesifikligi nedeniyle funguslarin tanisinda siklikla
kullaniimaktadir. Funguslarin ayrimi icin PCR temelli
analiz yontemleri, spesifik primerlerin dizayn edilmesini
gerekli kilmistir. Bununla beraber, en azindan hedef DNA
bdlgesinin bir kisminin bilinmesi gereklidir ki, bu durum
hedef genin se¢imini saglayacagindan PCR bazli analizler
icin oldukga anlamli olacaktir(Manian ve Ark., 2001).

rRNA  dizileri, yasayan tim  hucrelerde
bulundugundan ve ayni gorevi Ustlendiginden,
taksonomik ve filogenetik c¢alismalar igin siklikla
kullaniimaktadir. Bu dizilerin evriminin; tim genomun
evrimini yansittigi soylenebildigi gibi ayni zamanda
farkhihk  gosteren ve korunmus bolgeler de
icermektedirler. Bu sayede farkli taksonomik gruplarda
bulunan organizmalarin karsilastirma ve ayirimlarinda
kullaniimaktadir. Funguslarda nuklear rDNA, arka
arkaya tekrar eden rDNA alt birimleri olarak organize
olmuslardir. Birinci alt birim kiglk nuklear 18S rRNA,
5,8S rRNA ve buyuk nlklear 28S rRNA genlerini
icermektedir Birinci alt birimde genler ITS1 (internal
transcribed spacer) ve ITS2 ile ayrilmistir ve iKi alt birim
IGS(intergenic spacer) ile ayriimistir. Son rRNA geni
(5S) fungal taksona bagh olarak, tekrarlanmis alt birimler
ile birlikte olabilir veya olmayabilir. 18S rDNA, nispeten
yavas evrim gegirir ve uzak akraba organizmalarin
karsilastiriimasinda kullaniimaktadir. Kodlama
yapmayan (ITS ve IGS) bdlgeleri daha hizli evrim gegirir
ve bir genustaki fungal turlerin veya bir tlrdeki suslarin
karsilastiriimasi igin kullaniimaktadir. 28S rDNA’ nin bazi
bolgeleri turler arasinda farklilik géstermektedir(Edel,
1998). Tanisal PCR’in spesifikliginde amplifikasyon igin
uygun hedef dizinin belirlenmesi gerekmektedir.
Spesifiklik, farkl genuslar veya tirlerin DNA dizileri ile
hedef dizi arasindaki homolojinin derecesi ile
belirlenmektedir.
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) Tar _ ) Tiir Eslesme Eslesen Tur

Kod Tur/ITS Accession Eslesen Tiir Orant (MI) Accession
Number Number

Al Alternaria alternata KY921915 Alternaria Alternata 557/559(99%) KC139494.1
A2 Alternaria alternata KY921916 Alternaria Alternata 552/559(99%) KJ739880.1
A3 Lewia infectoria KY921917 Lewia infectoria 579/586(99%) AY154690.1
A4 Alternaria alternata KY921918 Alternaria sp. 563/568(99%) KC139464.1
A5 Alternaria alternata KY921919 Alternaria alternata 557/565(99%) KJ739880.1
A6 Alternaria alternata KY921920 Alternaria alternata 552/561(98%) KJ739880.1
A7 Alternaria alternata KY921921 Alternaria alternata 563/572(98%) KJ739874.1
A8 Alternaria alternata KY921922 Alternaria alternata 558/562(99%) KJ739880.1
A9 Alternaria alternata KY921923 Alternaria alternata 565/569(99%) KJ739874.1
Al0 tiir tespit edilememistir
All tiir tespit edilememistir
Al2 Cladosporium herbarum KY921924 Cladosporium sinuosum 537/544(99%) KX674647.1
Al13 Cladosporium tenuissimum KY921925 Cladosporium tenuissimum 538/541(99%) EU272531.1
Al4 Cladosporium tenuissimum KY921926 Cladosporium tenuissimum 537/541(99%) EU272531.1
Al5 tiir tespit edilememistir
Al6 Cladosporium tenuissimum KY921927 Cladosporium tenuissimum 537/541(99%) EU272491.1
Al7 Cladosporium tenuissimum KY921928 Cladosporium tenuissimum 540/547(99%) EU272531.1
Al8 Cladosporium tenuissimum KY921929 Cladosporium sp. 532/536(99%) LN834410.1
Al9 tr tespit edilememistir
A20 Cladosporium tenuissimum KY921930 Cladosporium tenuissimum 539/543(99%) EU272531.1
A21 tiir tespit edilememistir
A22 tiir tespit edilememistir
A23 | Cladosporium cladosporioides KY921931 Cladosporium cladosporioides | 540/546(99%) EU272532.1
C1 tiir tespit edilememistir
Cc2 tiir tespit edilememistir
C3 tiir tespit edilememistir
C4 tiir tespit edilememistir
C5 Aspergillus terreus KY926855 Aspergillus terreus 585/588(99%) FJ011538.1
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. . TUr' Tiir Eslesme N Eslesen Tiir

Kod Tir/ACTIN Accession Orant (MI) Eslesen Tiir Accession Number
Number

Al Alternaria alternata KY930577 | 815/838(97%) Alternaria alternata AY748985.1
A2 tiir tespit edilememistir
A3 tr tespit edilememistir
A4 Alternaria alternata KY930578 713/729(98%) Alternaria Alternata AY748985.1
A5 Alternaria alternata KY930579 757/776(98%) Alternaria Alternata AY748985.1
A6 Alternaria alternata KY930580 717/723(99%) Alternaria Alternata AY748985.1
AT Alternaria alternata KY930581 669/674(99%) Alternaria Alternata AY748985.1
A8 tiir tespit edilememistir
A9 Alternaria alternata KY930582 728/741(98%) Alternaria Alternata AY748985.1
Al0 Cladosporium herbarum KY930583 602/624(96%) Cladosporium herbarum AJ300315.1
All tiir tespit edilememistir
Al2 tiir tespit edilememistir
Al3 tiir tespit edilememistir
Al4 Cladosporium oxysporium KY930584 679/710(96%) Cladosporium oxysporium AJ300311.1
Al5 Cladosporium herbarum KY930585 732/734(99%) Cladosporium herbarum AJ300323.1
Al16 | Cladosporium tenuissimum KY930586 684/712(96%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
Al7 | Cladosporium tenuissimum KY930587 698/726(96%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
Al18 | Cladosporium tenuissimum KY930588 732/735(99%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
Al9 tiir tespit edilememistir
A20 | Cladosporium tenuissimum KY930589 748/779(96%) Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
A21 Cladosporium herbarum KY930590 | 735/735(100%) Cladosporium herbarum AJ300315.1
A22 | Cladosporium cladosporioides | KY930591 | 768/773(99%) C?;Sggsg?igf d”;S AJ300329.1
A23 tiir tespit edilememistir
C1 tiir tespit edilememistir
Cc2 tiir tespit edilememistir
C3 tiir tespit edilememistir
C4 tiir tespit edilememistir
C5 tiir tespit edilememistir
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Tur Eslesme Eslesen Tir
Kod Tar/ITS Accession Eslesen Tiir Oram (MI) Accession Number
Number
B1 Metarhizium anisopliae KY921932 Metarhizium anisopliae 565/567(99%) KU965593.1
B2 Penicillium glabrum KY921933 Penicillium glabrum 559/565(99%) KJ475813.1
B3 Metarhizium anisopliae KY921934 Metarhizium anisopliae | 567/571(99%) KU965593.1
B4 Penicillium commune KY921935 Penicillium commune 566/570(99%) DQ132814.1
- . Penicillium o
B5 | Penicillium brevicompactum KY921936 brevicompactum 568/575(99%) LT558911.1
B6 | Penicillium brevicompactum | KY921937 Penicillium 570/578(99%) LT558911.1
brevicompactum '
B7 Penicillium citrinum KY921938 Penicillium citrinum 535/538(99%) LT558897.1
B8 Penicillium glabrum KY921939 Penicillium glabrum 561/564(99%) KU847871.1
B9 Penicillium glabrum KY921940 Penicillium glabrum 568/575(99%) KU847871.1
B10 tdr tespit edilememistir
B11 tiir tespit edilememistir
B12 Penicillium charlesii KY921941 Penicillium charlesii 540/556(97%) KY859386.1
B13 tiir tespit edilememistir
B14 tiir tespit edilememistir
B15 Penicillium commune KY921942 Penicillium commune 570/574(99%) KC009833.1
B16 Penicillium commune KY921943 Penicillium commune 567/573(99%) KC009831.1
B17 | Penicillium griseofulvum KY921944 Penicillium griseofulvum | 538/542(99%) KP663722.1
B18 Penicillium citrinum KY921945 Penicillium citrinum 539/547(99%) LT558897.1
B19| Penicillium griseofulvum KY921946 Penicillium griseofulvum | 541/546(99%) KC110617.1
B20 Penicillium citrinum KY921947 Penicillium citrinum 538/539(99%) LT558885.1
B21 Penicillium glabrum KY921948 Penicillium glabrum 564/570(99%) KU847871.1
B22 Penicillium freii KY921949 Penicillium freii 567/570(99%) AJ005479.1
- . Penicillium o
B23 | Penicillium brevicompactum KY921950 brevicompactum 573/578(99%) LT558910.1
B24 | Penicillium brevicompactum | KY921951 Penicillium 565/569(99%) LT558910.1
P brevicompactum 0 .
B25 Penicillium commune KY921952 Penicillium commune 575/580(99%) KC009828.1
- . Penicillium o
B26 | Penicillium brevicompactum KY921953 brevicompactum 566/572(99%) LT558910.1
B27 Penicillium citrinum KY921954 Penicillium citrinum 534/538(99%) LT558897.1
- . Penicillium o
B28 | Penicillium brevicompactum KY921955 brevicompactum 567/569(99%) LT558911.1
B29 | Talaromyces verruculosus KY921956 Talaromyces verruculosus | 565/572(99%) HQ608025.1
B30 tiir tespit edilememistir
B31 Aspergillus ochraceus KY926851 Aspergillus ochraceus 567/569(99%) KJ783266.1
B32| Aspergillus tubingensis KY926852 Aspergillus tubingensis 586/594(99%) KP131626.1
B33 tiir tespit edilememistir
B34 Aspergillus fumigatus KY926853 Aspergillus fumigatus 582/585(99%) KJ001801.1
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Tar
Kod Tur/ITS Accession Eslesen Tiir ciilff?ﬁil) AccEezl?gf\nNTuﬁr;ber
Number

B35 Aspergillus flavus KY926854 Aspergillus flavus 576/579(99%) MF120213.1

C1 tiir tespit edilememistir

C2 tiir tespit edilememistir

C3 tiir tespit edilememistir

C4 tiir tespit edilememistir

C5 tiir tespit edilememistir

Tablo 3. Devami
. ; Tur . .. T Eslesen Tiir
Kod Tiir/B-TUBULIN Accession Eslesen Tiir Eslesme Orant Accession Number
Number (MI)

Bl Penicillium chrysogenum KY930592 Penicillium chrysogenum 736/741(99%) KT987413.1
B2 tiir tespit edilememistir

B3 tiir tespit edilememistir

B4 tiir tespit edilememistir

B5 | Penicillium brevicompactum KY930593 Penicillium brevicompactum | 733/743(99%) FJ012879.1
B6 tiir tespit edilememistir

B7 Penicillium citrinum KY930594 Penicillium citrinum 672/677(99%) JN112043.1
B8 tiir tespit edilememistir

B9 tiir tespit edilememistir

B10 tiir tespit edilememistir

B11 tiir tespit edilememistir

B12 tiir tespit edilememistir

B13 tiir tespit edilememistir

B14 tiir tespit edilememistir

B15 tiir tespit edilememistir

B16 Penicillium viridicatum KY930595 Penicillium viridicatum 667/691(97%) JN112031.1
B17 Penicillium citrinum KY930596 Penicillium citrinum 386/389(99%) JN112043.1
B18 Penicillium citrinum KY930597 Penicillium citrinum 378/383(99%) JN112043.1
B19 tiir tespit edilememistir

B20 Penicillium citrinum KY930598 Penicillium citrinum 428/434(99%) JN112043.1
B21 tiir tespit edilememistir

B22 Penicillium viridicatum KY930599 Penicillium viridicatum 719/726(99%) JN112031.1
B23 Penicillium italicum KY930600 Penicillium italicum 701/726(97%) HQ850945.1
B24 | Penicillium brevicompactum KY930601 Penicillium brevicompactum 738/743(99%) FJ012879.1
B25 tiir tespit edilememistir
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Tablo 3. Devami

Tar
- n : . ) .. Tar Eslesen Tiir
Kod Tiir/B-TUBULIN Accession Egslesen Tiir Eslesme Orant (MI) | Accession Number
Number
- . Penicillium
B26 | Penicillium brevicompactum KY930602 brevicompactum 742/747(99%) FJ012879.1
B27 Penicillium citrinum KY930603 Penicillium citrinum 633/657(96%) JN112043.1
- . Penicillium
B28 | Penicillium brevicompactum KY930604 brevicompactum 724/745(97%) FJ012879.1
B29 | Talaromyces cellulolyticus KY930605 Talaromyces cellulolyticus 716/728(98%) AB773823.1

B30 tiir tespit edilememistir

B31 tiir tespit edilememistir

B32 tiir tespit edilememistir

B33 tiir tespit edilememistir

B34 tiir tespit edilememistir

B35 tlr tespit edilememistir

C1 tiir tespit edilememistir
Cc2 tiir tespit edilememistir
C3 tiir tespit edilememistir
C4 tiir tespit edilememistir
C5 tiir tespit edilememistir
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A alternma 44 act
5?{

A. alternoata A1 act

L 4 aliernaia AT748285. 1

r. alternaia A7 act

A alternata A6 act

L 4 alternata A5 act

L 4 alternata A9 act

B G catermulatum CBS AF358234.1

0.05
Sekil 1. Actin gen bdlgesine gére molekdler tanisi yapilmig Alternaria cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.

A alternata 41 ITE

B3 A alternata A4 ITE
53 L A aliernaa A9 ITS
58

| 4 alternaia A8 ITS
A alternata A7 ITE
55 L A altsrnaia A6 TTS

— A alternata A2 ITS
100

L A aliernata A5 ITS

L. irgectoria A3 JTS

A alfernata CES KF463761.1

EE

L imfectoria CBS FJ214897.1

W G caternmulatum CBS AFIFR234.1

—
0.1

Sekil 2. ITS gen bdlgesine gére molekdler tanisi yapilmig Alternaria cinsine ait tirlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve lzerindeki bootstrap degerleri gésterilmistir) . Referans sus sekanslart NCBI Genkbank’'dan

alinmigtir.
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" C. herbarum A1 act

73|'C. herbarum CBS A7300324.1

] C. herbarum A2 act

-

C. cladosporioides A22 act

Pl

331 EI‘{
C. cladosporioides CBS 4730032

| — C. herbarum A0 act

— . tenuissimum 420 act

- C. tenuissimum Al4 act

B8 | C tenuissimum A16 act

C. tenuissimum CBS AJ300324 1

iE

C tenuissimum A18 act

C tenuissimum Al7 act

@ G catenulatum CBS AF358234 ]

01

Sekil 3. Actin gen bolgesine gore molekiler tanisi yapilmig Cladosporium cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agdactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.
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C. tenuissimum A18 ITS

LC. cladosporioides A23 ITS
L C. herbarum A12 ITS

+ C. tenuissimum A7 ITS

C. tenuissimum A14 ITS

C. tenuissimum A16 IT5

75

C. tenuissimum A13 TS

100 C. tenuissimum A20 ITS

Davidiellaspl B33 ITS
3 C. eladosporioides CBS HMI14500
77 | C. tenuissimum CBS HM148197.1

C. herbarum CBS AJ300333 ]

W Gcatenulatum CBS AF335234.1

0.1

Sekil 4. ITS gen boélgesine gére molekuler tanisi yapiimis Cladosporium cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.
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4. tubingensis B32 ITS

53

A ferrens CIITS

Aspergillus spl B33 ITS

100 A fumigatus B34 ITS

A ochraceus B3] ITS

A ochraceus CBS FH91576 1

A. tubingensis CBS KF314723.1

36 A terreus NRRL FJ531192.]

—— 4 fumigatus CBS KJI73444 1

W 4 aliernata CBS KF463761 1

Sekil 5. ITS gen bolgesine gére molekiler tanisi yapilmis Aspergillus cinsine ait tirlerin Neighbour-Joining filogenetik
agdactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gésterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank’dan
alinmistir.
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P italicum CBS AYG74397.1
97 F viridicatum CBS AY674204 1

B4 | P.chrysogenum CBS AY495988.1

100 L F brevicompactum CES AY674438

E citrinum CES GUO44556.1

73 P citrivnem B20 btub
100 P citrimem BI15 btub

|~P_ citrinnum B 7 bifub

P citrivvum B27 btub
P citrivnuem B7 bitub

F. brevicompactum B24 biub

100
‘0

F. brevicompactum B2E biub

100 F. brevicompactum B btub

98 F. brevicompactwn B26 biub

— P italicum B23 btub

53
F chrysogenwn BI biub

54
F viridicatum B22 btub

F. viridicatum BI16 biub

W .4 alternata CBS KF465761.1

—
02

Sekil 6. B-tubulin gen boélgesine gére molekdler tanisi yapilmig Penicillium cinsine ait tirlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve lzerindeki bootstrap degerleri gésterilmistir) . Referans sus sekanslart NCBI Genkbank’'dan

alinmigtir.
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FP. commurne BI5 ITS
F. commune B25 ITS
FP. commurne B4 ITS

F. commune BI16 ITS

[=h|
97 {
P fFeif B22 ITS

F. chryvsogenum BI ITS
g F. chrysogenumnm B3 ITS
P brevicompactum BEZ22 TS
F. brevicompacium B26 TS

P brevicompacium BE28 TS

s P brevicompacium BS ITS
F. brevicompactum Ba ITS
P brevicompactum BE24 ITS
F. glabrum B2 ITS

T\ on |2 glabrum 8o ITs

P glabrum B2I ITS

F. glabrum BE ITS

P charlesii BI2 ITS
100 ~|
T verruculosus B29 JTS

P citrinnum BI7 ITS

P citrissum B27 ITS

ab P citrinnum BIE ITS
P citrissum B7 TS

F. citrinnum B20 115

F. griseagficlvum BI9 ITS
F. brevicompacium CBS EF4G65776

83 T verruculosus CRBE

F. citriznum CBES GURLIS TG 1

F. o charlesiit NRRL A¥Y742708 1

FP. commumne CBS AY2i3a72 1

F el CBS INQAL2735 1

P grisegfislvum CBS JXO97054 7
P, chrysogenum CBS IXQOFII7 I

F glabrum CES ECH4II670.1

Wi alternata CBS KEFL65761 1

—
0.1

Sekil 7. ITS gen bdlgesine gére molekiler tanisi yapiimis Penicillium cinsine ait turlerin Neighbour-Joining filogenetik
agactaki dallanmalari (%50 ve uzerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir). Referans sus sekanslari NCBI Genkbank'dan

alinmigtir.
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ITS gibi DNA dizileri, farkh turler icerisinden tek bir
tiriin saptanmasi i¢in uygundur. Bununla beraber,
rDNA’nin diger dizilerinden; 18S rDNA, 28S rDNA ve
mitokondriyel rDNA dizileri de spesifik primerler
gelistirmek icin kullaniimaktadir (Abaci ve Haliki, 2005).

A grubu’ndaki toplam 23 mikrofungus 6rneginden,
Actin gen bodlgesine bakildiginda 6 drnegin Alternaria
cinsine ait oldugu tespit edilmigtir. 9 &rnegin ise
Cladosporium cinsine ait oldugu tespit edilmistir.
Toplamda 15 tur tespit edilmistir. ITS gen bdlgesine
bakildiginda ise 8 Alternaria cinsine ait tir tespit
edilirken, 8 adet Cladosporium cinsine ait tlr tespit
edilmistir. Toplamda 16 tur tespit edilmistir. B
gurubundaki 35 mikrofungus érnegi igcerisinden, B-tubulin
gen bdlgesine bakildiginda, 14 adet Penicillium cinsine
ait tir tespit edilirken, Aspergillus cinsine ait tr tespiti
yapllamamigtir. Toplamda 14 &rnek tespit edilmigtir.
Bununla beraber ITS gen bdlgesine bakildiginda, 25
adet Penicillium cinsine ait tir tespit edilirken, 7 tir ise
Aspergillus cinsine ait olarak tespit edilmistir. Toplamda
32 tr tespit edilmistir. Blast analizi sonucunda tur tespiti
icin oncelikli olarak MI (Maksimum Identification) ‘a
dikkat edilmigtir bunun yani sira turlerin 6zellikle CBS,
ATCC, NRRL gibi uluslararasi standart suslar ile benzer
durumda olmasina dikkat edilmistir. Bu anlamda, her bir
tlr icin hangi grupta ise ona goére “Actin” ve “B-tubulin”
gen bolgelerine bakilmis ve ayrica her 6érnek igin “ITS”
gen bolgesi ele alinmistir.

Tespit edilen tlrlerin akrabalk duzeylerini
incelemek amacgh  “Neighbour-Joining  Algoritma
Yontemi” kullanilarak filogenetik agaglar cizilmistir.
Aspergillus ve Penicillium cinsine ait tirler icin dig tir
olarak Alternaria alternata (Strain/CBS KF465761.1),
Alternaria ve Cladosporium tirleri icin ise dig tiir olarak
Gliocladium catenulatum (Strain/CBS AF358234.1)
secilmigtir. TUm turlerin “type tur” leri yine uluslararasi
suslardan secilmis ve laboratuvar ornekleri ile akrabalik
duzeyleri incelenmigtir. Filogenetik agag¢ c¢izimi igin,
dogadaki en yaygin cinslerin (Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Alternaria) teshis edilen turleri tercih
edilmigtir.  TGm analizlerin sonucunda, A grubuna
mensup 23 Ornekten actin gen bdlgesi baz alinarak
yapilan dizi analizi sonucunda 8 drnek tur dizeyinde
teshis edilememis, ITS gen bdlgesine yapilan dizi analizi
sonucunda ise ayni 23 6érnekten, 5 tanesi tir diizeyinde
teshis edilememistir.

B grubuna mensup 35 drnekden B-tubulin gen
bdlgesi baz alinarak yapilan dizi analizi sonucunda 21
ornek tur dizeyinde teshis edilememis, ITS gen
bolgesine yapilan dizi analizi sonucunda ayni 35
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ornekten, 4 6rnek tur dizeyinde teshis edilememistir. C

grubuna mensup toplam 5 6rnek icinden actin gen
bélgesi icin bakildiginda, 2, B-tubulin gen bdlgesi igin
bakildiginda 5, ITS gen bdlgesi icin bakildiginda 1 érnek
tir dizeyinde teshis edilememistir. Sekans veri
yetersizligi sebebiyle tim bu o6rnekler tir dizeyinde
teshis edilememistir.

Bir  diger sonug  olarak, Acrodontium
sp.,Aspergillus sp.,Davidiella sp., tirleri uluslararasi
suglar ile benzerlik gdstermemektedir. Tabloda
gorulebilecegi Uzere (Tablo 2), B16 6rnegdi icin B-tubulin
gen bdlgesine bakildiginda, “Penicillium viridicatum” “Ml
=% 97 oraninda” tiir teshisi yapilirken, ITS gen bodlgesine
bakildiginda “Penicillium commune” “MI =% 99
oraninda” tir teshisi yapilmistir. Bu durumda, B16 6rnegi
icin ITS gen bdlgesindeki sonug, daha uygun sonug
verdiginden, “Penicillium commune” tirii B16 érnegi icin
uygun bulunmustur. 2. bir érnek olan, B23 érnegi icin B-
tubulin gen bdlgesine bakildiginda, “Penicillium italicum”
‘Ml =% 97 oraninda” tur teshisi yapilirken, ITS gen
bélgesine bakildiginda “Penicillium brevicompactum” “Ml
=% 100 oraninda” tur teshisi yapiimistir. Bu durumda,
B23 6rnegiicin ITS gen bodlgesindeki sonug, daha uygun
sonu¢ verdiginden, “Penicillium brevicompactum” tiru
B23 6rnegi icin uygun bulunmustur. Son zamanlarda tir
teshisi icin yapilan molekuler analizlerde, protein
kodlayan genler 6n plana c¢ikmaktadir. Bu genler
degisken bolge (intron) igerdiginden tur tanisi agisindan
oldukga anlamhdir. Bu genler; elongation factor 1 alpha
(TEF1 a), calmodulin (Cmd), B-tubulin (BenA), actin (Act)
ve histone (HIS) genleridir (Samson ve Ark., 2010). Bu
calismada, saf klltlr olarak laboratuvar ortamindan izole
edilen bazi mikrofunguslarda ITS, Actin ve B-tubulin gen
bélgelerine goére tir teshisi yapilimistir.

Calismanin sonucu olarak, ¢odu mikrofungus
tirdnin ITS ve ilgili gen bolgesinin (actin ve/veya [3-
tubulin) ayni tiri teshis etmesiyle basarih oldugu
soylenebilir. Bir 6rnek i¢in farkh tur teshisi yapan ilgili gen
bélgeleri icin, dnce “MI” incelenmis daha sonra filogenetik
agac cizimleri ile tdrlerin birbirlerine olan uzakliklar
(akrabalik  dizeyleri) incelenerek, tir teshisleri
desteklenmigtir. TUr tespiti yapilamayan Ornekler igin,
calisma bir adim daha ileriye gotirilerek cinse spesifik
farkli bir gen bdlgesinin arastiriimasi ve incelenmesi
alternatif bir durum saglayacaktir.
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