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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Tuzcul Ortamlardan izole Edilen Funguslar Uzerinde Arastirmalar

Mine AYDIN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damismanlar: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
Dog. Dr. S. Elif KORCAN

Calismamizda; Izmir Camalti Tuzlas1 ve Igdir/Tuzluca Kaya Tuzu Yatagr’ ndan, 7
halotolerant ve 1 halofilik fungus izole edilmistir. izolatlarm geleneksel ve molekiiler
yontemle identifikasyonlar1 yapilmistir. Molekiiler yontemle identifikasyonda DNA dizi
analizi kullamilmigtr. DNA dizi analizinde; ITS bolgesi, pB-tubulin ve Kalmodulin
genleri dizilenmistir. Ayrica yag asidi metil esterleri (FAME) analizi ile funguslardaki
yag asitleri belirlenmistir. Pb, Ni, Cr, Zn, Cd. Cu ve Co metalleri i¢cin agir metal
tolerans: belirlenmistir. Agir metal tolerans1 sonucu, metal biyosorpsiyonunda Pb icin
halotolerant Penicillium chrysogenum, Cd ve Zn i¢in Sagenomella sp. izolatlar1 ile
calisilmistir. Biyosorpsiyon deneylerinde, 145, 644, 1388 mg/lt Pb (pH 5), 95, 226,
310, 486 mg/lt Cd (pH 5) and 61.9, 132.6 mg/lt Zn (pH 6) kullanilmistir. Element
analizleri i¢in indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektroskopisi (ICP-OES)
kullanimistir. Maksimum biyosorpsiyon; Penicillium chrysogenum 145 mg/lt Pb i¢in
%95.24 (120. saat), Sagenomella sp. 95 mg/lt Cd icin %78.63 (96. saat) ve 61,9 mg/It
Zn icin %54.1 (96. saat) olarak belirlenmistir. Biyosorpsiyon datalarmin, Freundlich
izotermine (R”:0,939, 0,969, 0,970) uygun oldugu gdzlemlenmistir. Hiicre ile metal
iyonlarmin  etkilesimi  fourier transform infrared spektrometre (FT-IR) ile
degerlendirilmistir. FT-IR analizi; kursun, kadmiyum ve ¢inko biyosorpsiyonunda
hiicredeki aktif fonksiyonel grubun amid (1595-1700 cm'1) oldugunu gostermistir.
2009, 133 sayfa

Anahtar kelimeler: Halofilik ve halotolerant funguslar, identifikasyon, FAME, agir
metal biyosorpsiyonu, ICP-OES, FT-IR.
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ABSTRACT
MSc Thesis

Investigation of Fungi Isolated from Saltern Areas

Mine AYDIN

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisors: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
Assoc. Prof. S. Elif KORCAN

In the present study, seven halotolerant and one halophilic fungi isolates gained from
Izmir Camalt1 Saline and Igdir/Tuzluca Rock Salt Bed. Isolates were identified by using
conventional and molecular methods. DNA sequence analysis were used molecular
identification methods. In DNA sequence analysis; ITS region, B-tubulin and
Calmodulin gene were aligned. The fatty acids in fungi were determined by using fatty
acid methyl ester (FAME) method. The heavy metal tolerance for Pb Ni, Cr, Zn, Cd,
Cu and Co were also determinated. As a result of heavy metal tolerance; halotolerant
Penicillium chrysogenum 1isolate for Pb and halophilic Sagenomella sp. isolate Cd and
Zn was found active for using heavy metal biosorption. Biosorption experiments were
carried out with concentrations of the heavy metal; 145, 644, 1388 mg/lt Pb (pH 5), 95,
226, 310, 486 mg/lt Cd (pH 5) and 61.9, 132.6 mg/lt Zn (pH 6). Elemental analyses
were carried out by using coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES).
The maximum biosorption were determinated at Penicillium chrysogenum %95.24 (120.
hour) of 145 mg/lt Pb, Sagenomella sp. %78.63 (96. hour) of 95 mg/lt Cd and %54.1
(96. hour) of 61.9 mg/lt Zn. The biosorption data fungi were fitted Freundlich isotherm
(R%:0.939, 0.969, 0.970). The possible cell-metal ions interactions was evaluated by
fourier transform infrared spectrometer (FT-IR). FT-IR analysis showed that amide
(1595-1700 cm™) was the active compound in the cells to biosorb lead, cadmium, zinc.

2009, 133 pages

Key words: Halophilic and halotolerant fungi, identification, FAME, heavy metal
biosorption, ICP-OES, FT-IR.
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1. GIRIS

Endiistriyel atik sulardan ve kirlenmis g¢evresel su kaynaklarindan agir metallerin
uzaklastirilmasinda cesitli kimyasal ve fiziksel siirecler kullanilmaktadir. Fakat bu
yontemlerin ekonomik olmamasi ve elde edilen aritim diizeyinin yetersiz olmasi
nedeniyle biyoremediasyon c¢alismalarinda Onemli  bir potansiyele sahip
mikroorganizmalarin etkin bir sekilde kullaniminin tercih edildigi goriilmektedir
(Matheickal and Yu 1997). Bu amagla cesitli bakterilerin, funguslarin ve alglerin
kullanildig: bilinmektedir (Kapoor and Viraraghavan 1998).

Agir metal gideriminde kullanilacak olan mikroorganizmanin iyi bir biyosorbent
olmasinin yani sira ekonomik olarak iiretilebilmesi de 6nemlidir. Giinlimiizde metal
iceren atik sularin aritilmasi, hem bu tip akimlarin ¢ok ¢esitli kaynaklarinin olmasi, hem
de desarj edildikleri alic1 ortamlarda meydana getirdikleri kirlilik nedeniyle dikkatle
degerlendirilmesi gereken bir konu olarak giindeme gelmektedir. Ciinkii metal iceren
bazi atik sularin aritilmasinda ¢esitli problemlerle karsilasilmaktadir. S6z konusu
problemler 6zellikle kompleks olarak bagli metal igeren atik sularin aritiminda kendini
gostermektedir. Bu tip atik sular, blinyelerinde organik kompleks yapicilarin (organik
ligandlarin) bulundugu atik sular olarak tanimlanmakta ve kirlenme bazindaki
kategorizasyonda metal son islemleri endiistrisinin “kompleks olarak bagl metal igeren

atiksular” olarak isimlendirilen bir alt kategorisini olusturmaktadir (USEPA 1990).

Halofilik mikroorganizmalar diger ekstremofilik mikroorganizmalarla karsilastiklarinda
basit besiyerlerinde kolay iiretilebilmelerinden dolay: biyoteknolojik olarak biiyiik bir
potansiyele sahiptirler. Ancak ekstremofilik mikroorganizmalarla ilgili alinan patent
uygulamalarmin sadece %20’si halofilik mikroorganizmalara aittir (Horiskoshi and
Grant 1998). Bu uygulamalardan bakteriyorodopsin, halorodopsin, biyopolimerler
bazilaridir. Bunlarin disinda, fermente gidalarin ve gida katki maddelerinin
hazirlanmasinda, biyosiirfektanlar petrol kontamineli toprak ve sularin temizlenmesinde

kullanilmaktadir (Margejin and Schinner 2001).

Halofilik prokaryotlar arasinda bu giine kadar ozellikle gram negatif bakteri ile

calisiimistir (Ventosa et al.1998). Gram pozitifler bu alanda heniiz yeni arastirilmaya



baslanmistir. Halofil mikroorganizmalar arasinda Halobacillus halophilus (Spring et al.
1996), Marinococcus halophilus (Marquez et al. 1992), Bacillus halophilus (Ventosa et

al. 1998) en fazla bilinen organizmalardir.

Tuz, Tiirkiye’de basta Tuz GoOli’'nden (Ankara/S.Kochisar “Kaldirim ve Kayacik
Tuzlalar”ve Konya/Cihanbeyli “Yavsan Tuzlas1”) olmak {izere, deniz (Camalt1 tuzlasi)
ve kaya tuzlalarindan (Igdwr/Tuzluca) elde edilmektedir (Kilig ve Uyanik 2001). Bu
ortamlarin 6nemi goz Oniinde tutuldugunda Tirkiye’deki tuzcul ortamlarm agir
metallerle kirlendigine dair yapilan ¢alismalar gittikce onem kazanmaktadir (Minareci
vd. 2004). Ekstrem kosullardaki kirlilik bu bolgelerde yasayan essiz mikrobiyal habitat
iizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Oysa ekstrem mikroorganizmalar 6zellikle
biyoteknolojik caligmalarda gittikce Onem kazanmakta olan yeni bir konudur. Bu

nedenle bu tiir ortamlarin korunmasi ve iyilestirme ¢alismalarinin yapilmasi gereklidir.

Tuzcul funguslar1 agir metal gideriminde kullanilmasi ile ilgili Marbniang ve Nazareth
(2007) ¢alismalarinda; tuzcul bolgelerde yetisen bitkilerden (Mangroves) ve tuzlalardan
izole ettikleri halotolerant  Penicillium tiirlerinde agwr metal direncliligini
arastirmislardir. Pb, Cu ve Cd metallerinin sulu ¢ozeltilerinde farkl konsantrasyonlarmi
calismiglar, 7,5 mM Pb konsantrasyonuna izole ettikleri tiim Penicillium tiirlerinin
direngli oldugunu, Cu ve Cd’ un siilfat ve nitrat tuzlarina da fungal izolatlarin direncli
oldugunu gostermislerdir. Pek ¢ok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilan funguslar
ekonomik olarak iiretilebilmeleri, kolay elde edilebilir olmalari, ¢evresel degisimlere
kars1 hassas olmamalar1 gibi nedenlerle agir metal giderim amaciyla kullanilabilecek
onemli bir kaynaktir. Ancak tuzcul funguslarin agir metal gideriminde etkin olarak

kullanilabilecegi konusunda yapilmis herhangi bir calisma yoktur.

Bu nedenle, ¢alismamizda {zmir Camalt1 Tuzlast ile Igdir/Tuzluca bolgelerinden fungus
izolasyonu ve identifikasyonu yapildiktan sonra izolatlarin agir metal gideriminde etkin

bir sekilde kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Agir Metaller

2.1.1 Agir Metaller ve Cevre Kirliligindeki Onemi

Metaller bazi 6zelliklerine gore siniflandirilirlar. Fizikokimyasal 6zelliklerine ve yer
kabugu katmanlarinda yerlesmelerine gore; hafif metaller, zor eriyen metaller, nadir
toprak metalleri, radyoaktif metaller ve agir metaller olarak gruplandirilmaktadirlar

(Pasayev 2005).

Agir metaller, fiziksel 6zellik acisindan yogunlugu 7 g/cm®’ ten daha yiiksek olan
metallerdir. Bu gruba kursun (Pb), kadmiyum (Cd), krom (Cr), demir (Fe) , kobalt (Co),
bakir (Cu), nikel (N1), civa (Hg) ve ¢inko (Zn) olmak iizere 60’ tan fazla metal dahildir.
Bu elementler dogalar1 geregi yer kiirede genellikle karbonat, oksit silikat ve siilfiir
halinde stabil bilesik olarak veya silikatlarla birlikte bulunurlar (Alloway and Ayres
1993). Her ne kadar metallerin yogunluk degeri lizerinden hareketle ekolojik sistem
iizerindeki etkileri tanimlanmaya ¢alisiliyorsa da gercekte metallerin yogunluk degerleri

onlarn biyolojik etkilerini tanimlamaktan ¢ok uzaktr.

Agir metaller; su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarmin topragi,
dolayis1 ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢ozmesi ve ¢éziinen agir metallerin rmak,
g0l ve yeralt1 sularma ulasmasiyla gecerler. Sulara tasman agir metaller asir1 derecede
seyrelirler ve kismen karbonat, siilfat, siilfiir olarak kat1 bilesik olusturarak su tabanina
coker ve bu bolgede zenginlesirler. Sediment tabakasiin absorpsiyon kapasitesi smirli
oldugundan sularin agir metal konsantrasyonu siirekli olarak yiikselir. Insanm neden
oldugu etkilerden dolayida ¢evreye agr metal yayilimi s6z konusudur. Siirekli ve
kullanima bagl kirlenmenin yani swra kazalar sonucu da agwr metallerin c¢evreye
yayilimi 6nemli miktarlara ulasabilmektedir. Yillik olarak dogal ¢evrimler sonucu 7600
ton Cd, 18800 ton arsenik, 3600 ton crva 332000 ton kursun atmosfere atilmakta iken

insan faaliyetleri sonucu desarj edilen miktarlar dikkate alindiginda ise selenyum (19



kat), kadmiyum (8 kat), civa, kursun, kalay (6 kat), arsenik, nikel ve krom (3 kat) daha
fazladir (Rether 2002).

Cevre kirliginin artmasinda en 6nemli etken, endiistri kuruluslarinin atik sularinda agir
metal bulunmasindan dolay1 kaynaklanmaktadir. Endiistri kuruluslari; islemleri geregi
agir metalleri kullanirlar ve atiklarinda civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom,
arsenik ve glimiis gibi metal iyonlarini bulundurmaktadirlar. Metal kirliligi igeren atik
sular;; metal endiistrileri (demir-gelik, bakir, ¢inko, krom vb), maden isletmeleri
(kursun, ¢inko, demir, bakir, giimiis, krom, altin ve uranyum eldesine yonelik siiregler
sonucunda), kursun batarya, seramik, matbaacilik, fotograf¢ilik, tekstil, elektrik-

elektronik, kimya, boya ve otomotiv endiistrileri olusturmaktadir (Cizelge 2.1) (Saglam
ve Cihangir 1995).

Cizelge 2.1 Temel endiistrilerden atilan metal tiirleri (1)

Endiistri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + 4+ - -
Petrokimya + + - + + - + o+
Klor-alkali Uretimi + + - + o+ - + o+
Giibre Sanayi + + o+ +  + - -+
Demir-Celik San + + + + o+ + + +
Enerji Uretimi (Termik) + + o+ o+ o+ o+ o+ 4+

Bu metaller aritilmadig1 stirece kalict etkiler yaratmaktadirlar. Bunun sonucu olarak

canli sistemleri ve cevre sagligi yoniinden belirli bir sinmr1 gegince toksik etki

gostermektedirler (Wong and Kwok 1992) .

Havada bulunan agir metaller, karaya buradan bitkilere ve besin zinciri yoluyla
hayvanlara sonuctada insanlara ulasirlar. Aynit zamanda hayvan ve insanlar tarafindan
havadan aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agwr metaller endiistriyel atik
sularin icme sularma karigmasi yoluyla veya agir metallerle kirlenmis partikiillerin

tozlagmasi yoluyla da hayvan ve insanlar lizerinde etkili olurlar (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Sematik olarak agir metallerin dogaya yayilimlar1 (Rether 2002)
2.1.2 Agir Metallerin Canh Organizmalara Etkileri

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gdre yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak smiflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlari; organizmalar bazi
biyolojik reaksiyonlarinda kullandiklarindan dolayi, yapisinda bu metallerin belirli bir
konsantrasyonda tutmak igin besinler yoluyla alirlar. Ornegin bakir hayvanlarda ve
insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve bircok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin

vazgecilmez parcasidir (Bigersson 1988). Buna karsin yasamsal olmayan agir metaller



cok diisiik konsantrasyonda dahi saglik problemlerine yol agabilmektedirler. Bu gruba

en iyi Oornek kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir (John 1996). Bir metalin yasamsal

olup olmadig1 organizmaya gore de degismektedir (Sekil 2.2 ve 2.3).

Agir metaller canli biinyelerde sadece konsantrasyonlarma bagli olarak etki

gostermezler, etki canli tiirline ve metal iyonunun c¢oziiniirlik degerine, kimyasal

yapisma, redoks ve kompleks olusturma yetenegine, viicuda alinis sekline, cevrede

bulunma sikligina ve lokal pH degerine de baglidirlar.
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Sekil 2.2 Viicut sivisindaki konsantrasyona bagh olarak agir metallerin etkileri

Agir metallerin insan metabolizmasinda olusturduklar: etki ve etkin olduklar1 agamalar1

ana sistemler ac¢isindan soyle siniflandirilabilirler (Sekil 2.3) ;

Kimyasal reaksiyonlara etki edenler,

Fizyolojik ve Tasmim sistemlerine etki edenler,
Kanserojen ve mutajen olarak yapi taslaria etki edenler,
Alerjen olarak etki edenler,

Spesifik etki edenler, olarak siralamak miimkiindiir.
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Sekil 2.3 Agir metallerin insan viicudunda etki mekanizmasi (PBG: Porfobilinojen;

ATPase = Adenozintrifosfataz; ALA = Aminolaevulinikasit)

2.1.3 Mikroorganizmalarin Gosterdikleri Agir Metal Rezistans ve Tolerans

Mekanizmalari

Organizmalar bu direng mekanizmalarini; biyokimyasal ve yapisal 6zellikler, fizyolojik
veya genetik adaptasyonlar, ¢cevresel modifikasyonlar ve morfojik degisimler gecirerek

gelistirmislerdir.

Rezistans: Organizmanin metal ortaminda hayatta kalmak icin bu metal iyonlarina
direkt cevap olarak gelistirdikleri mekanizmalar ile agiklanir. Ornegin; Metallothionin

veya glutamil peptid sentezi gibi.



Tolerans: Organizmalarin toksik metal ortamlarinda hayatta kalma durumunu ig¢sel

ozellikler veya ¢evresel modifikasyonlar ile saglamasi durumudur.

Mekanizmalari;

* Gegirgen olmayan pigmentli hiicre ¢eperleri
* Ekstraselliilar polisakkaritlere baglama

» Metabolitler seklinde uzaklastirma

* Hiicre dis1 prespitasyon

» Kompleks ve selat olusturma

* Kristalizasyon

* Transformasyon ve Hiicre disma sizdirma

* Hiicre i¢i boliimlendirme

* Oksidasyon — Rediiksiyon

* Metilasyon

* Biyosorpsiyon (Ceperde ve Hiicredis1 Polisakkaritlerde) seklinde olmaktadir.

2.2 Adsorpsiyon, Ozellikleri, Simflandirilmast1 ve Adsorpsiyonu Etkileyen
Faktorler

Adsorpsiyon, akigkan fazda ¢oziinmiis haldeki belirli bilesenlerin bir kat1 yiizeye
adsorblanmasma dayanan ve faz ylizeyinde goriilen yiizeye tutunma olayidir. Kati
orgiisii i¢inde bulunan iyonlar ¢ekim kuvvetlerince dengelenmistir. Ancak kati
yilizeyindeki atomlarin dengelenmemis kuvvetleri, ¢ozeltideki maddeleri kat1 ylizeyine
cekerler ve yiizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu sekilde ¢ozeltideki maddelerin kati

ylizeyine adsorpsiyonu gerceklesir.

Adsorbsiyon giiniimiizde, birgok dogal fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemlerde 6nem
tagimaktadir. Ayrica bu prosesi, atik sulardaki gerek organik gerekse kimyasal
kirleticilerin uygun bir kat1 yiizeye tutunaarak giderilmesinde kullanilmaktadir.
Adsorplayan ile adsorplanan kimyasal arasindaki ¢ekim kuvvetlerine bagli olarak

gerceklesen baslica ii¢ tiir adsorpsiyon igslemi vardir. Bunlar;



i. Fiziksel Adsorpsiyon: Fiziksel adsorpsiyonda zayif Van der Waals kuvvetleri
etkindir ve iglem tersinirdir. Adsorpsiyon sonucu yogusma enerjisinden biraz fazla 1s1
aciga ¢ikar. Kati yiizey ile adsorplanan madde molekiilleri arasindaki ¢cekim kuvvetleri

sonucu olusan adsorpsiyon olayidir.

ii. Kimyasal Adsorpsiyon: Adsorpsiyon tersinmezdir ve tek tabakalidir. Adsorpsiyon
sirasinda aciga ¢ikan 1s1, reaksiyon 1sisindan daha biiyiiktiir. Adsorplanan madde ile kat1
yiizey arasindaki fonksiyonel gruplarin kimyasal etkilesimi ile olusan adsorpsiyondur

seklidir.

iii. Tyonik Adsorpsiyon: Iyonik adsorpsiyonda, adsorplayan ile adsorplananm iyonik
giicleri onem tasir. Iyonlar es yiiklii ise daha kiigiik olan tercihli olarak yiizeye tutulur.
Elektrostatik ¢ekim kuvvetlerinin etkisi ile iyonlar yiizeydeki yiikli bolgelere

tutunmaktadir. Cogu adsorpsiyon olayinda bu iicii birlikte veya ardi ardia goriiliir.

Adsorpsiyonu etkileyen faktorler;

i. pH: Hidrojen ve hidroksil iyonlar1 kuvvetle adsorbe olduklarindan, diger iyonlarin
adsorpsiyonu ¢0zelti pH’indan etkilenir. Ayrica asidik veya bazik bilesiklerin

iyonizasyon derecesi de adsorpsiyonu etkiler.

ii. Sicakhik: Adsorpsiyon islemi genellikle 1siveren bir tepkimedir. Bu nedenle azalan
sicaklik ile adsorpsiyon miktar1 artar. Yani 1s1 ile adsorpsiyon arasinda ters bir oranti
vardir. A¢iga c¢ikan 1smin genellikle fiziksel adsorpsiyonda yogusma veya kristalizasyon
1silar1 mertebesinde, kimyasal adsorpsiyonda ise kimyasal reaksiyon 1s1s1 mertebesinde

oldugu bilinmektedir.

iii. Yiizey alanmi: Adsorpsiyon bir ylizey islemi oldugu i¢in adsorpsiyon biiyiikligi
spesifik ylizey alani ile iligkilidir. Adsorplayicinin partikiil boyutunun kiicik, yiizey

alaninin genis ve gézenekli yapida olmasi adsorpsiyonu artirir (Aksu 1988).



2.2.1 Agir Metal Biyoremediasyonunda Mikroorganizmalarm Onemi ve

Biyosorpsiyon Mekanizmasi

Diinyada, endiistriyel gelismeye bagli olarak toksik agir metallerle ¢evre kirlenmesi
artmaktadir. Agir metallerin eser miktarlar1 enzimatik reaksiyonlarin kofaktorii olarak
onemlidir. Ama bunlarn yiiksek miktarlari, canli organizmalar icin asir1 derecede toksik
etki gosterir ve metabolik reaksiyonlar1 yavaslatabilir. Mikroorganizmalarin kullanilarak
agir metallerin biyoremediasyonu (biyolojik iyilestirme); sadece bilimsel bir yenilik
olmasi acisindan degil, ayn1 zamanda son yillarda endiistrideki potansiyel uygulanirligi
acisindan da ilgi géormektedir. Konvansiyonel metotlarla endiistriyel atik sulardan agir
metal giderimi (¢okeltme ve camur ayirma, kimyasal oksidasyon, iyon degisimi, ters
ozmoz, elektro kimyasal uygulama ve buharlagsma vb.) genelde ekonomik degildir
(Elmac1 vd. 2005). Bu yiizden atik sulardaki agir metal iyonlarmin ekonomik olarak
giderimi ve geri kazaniminda mikroorganizmalarin kullanilmast miimkiindiir (Tsezos et
al. 1988). Bu amacla; cesitli bakterilerin, mayalarin, funguslarin ve alglerin kullanildig:
bilinmektedir. Mikroorganizmalara Ornek olarak; bakterilerden Arthrobacter,
Citrobacter,  Enterobacter =~ ve  Pseudomonas; mayalardan Saccharomyces,
Kluyveromyces ve Candida; funguslardan Neurospora, Penicillium, Aspergillus,
Rhizopus ve Pleurotus; alglerden Chlorella, Microcystis, Scenedesmus, Anabeana,

Ascophyllum tiirleri verilebilir (Saglam ve Cihangir 1995).

Agir metal giderimi ve metal birikimi yetenekleriyle ilgili yapilan caligsmalarda en fazla
verimli olan mikroorganizmalarin maya ve funguslar oldugu bulunmustur. Bunun
nedenleri; fungal Kkitlelerin fermantasyon endiistrilerinden biiylik miktarda elde
edilebilmesi, genetik ve morfolojik manipulasyon c¢alismalarinin kolaylikla
yapilabilmesi ve toksik metallerinin yiiksek derisimlerine karsi farkli direnglilik
yeteneklerinin olmasi gibi etkenlerdir. Bunun yani sira saprofit 6zellikteki mantarlarin
metal calismalarinda metal baglama yeteneklerinin yiiksek oldugu goézlenmistir. Bu
konu tizerinde yapilan son ¢aligmalar odun pargalayici 6zelligine sahip Basidiomycetes
sinift fungus tiirlerinin bu amag i¢in oldukga etkin oldugunu gostermektedir (Favero et

al. 1991).
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Yapilan ¢alismalarda ilk olarak radyoaktif elementlerin sulu  ortamda
mikroorganizmalar tarafindan dogrudan adsorplanabildigine ve bu 0Ozelligin
mikroorganizmalarin yasam fonksiyonlarindan bagimsiz oldugu belirtilmistir. Bircok
calismada; 6lii veya canli hiicrelerin metal alabilme kapasiteleri karsilastirilmis ve cogu
kez oOlii durumdaki mikroorganizmalarin daha yiiksek tutunma kapasitesine sahip
oldugu gdzlenmistir. Bunun nedeni olarak hiicre ylizeyinin yapisindaki degisiklikler
gosterilmistir. Bir c¢ozeltiden mikrobiyal biyokiitle ile metalin geri kazanimi

biyosorpsiyon olarak adlandirilmaktadir (Tzesoz ve Volesky 1981).

Biyosorpsiyon yontemi; agir metal giderimi i¢in uygun bir alternatiftir. Biyosorpsiyon
biyolojik materyallerin, sulu c¢ozeltilerdeki atik maddelerin hiicre ylizeyi veya i¢inde
akiimiile edilmesidir (Keskinkan vd. 2004). Yapilan c¢alismalarda; kullanilan
mikroorganizmalarin  hiicre tipi ve icerdigi temel bilesenlerinin adsorpsiyon
mekanizmasini etkiledigi belirtilmistir. Mikroorganizmalar agwr metallerle; hiicre
membranimndan karsilikli tasmim, hiicre duvarlarinda biyosorpsiyon, hiicre dist
kapsiillerle tutulma, c¢okelme, kompleks olusumu ve oksidasyon-rediiksiyon
mekanizmalarminda igerisinde bulundugu bir dizi mekanizmayla reaksiyon verir

(Donmez ve Aksu 2001).

Isisal veya kimyasal yontemlerle 6ldiiriilmiis mikroorganizmalarla yapilan, adsorbsiyon
islemi "biyosorpsiyon" olarak tanimlanmaktadir. Biyosorpsiyon aslinda fiziksel ve
kimyasal adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon, komplekslesme, mikro¢okelme vb.
gibi birgok pasif giderim proseslerini adlandirmakta kullanilan ortak bir terimdir. Ote
yandan bazi 6ldiirme tekniklerinin biyokiitlenin biyosorpsiyon kapasitesini arttirdigi da

kanitlanmistir (Keskinkan vd. 2004).
Mikroorganizmalarin  agir  metal  adsorbsiyonun/biyosorpsiyon = mekanizmasi
incelendikce, kullanilan mikroorganizmanin hiicre yapisina bagl olarak degisik

mekanizmalarimn etkili oldugu sonucu elde edilmistir.

Temelde agir metallerin mikroorganizmalar tarafindan biyosorpsiyonu iki asamada

gerceklesir. Birinci asamada; mikroorganizma ile metal arasinda ¢ok kisa siirede
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dengenin kuruldugu fiziksel adsorpsiyon (pasif adsorpsiyon) veya iyon degisimidir. Bu
basamaga genellikle pasif giderim denir. Bu basamak ¢ok hizlidir ve mikroorganizma
metal ile etkilestikten kisa bir siire sonra denge olusur. Hizl1 giderme genellikle yiizey
adsorbsiyonu sonucudur. Metal iyonlar1 hiicre yiizeyine deger degmez, yiizey
adsorpsiyonu ile mikroorganizmalarin hiicre yiizeyine baglanmaktadir. Funguslarin
hiicre duvarinda ¢esitli ligandlarin bulundugu ve bunlarin metal tutunmasi ile ilgili
olduklar1 bilinmektedir. Yiizey adsorpsiyonu sirasinda bir¢ok biyolojik molekiiliin,
ornegin hiicre duvar1 bilesenleri olan polisakkaritlerin, proteinlerin ve lipidlerin sahip
oldugu fonksiyonel gruplar ile gerceklestigi yapilan c¢aligmalarda belirtilmistir. Bu
fonksiyonel gruplar amino, karbosilik, siilfidril, fosfat ve thiol gruplaridir. Fonksiyonel
gruplar metalleri baglamada farkli affinite ve Ozgiilliige sahip olduklarindan, bu
ozellikleri sayesinde hiicre yilizeyine bagli olan metallerin tayinleri yapilabilmektedir.
(Ting et al.1991, Holan et al. 1993). Metal caligmalarinda, metal iyonlarin hiicre
yiizeyindeki negatif yiiklii reaksiyon alanlar1 ile kompleks yaparak adsorplanabildigi
gosterilmistir. Ayrica hiicre duvarindaki proteinler iyonlar1 baglamak i¢in peptid
baglarini tercih edebilmektedirler. Mikrobiyal hiicre duvari; glukan, kitin, mannan ve
fosfo-mannan gibi polisakkarit ve glikoproteinler bakimindan zengin olmakla beraber,
bu polimerler metal baglanma ligandlarinin kaynaklar1 bakimmdanda zengindir.
Funguslarin hiicre duvarlari ¢ift kath yapidadir ve kuru agirliklarinda bile %90 oraninda
amino veya amino olmayan polisakkaritleri icermektedirler. Genelde; fungus hiicre
duvarmmin kitin iskelet ¢atis1 amorf polisakkarit matriks icine gdomiilmiis iki asamali
sistem olarak kabul edilebilinir (Farkas 1980). Aspergillus niger biyomast %30’ a varan
kitin ve glukan iliskisinden olusmaktadir (Muzzarelli and Tanfari 1982). Hiicre duvari
bilesigi olan kitin ve kitosanin metal alimi i¢in 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir

(Ahluwalia and Goyal 2007).
Yukarida bahsedilen ¢alismalarin sonucunda; mikroorganizmanin, sulu ortamdan hiicre
ylizeyine metal adsorblamasini agiklamaya calisan ¢esitli hipotezler ileri siiriilmiistiir.

Bunlardan ilki;

i. Metal iyonlar1 hiicre ylizeyindeki negatif yiiklii reaksiyon alanlari ile kompleks

olusturarak veya pozitif yiiklii reaksiyon alanlar1 ile yer degistirerek adsorblanabilir. Bu
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olaya iyonik adsorbsiyon adi da verilir. Hiicre duvarindaki polisakkaritler, siilfat, amino
ve karboksil gruplarini icerir. Algal polisakkaridlerin ¢ogu, drnegin kahverengi ve
kirmiz1 deniz alglerinin yapisal bileseni sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyum
gibi metal katyonlarmin tuzlarmmdan olusmaktadir. Cift degerlikli metal iyonlari,

polisakkaritlerin ayn1 yiiklii iyonlariyla yer degistirir (Tsezos and Volesky 1981).

ii. Bazi mikroorganizmalarin hiicrelerinin dig zarlarindan uzanan polimerler
sentezleyebildikleri, bu polimerlerin ¢ozeltiden metal iyonlarint baglayabilme

yetenegine sahip olduklar1 gosterilmistir (Tsezos and Volesky 1981).

iii. Hiicre duvarindaki proteinler metali baglamak {izere aktif bolgeler olustururlar. Agir
metallerin proteinlere karsi kuvvetli ilgisi vardir. Proteinlerin peptid baglarmnin azot ve
oksijeni, hidroksil, amino, fosfat gibi gruplari, iyonlarin metal iyonlar1 ile yer
degistirmesi i¢in uygundur (Tsezos and Volesky 1981). Amfolit karakterde olan
proteinlerinde, molekiiliin tiirtine gore belirli bir izoelektrik pH’ 1 vardwr. Pozitif ytiklii
metal iyonlarmin izoelektrik noktanin altinda katyonik bir karakter tasiyan protein
molekiillerinin i¢erdigi gruplarin ayni yiiklii iyonlariyla yer degistirdikleri, izoelektrik
noktanin tstiindeki pH'larda ise negatif yiikli reaksiyon alanlartyla kompleksler
olusturarak adsorblandiklar1 diisiiniilebilir (Sag and Kutsal, 1995). Dolayisiyla ortam

pH'min agir metal adsorbsiyonunda etkin bir parametre olmas1 dngoriilebilir.

iv. Bazi mikroorganizmalarin yiizeylerinde yiiksek molekiil agirlikli polifosfatlar veya
kimyasal olarak bunlara benzeyen gruplar, metali kompleksleri seklinde kendilerine
baglarlar. Ornegin Citrobacter sp. hiicrelerinde bulunan organik fosfattan, inorganik
fosfat1 serbest birakan fosfataz enzimi agir metalin, hiicreye bagli metal fosfat olarak

c¢Okmesini saglar (Macaskie and Dean 1989).

Metal aliminda ikinci basamak, metal iyonlarinin hiicre zarindan igeri tagmimini da
iceren, metabolik aktiviteye bagli, daha yavas, hiicre i¢i giderim basamagidir. Bu
basamaga aktif giderim denir. Bu asamada metal baglama asamasi gerceklesmektedir.
Burada metaller hiicre membraninin transport oOzelligine gore sitoplazmaya

gecmektedirler. Yavas gerceklesen bu asamada, sitoplazmadaki metaller ¢6ziinmez
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formda (mikrodepositler) tutulmaktadirlar. Sonucgta metaller; inter ve intrafibriller,
parakristalin bdlgeler, proteinler, RNA ve polifosfatlar, vakuoller gibi formlarda ve
hiicre yapilarinda tutunuma ugramaktadir. Hiicre duvarlarinda metal baglanmasi yiiksek
verimlilik gosterirken, hiicrenin sitoplazmasindaki bolgelerde diisiik verimliliktedir

(Holan et al. 1993).

Metallerin sorbsiyon verimliliginde; ortamda bulunan metal ¢esidine, sayisina ve bu
metallerin kendine has oOzelliklerine bagli olarak sinerjik ve antagonistik etki
goriilmektedir. Ornegin; bazi alg tiirlerinde Cd ve Zn’ nun antagonistik etkisi veya

. 42 +2
metallerin membran transportunda Ni~ ve Cu

Rigola 1992).

nin sinerjik etkisi gibi (Artola and

Sonug olarak; metallerin biyolojik yontemlerle uzaklastirimi ve geri kazanimi kullanilan
klasik yontemlere gore olduk¢a ekonomiktir. Ayrica pratik bir sekilde yapilabilmeleri
ve yiiksek verimlilik icermeleri nedeniyle 1ilgili biyoteknolojik siireclerde

kullanilmaktadir.

2.2.2 Mikroorganizmalarla Yapilan Baz1 Agir Metal Calismalan

Polikarpov yaptig1 calismada ilk olarak, radyoaktif elemetlerin sulu ortamda
mikroorganizmalar tarafindan dogrudan adsorplanabildigini ve bu 06zelligin
mikroorganizmalarin yasam fonksiyonlarindan bagimsiz oldugunu gostermistir (Tsezos

and Volesky 1981).

Tezuka, aktif gamur bakterisinin tersinir flokulasyonunun negatif yiiklii hiicre yiizeyleri
ile ¢ozeltideki iki degerlikli katyonlar arasinda (Ca™ Mg™) kurulan iyonik bag
kopriilerinin bir sonucu oldugunu bildirmistir. Bu konuda Chiu, uranyum giderebilen bir

fungal kiiltiiriinii atiktan izole etmeyi basarmistir (Tsezos and Volesky, 1981).
Bacillus subtilis’in saf hiicre duvarmin yiiksek atom numarali elementleri adsorpladigini

ve daha sonra bu elementlerin geri kazanilabilecegini gostermistir (Beveridge ve

Murray 1980).
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Shumate ve arkadaslari, Saccharomyces cerevisiae’nin uranyum adsorpsiyonu iizerine
pH, sicaklik ve ortamda bulunan diger anyon ve katyonlarm etkisini incelemislerdir
(Tsezos and Volesky, 1981). Dogal polisakkaritlerin iyon degistirici 6zellikleri lizerinde
ilk ¢aligmalar Tsezos and Volesky (1981) tarafindan yapilmistur.

Benzer caligsmalar devam etmis ve Tsezos ve Volesky (1981), uranyum ve toryum
adsorpsiyonunda degisik tiirde mikroorganizmalar kullanarak, farkli sicaklik ve pH
degerlerinde adsorpsiyon izotermlerini ¢ikarmis, sonuglari aktif karbon ve iyon
degistirici recineler 1ile yapilan adsorpsiyon calismalariyla karsilastirmis ve

mikroorganizmalarin daha etkin adsorptif 6zelliklere sahip olduklarini géstermislerdir.

Bu konuda iilkemizde ilk defa Aksu ve Kutsal (1986) tarafindan yapilan ¢aligmalarda,
yesil alglerden Chlorella vulgaris ile Cu™, Pb™, Zn™, Cr'® ve Fe™ nin tek bilesenli
adsorpsiyonu kesikli karistrmali kapta ve akigkan yatak reaktdrde incelenmis,
sonuglarin  adsorpsiyon izotermlerine uygunlugu gosterilerek, alglerin yiiksek

adsorpsiyon kapasitesine sahip biyosorbentler oldugu kanitlanmustir.

Ayni konudaki caligmalara Sag ve Kutsal (1993) tarafindan devam edilmis ve bu
arastiricilar daha farkl tlirdeki mikroorganizmalarla Cr+6, Cu+2, Ni+2, Pb™? ve Fe"
adsorpsiyonunu kesikli karistirmali kapta, akiskan yatak reaktdrde ve tutuklanmis
mikroorganizma ile dolgulu kolon reaktdrde incelemisler, siirekli sistemde en uygun

reaktoriin dolgulu kolon oldugunu belirtmislerdir.

Coklu metal iyonu karigimlariyla ilgili ¢aligmalar Ting ve arkadaglar1 (1991) tarafindan
baslatilmis ve bu arastrmacilar 151k varlifinda ve yoklugunda C. vulgaris ile
kadmiyum(II) ve ¢inko(II) iyonlarinin, metabolizmaya bagli ve yarigmali giderimini
arastirmiglardir. Siirekli sabit 151k altinda, hiicresel metabolizma i¢in temel bir element
olan, ¢inko(Il) gideriminin, kadmiyum(Il) iyonlar1 tarafindan agikca inhibe edildigini
gozlemisler; ayni1 deneysel kosullarda hiicresel metabolizma icin temel bir element
olmayan kadmiyum(Il) gideriminin ise, ¢inko(Il) varhigindan etkilenmedigini

belirtmislerdir.
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Muraleedharan ve Venkobachar (1990)° in aga¢ koklerinde yasayan bir fungus olan
Ganoderma lucidum 6l biyomasiyla bakir(IT) metali kullanarak yaptiklar1 biosorpsiyon
calismasinda; protein etkilesiminin metal aliminda 6nemli bir rolii oynamadigini
bildirmislerdir. Niu ve arkadaslarinin P. chrysogenum’ la yaptiklari kursun biosorpsiyon
calismasinda (1993); fungusun metal alma kapasitesinin pH 4-5 araliginda daha yiiksek

oldugunu rapor etmiglerdir.

Olii veya yasayan hiicrelerin metal alabilme kapasiteleri karsilastirilmis, ¢ogu kez 6lii
durumdaki mikroorganizmanmn daha yliksek adsorplama kapasitesine sahip oldugu
gozlenmis ve buna neden olarak Oli hiicre yiizeyinin yapisindaki degisiklikler

gosterilmistir. (Tsezos and Volesky 1981).

Alkali ile muamele edilmis 4.niger’ in Cd+2, Cu+2, Zn+2, Ni? ve Co™? metallerinin ayri
ayr1 uygulanarak yapilan biosorpsiyon ¢alismasinda; biyomas agirliginin metal
baglamada %10 kadar etkili oldugunu ve metal baglama kapasitesi acisindan
Neurospora, Fusarium ve Penicillium tirleri ile karsilastirilmas: ortaya koyulmustur

(Akthar et al. 1996).

Zafar ve arkadaslarinin yaptiklar1 metal toleransi ve biosorpsiyon ¢alismasinda (2007);
metalle kontamine olmus tarim topragindan izole ettikleri Aspergillus, Penicillium,
Geotrichum, Fusarium, Rhizopus, Monilia ve Trichoderma cinslerine ait funguslara Cd,
Ni, Cr, Cu ve Co metalleri kullanilarak minimum inhibe konsantrasyon testi
uygulanmistir. Bu testte yliksek direng gosteren Rhizopus sp., Aspergillus spp. tirleri
CdCl; ve K,Cr;07 metallerinin 2, 4, 6, 8 mM’ lik sulu ¢6zeltileri ilk pH’1 5 olacak
sekilde 25°C° de 4 saat ¢alkalamali etiivde muamele edilmistir. Agir metal
konsantrasyonlar1 atomik absorpsiyon spektrofotometre cihazi ile analiz edilerek SPSS
istatistik testi uygulanarak karsilastrma yapilmistir. Cd ve Cr’ un biyosorpsiyon ig¢in

Rhizopus sp. ve Aspergillus spp. tiirlerinin kullanilabilecegini gostermislerdir.
Melgar ve arkadaslar1 (2007); bir fungus tiirii olan Agaricus macroporus ile toksik

metallerin sulu ¢ozeltilerinde metal giderimini ¢alismislardir. Olii ve canli biyomas

kullanilan ¢aligmada; Cd+2, Hg”, Pb+2, Cu? ve Zn"? metallerinin her birinden 100
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mg/It’ lik ¢ozeltileri farkli pH’ larda hazirlanmistir. pH 4.5 luk ¢6zeltilerinde NH3 ve
KH,PO,4, pH 9.0’ da ise NaOH ¢ozeltisi eklenerek 3 farkli uygulama kullanmislardir.
Farkli zamanlarda metallerin ¢ozelti 6rnekleri alinarak anodik siyirma voltametrisi
(ASV) teknigi ile analiz edilmislerdir. Bu teknik kullanilarak 6lii ve canli biomasin

biosorpsiyon kinetikleri karsilastirilmistir.

Marbnianh ve Nazareth (2007) ¢alismalarinda; tuzcul bolgelerde yetisen bitkilerden
(Mangroves) ve tuzlalardan izole ettikleri halotolerant Penicillium tiirlerinde agir metal
direngliligini arastirmislardir. Pb, Cu ve Cd metallerinin sulu ¢d6zeltilerinde farkh

konsantrasyonlarini ¢alismislardir.
Agir metal caligmalarinda; adsorpsiyon terimi hem canli hemde cansiz materyallerle

agir metal gideriminde kullanilir. Calismamizda canli biyolojik materyal kullandigimiz

icin tezin bundan sonraki boliimlerinde biyosorpsiyon terimi kullanilmastir.
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Cizelge 2.2 Metal adsorpsiyon calismalarinda kullanilan

funguslar (Ahluwalia and

Goyal 2007)
Biasorbent Metals Aulsarplion References
mpacity (mg g y|
Aspergilluy fosidus Ce V1) 2 Prasanjit and Sunsachi (2005
Aspergillus niger Cu 4 Townsley and Ross | 1956)
- Modak et al {1798
Cao 5 Kuyucak snd Valesky | 1980]
An ] Euyucak mmd Vaolesky [ 1989]
Co 14 Sakaguchi amd Nakagma [1941]
Cr, Fe - Gioyal el al, (2043
Pb L Kot ef al. {1995
Th n Taeros aml Valesky (1981)
I3 Crmddd (1955)
L} o Suknguchi znd Nakajimn [1991]
be) Euyucak mnd Valesky { 1959]
In Lud et al (1991, Moedak et al. (1996),
Muster et al. {2M0I)
Aspergiliug reveens Th. U o, 1 Taezes ara Voksky (1%81)
Aureohazdum polidans Cu f Gradd amd ol [15995)
Phb 56,9 Suh o al, {199E)
= Ahluouliz and Geoyal (2003)
Clmdasporinm resioe Cu 12 Craxld | 19535
de Rosne and Gadd [ 1967)
Ph - Ahluoalis sed Goyal (2003)
Canatichy wrilie Cr, Cu, Pb - Muder et al. { 2002)
ek e bl Cu ) Murslesdhsram and Yenkebachar | 1990)
Mucar ment Cr Tobm and Roux []59E]
Mucor raey i Phb, £n, Cd, M 17, 459 6., 5.24 Yiun amd Veraraghavan (2{13)
Fh Tod Lo et al. (1999
Fertdcillliot clirjsopeiion Cd, Cu, P IL %, L6 Mid @ al. {1993)
Cd i Halan amd Yolesiy | 159935)
k) Fousest et al. [1594)
Th 142 Tszros nol Vaolesky [1981]
Ciadd and Whate [ 1992]
u bl Taezros and Volesky [1931])
£n 6.5 Niu et al. {1593)
- Louef et al. (15951}
Cd, Zn, O, Ph - Skowronski et al, (2001]
Plevaratur sapidus Cd, Hg 127, 3’7 Yaolgimknya ef al, {2007]
Strepioreriicdfum cimaamomam Pb, Zn P Furanix and Paknikar [ 1997)
Penicilon rankoem Cu de Reme and Gadd [ 1967
Th - Craddd and Whae [ 1989)
Fenietllion spienl e Cu, Zn 042, 0 Townsley and Ross | 1953)
FPiaverochaite cle st Cd 545 Grgbriel et al ( 1996y
Ph z Sayet al, (2000]
Cu = Yt ot al, [2004)
fhodetnrala glutims Fb Ti5 Cho and Kim [2003]
Rhiizoper nigricans Cr, Pb 47 Bai ard Abeaham (2001)
£ £] Zhang ¢t al. (1998)
Cd, Mi, P 1% 5, 16 Foures apd Rows (1992
Haolun and Volesicy (1995)]
R aligasporis Cr 1M ArifT et al [ 15549)
Cd 17.R Aloysius el al [1599)
B arrhizus M, Od, £n, Ph, Cu 18, 27, 14, 36, 9.5 Fourest amd Foux (1993
Cd ki) Haolan amd Yolesiy | 1995]
Cr ] Bai and Akeabam {1998
£ Mourbakhsh et ol (15594}
Co 29 Suknguchi amd Nakajimn [1991]
Nivog et al, (1995]
Sag and Kutsal [1995]
- Prakasham ¢t al. [ 1999]
Cu i Gradd (1955)
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Cizelge 2.2 (Devami) Metal adsorpsiyon ¢alismalarinda kullanilan funguslar (Ahluwalia
and Goyal 2007)

Bepsarbent Melaks Aulsorplion References
capacity (meg ')
Th 185 Tseans and Valesky [1951)
a1 Gadd et al [ 1988]
Gadd ard White {1992)
] i} Tseaos and Valesky [ 1961]

Taeeas ed al. {198%)
Taewns mnad Dreu tsc b | 1950)
Soacofaramyces fererisie Cd Volesky et al. (1993)

Cr Nourbakhsh & al. (19H)
HE] Cinar &1 &l 1 1%06]
Co 5B Sukaguchi and Wakajima (1991]
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2.3 Agir Metal Biyosorpsiyon Calismasinda Kullanilan Cihazlar

2.3.1 indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES)

ICP-OES, bircok elementin ayni1 anda nicel tayininde kullanilan analitik metotlardan
birisidir (Skoog et al. 1998). Diisiik derisim seviyelerinin tayininde basarili bir analitik
yontem olarak kullanilir. B, S, N gibi zor 6lgiilebilen, genis bir lineer aralikta diistik
tespit siirlart olan elementlerin 6lgiimleri bu cihaz ile miimkiindiir. Bor tayinleri igin
bilinen diger yontemlere gore daha iyidir. Yontem, kati, sivi ya da gaz 6rnegin plazma

icine verilmesi ve atomik emisyonun Olciilmesine dayanir.

ICP kaynagi, argon gibi inert gazlardan yiiksek enerjili ve yliksek frekansli iyonlagmig
bir plazmay: tiretir. Bir numune plazmanin merkezine enjekte edildiginde, 10000 K
sicakliktaki plazma, numunedeki elementlerin ayrigma, atomlagsma ve uyarilma
islemlerinin gerceklesmesini saglar. Bu olaylar, c¢alisilan elementlerin kendilerine 6zgii
frekansta 15181 yaymasi ile sonuglanir. Bu 151k siddeti, numune igerisindeki elementlerin
derigimi ile dogru orantilidir ve bir emisyon spektrometresi ile 6l¢iiliir. Spektrometre
ozgiin frekanslar1 farkli dalga boylarma aywrabilme ve nicel sonu¢ alabilmeyi saglar

(Aslantas 2007).
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ICP-OES cihazmin; genis ¢alisma araliga sahip olmasi, kimyasal girisimin olmamasi,
elementler aras1 en diisiik etkinin gozlenebilmesi, sonuglar1 oldukca iyi kesinlik ve

dogrulukla verebilmesi kullaniminda bazi avantajlar saglamaktadir (Aslantas 2007).

Bakir, nikel, altin ve platin ile yapilan fungal biyobirikim ¢alismasinda; agir metale
toleransli funguslar kullanilmigtir. S1vi gelisme ortaminda 10, 25, 40 mg/It bulunan agir
metaller, biomasla birlikte 28°C’ de 72 saat calkalamali etiivde muamele edilmislerdir.
Belirli zamanlarda alman her bir siipernatant drneginin element analizi igin Indiiktif
eslesmis plazma optik emisyon spektroskopisi (ICP-OES) cihazi kullanilmistir. Sonug
olarak; nikel ve altinin funguslar i¢cin gelismede toksik etki olustuklarini, en diisiik tosik

etkinin ise platinde gergeklestigini saptamislardir (Moore et al. 2007).

2.3.2 Fourier Transform infrared Spektrometre (FT-IR)

Son on yildan beri FT-IR; biyolojik makromolekiillerin (Siebert 1995) ve doku, hiicreler
gibi kompleks biyolojik sistemlerin (Jackson et al. 1997) ¢alisilmasinda giiglii bir teknik
olarak gosterilmektedir. Cok sayida kimyasal fonksiyonel gruplarin karboksil, hidroksil
ve amid gibi; funguslarin metal baglayan bdlgelerinin identifiye etmek icin
kullanilmaktadir. Funguslarin metal tutma kapasitesi, metal ve adsorpsiyon bolgesi

arasindaki kimyasal durum ve affiniteye gibi faktorlere baghdir.

FT-IR cihazi; elektromanyetik 1s1n1im molekiil ile etkilesimini inceler ve molekiil yapis1
hakkinda bilgi verir. Molekiillerin titresim frekanslarindan molekiil yapis1 hakkinda
bilgi edinmek miimkiindiir ve molekiillerin titresim frekanslar1 infrared spektroskopik

yontem ile incelenebilmektedir.

Vankar ve Bajpai’ nin (2008) tabakhane atik suyunda ¢ok miktarda bulunan Cr (VI)
metalinin, bir fungus tiirii olan 7richoderma ile biyoremediasyon caligmasi
yapmiglardir. FT-IR analizi ile fungusun hiicre yiizeyinde Cr tutma bolgelerinin biiytlik

olasilikla karboksil ve amin gruplar1 oldugunu saptamiglardir.
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2.4 Tuz ve Onemi

Tuz, insanlar tarafindan giinliik yasaminda kullanilan dnemli bir mineraldir. Insanin
tuzu ne zaman kullanmaya basladig1 tam olarak bilinmemekle beraber, bu siirenin MO
1000 yilina kadar gittigi diistiniilmektedir (Koday 1999). Yasamimizda hem tad verici

hemde gida olarak kullanilan bu madde muhafaza maddesi olarakta kullanilmaktadir.

Kristal yapili bir sodyum kloriir (NaCl) bilesigi olan tuz, kiibik sisteme gore kristallesen
Na ve CI iyonlarindan olusur. Tuz saf halde iken yaklasik %40 Na, %60 CI’ den
meydana gelir (Yalgin ve Ertem 1997). Icerdigi maddelere bagli olarak tuz, renksiz
saydam ya da yar1 saydam; dogadan iiretildigi sekli ile rengi gri, sar1, kirmizi hatta mavi
ve yesilde olabilmektedir. Tuz saf halde iken renksizdir. Yiiksek basing altinda plastik
6zellik gosteren tuzun sertligi 2,5 olup, yogunlugu 2,1-2,55 gr/cm’ arasinda degisir.
Erime noktas1 800,8 °C, kaynama noktasi ise 1,412 °C’ dir (Akdik 1980). Eski ¢aglardan
beri besinlerde katki maddesi olarak kullanilan tuz, giinlimiizde kimya sanayinin en

onemli ham maddelerinden biri haline gelmistir.

2.4.1 Tuzlu Ortamlar (Habitatlar)

Tuz; denizlerde, gollerde, yeralti sularinda erimis halde ve yeraltinda kaya tuzu seklinde

bulunur (Oren et al. 1997).

Tuzlu ortamlarin smiflandirilmasinda iki ana faktér rol oynamaktadir. Birincisi tuzun
orijini ve yapisidir. Asir1 tuzlu ortamlarin ¢ogu deniz suyunun buharlasmasi sonucu
olusur ve ‘Thalassohaline Ortamlar’ olarak adlandirilirlar. Deniz suyundan olusan tuz
bilesiminde sodyum ve klorid iyonlar1 baskindir. Bu bilesimin pH’ 1 nétral veya birazda
alkalidir. Buharlagsma sirasinda, kalsiyum siilfatin ¢dkmesinden dolayr ve diger
minerallerin ¢6ziiniirliigiiniin artmasiyla iyonik bilesenler icinde bazi degismeler olusur.
NaCl’ ye doymus thalassohaline tuzlu su, ¢ok sayida pigmentli mikroorganizmalar
barindirdigindan siklikla parlak kirmizi renkte goriiniir. Diger tuzlu ortamlar ise kitasal
orjinli tuzlarm ¢oziinmesinden olusmaktadir. ‘Athalassohaline Ortamlar’ olarak

adlandirilan bu ortamlarin iyonik bilesenleri deniz suyundan oldukca farklidir. Israil’
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deki Olii Deniz athalassohaline bir goldiir. Diinyada ¢ok sayida athalassohaline gol
bulunmaktadir (Oren 2002).

Tuzlu ortamlarin smiflandirmasinda  ikinci faktér tuz konsantrasyonlaridir.
Arastirmacilara gore; asir1 tuzlulugun alt smir1 %3-12 oranlar1 arasinda degismektedir.
Tuzluluk oran1 %10-12 olan ortamlar orta dereceli tuzluluk olarak adlandirilmakta ve bu

ortamlara ‘Mesosaline Ortamlar’ denilmistir (Javor 1984).

Asirt tuzlu gollerdeki iyonlar g¢evrenin topografisine, jeolojisine ve genel iklim
durumuna gore degisebilir. ABD Utah’ taki Biiyiik Tuz Go6lii’ nde gesitli iyonlarin nispi
oranlar1 deniz suyununkine benzemektedir. Ortamda sodyum ve kloridin yani sira, pH’1
alkali oldugundan siilfatta dnemli miktarda bulunmaktadir. Bunun aksine Israil’ deki
Olii Deniz> de sodyum orani diisiik olmasina ragmen ¢evresinde bulunan kayalardaki
magnezyum miktarindan dolayr magnezyum miktar1 yiliksektir. Soda gollerinin
kimyasal iceriginde ise soda gollerini ¢evreleyen kayalardan dolay1 yiiksek seviyede

karbonat minerali bulunur ve pH’ 1 10-12 arasindadir (Valera 1993).

Ekonomik degere sahip tuz kaynaklar1 kat1 ve sivi olarak ikiye ayrilmaktadir. Tuz sivi
halde denizlerde, tuzlu gollerde, tuzlu su kaynaklarinda ve kati1 halde de kaya tuzu
seklinde bulunmaktadir. Denizler dinyamizin en biiyilkk tuz rezervlerini
olusturmaktadir. Denizlerdeki tuzluluk derecesi; denizlerin tath su alip almadiklarina,
cografi durumlarma ve iklim kosullarmma gore degisik miktardadir. Kapali denizlerde
tuzluluk derecesi fazla olmasmna karsin, okyanuslarla acik denizlerde hemen hemen

aynidir.

Tuz; deniz, gol ve diger dogal tuzlu sularin giines altinda buharlastirma yontemi ile
kristallesmesi sonucu elde edilir. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in o bolgenin iklim
kosullarinin uygun olmasi1 gerekir. Avrupa’ nin Akdeniz ve Atlantik’ teki deniz
tuzlalarinda deniz suyundan cikan tuz genellikle %77-78 NaCl, biraz KCI ve MgSQy,
cok miktarda da MgCl, icermektedir. Saf tuz elde edebilmek i¢in bu yabanci maddelerin
ayrilmasi gerekir. Bunun i¢in deniz suyunun giines ve riizgar etkisiyle buharlastirilarak

bu ¢esitli bilesikleri ¢okecekleri bir konsantrasyona getirilmesi gerekir. Bu islem suyun
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diisiik bir seviyede bulundugu seri haldeki havuzlarda saglanir. Tiirkiye’ de deniz
suyundan tuz iiretimi izmir Camalt1 ve Ayvalik’ ta olmak iizere iki adet olan deniz
tuzlalarinda iiretim Mart ve Agustos aylar1 arasinda yapilir. Camalt1 deniz tuzlas: Tekel’
in en biiyilik tuzlast olup 450.000 ton/yil kapasiteye sahiptir. Burada iiretim agisindan
optimum verimi saglayacak kosullar vardir. Tuzla nemi az olan kuzey riizgarlarina
aciktir. Genel olarak biitiin y1l boyunca yagmur hari¢ evaporasyon son derece olumludur

(Ergin 1988).

GOl tuzlalarinda tuz iiretimi, yaz aylarinda yogun su buharlagmasi nedeniyle ¢dken
tuzun toplanmasi seklinde gerceklestirilir. Tuz gollerinin bir kismi eski deniz yataklari
olabilecegi gibi bazilar1 da genis yer ¢okiintiilerinde, civar bolgelerdeki kaya tuzlarindan
gecerek bu cukurlarda toplanan tuzlu sulardan olusurlar. Bu gollerden bir cogu yalnizca
kis aylarinda g6l manzaras1 verirler. Yaz aylarinda buharlasma sonucu toplama
havuzlar1 tuz tavasi haline gelirler. Ulkemizde g6l sularindan tuz iiretimi Tuz Golii
cevresindeki Tavsan, Kaldirim ve Kayacik tuzlalarinda riizgar ve sicakligin etkisiyle gol
ylizeyindeki sular azalmakta ve tuz tabanda kristallesmeye baslamaktadir. Bu
kristallesme ya Onceden olusan yada dogrudan toprak lizerinde olusmakta ve iklim

kosullarina gore 6-10 cm arasinda bir kalinliga erigsmektedir (Ergin 1988).

Yeraltinda az veya cok derinlerden kati halde elde edilen tuzlar kaya tuzu olarak
tanimlanir. Denizlerdeki eriyik tuz rezervlerinden sonra ikinci biiyiik tuz kaynagmi
olusturan kaya tuzu yataklar1 ince veya kalin tabakali olabilmektedir. Alttan yukariya
dogru siserek genisleyen, yiizlerce metre yiikseklikte ve genislik gosteren tuz tepeleri

veya tuz domlar1 seklinde olusmuslardir (DPT 2001).
Sibirya, Avrupa’ nin kuzeyi ve igleri, Giineydogu Avrupa (Alpler ve Karpatlar) ve

Kuzey Amerika’ nin orta kita sahasi tuz yataklarina sahiplik etmektedir (Stan-Lotter et

al. 2006)
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2.4.2 Arastirma Bolgelerinin Genel Ozellikleri

2.4.2.1 izmir Camalt1 Tuzlasi

Tuzlalar, giines 1sinlar1 vasitasiyla deniz suyunun buharlastirilmasi ile tuz {iretimini
saglamak amaciyla kurulan, birbirine bagh veya bagli olmayan, degisik boyutlardaki
havuzlardan olusmus sistemlerdir. %3,5-%30,0 tuzluluga kadar olan bu havuzlar,

kendilerine 6zgii canli topluluklarini icerirler (Koru 2004).

CAMALTI DENIZ TUZLASI
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Izmir Karezi

Sekil 2.4 Camalt1 Tuzlas1 (Koru 2004)

Ulkemizdeki 6nemli tuz iiretim yerlerinden biri olan Camalt1 Tuzlas1, Izmir iline 28 km
uzaklikta, Gediz nehri havzasma kurulmus, Tirkiye’ nin deniz kaynakli en biiytlik
tuzlasidir. Camalt1 Tuzlas1 24.161.000 m® alana yayilmis buharlastirma havuzlar1 ve
3.158.000 m” alam kaplayan kristalizasyon havuzlariyla énemli bir sulak alandir. Genel
olarak I. ve II. tuzla, su depolama alanlari, kristalizasyon havuzlar1 olarak 4 ana kisma
ayrilir.  Su depolama havuzlart %035-50, buharlastrma havuzlart  %050-150,
kristalizasyon havuzlart %0150-300 tuzluluktadir. Tuz iiretim parsellerinin ortalama
derinligi 0,5-1,0 m olmakla beraber, 1,5 m derinlikteki tuz havuzlariyla, su iletim
kanallar1 da mevcuttur. Tuz parsellerinin zemini sikistirilmis olup, topraktir. Tuzlanin

denizle baglantisini, ana kanal {izerine kurulmus olan pompalar saglamaktadir. Boylece
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degisik boyutlardaki havuzlara verilen deniz suyu, kademeli olarak tuz kristalizasyon

havuzlarma ve tiim alana dagitilabilmektedir (Koru 2004).

Camalt1 tuzlasinin temelleri, ilk kez 1863 tarihinde italyanlar tarafindan atilmis ve 1912
yilinda Maliye Bakanligina devredilerek devletlestirilmistir. 1913-1932 yillar1 arasinda
Tiitiin Isleri Miidiirliigii ad altinda ¢alismus, 1933 yilindan itibaren Tekel (Tekel, Tiitiin

Mamulleri, Tuz ve Alkol Isletmeleri A.S) Bakanlhigma baglh Tekel Genel Miidiirliigiine
devredilerek simdiki Camalti Tuzlast kurulmustur. Mubhtelif yillarda birkag kez

yenilenip bugiinkii halini almstir.

Camaltr Tuzlas1” nda tuz tiretimi giines 1s1s1 yardimiyla deniz suyunun buharlagmasi
esasina dayanir. Tuz iiretimi i¢in gerekli iklim kosullar1 tuzlada mevcuttur. Tuzla nemi
az olan kuzey riizgarlarina aciktir. Mayis ve Agustos aylarinda bat1 ve glineybatidan,
Nisan ve Eyliil aylarinda ise kuzey ve kuzeybatidan riizgar esmesi tuz iiretimi i¢in
elverisli bir ortam hazirlamaktadir. Camalt1 Tuzlas1 ¢ok biiyiik sahaya sahip oldugundan
sevk ve idarenin kolaylastirilmasm agisindan Uretim Subesi biinyesinde 1. ve 2. Tuz

Uretim Merkezi olmak iizere iki ana merkez olusturulmustur.

Yurdumuzun tuz gereksiniminin %60’ n1 karsilayan tuzlada iiretim Mayis ayinda baglar.
Deniz seviyesinden 2 m yiikseklikte olan ham su havuzlari, “Timpana” adi verilen ve
emme basma tulumba islevini géren su depolar1 araciligiyla doldurulur. Havuza alinan
su yiiksekligi 3540 cm’ dir. Tuz kristallerinin ayrilmasi 3 ay siirer. Ilk kristallerin
ayrilmas1 Haziran’ da baglar, Agustos aymin son giinlerinde bitirilerek tuzu ayrilmis
olan ana ¢ozeltilerin denize verilmesi saglanir. Eyliil aymin ilk giinlerinde ¢ozeltileri
ayrilmis olan tuz kristalleri, bir siire kendi halinde birakilarak kismen kurumalar1 ve
kismen de billurlarin aralarinda kalmis olan fazla suyun siiziilmesi saglanir. Bundan
sonra ayrilma islemlerine baslanarak tuzlar kiimelenir. Yigilma islemi i¢in tuz kiimeleri
etrafina vagon raylar1 dosenerek vagonlar araciligi ile tuz yiginlanir. Yiginlanmis tuz
kristalleri i¢lerinde bir miktar daha ana cozelti tuttuklarindan hafif pembe renkli
gortiniirler. Zamanla ana ¢ozeltilerin giderilmesiyle tuz beyaz rengini alir. Bu sekilde

alinan tuz ortalama %97-98 NaCl’ dir (Ergin 1988).
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Camalt1 Tuzlas1’ nda, diisiik tuzlulukta %035-50, orta tuzlulukta %050-150 ve yiiksek
tuzluluktaki %0150-300 biyotoplarin kendine has canlilar1 vardir. %035-50 tuzlulukta
algler, protozoa, bakteri, baz1 mollusk tiirleri, su bitkileri ve baliklar bulunur. Bu
alanlarda organik materyal miktar1 diisiiktiir. %050-150 tuzlulukta, yiiksek miktarda
¢Ozlinmiis organik materyal ve birka¢ canli tirii vardir. Temel canli tiirleri bazi
Cyanobacteria ve Artemia spp.’ dir. %0150-300 tuzlulukta organik materyal miktar1
fazla, organik materyalin organizmalar tarafindan tiiketimi yiiksek olup, canli toplulugu
3-4 tiirii kapsar. Bu biyotopta Halobacterium cinsinden kirmizi bakteri yaygin olarak
bulunur (Koru 2004). Bu tuz bakterileri, uygun kosullarda c¢ogaldiklarinda suyun
rengini agik kirmizi-turuncu renge doniistiiriirler. Bu durum sudaki giines 1smlarmin
tutunmasin1  arttirdigindan, buharlasma da artmakta ve daha hizli tuz olusumu
gerceklesmektedir. Buharlastirma havuzlarinda yapilan gozlemlerde, 6zellikle ilkbahar
aylarinda siyanotoksin bir aktivitenin oldugu ancak, hiicre yogunluklarmnin hi¢bir zaman

suyun rengini degistirecek diizeye ulagsmadig1 saptanmistir.

2.4.2.2 1gdir / Tuzluca Kaya Tuzu Yatagi

Kaya tuzu; uzun jeolojik donemler boyunca dogal olarak tuzlu sularin buharlagsmasi
sonucu yeraltinda sedimentler halinde olugsmustur. Diinya’ da yer alan kaya tuzu

yataklar1 Permiyen ve Triyas doneminden gelmektedir (Stan-Lotter et al. 2006).

Ulkemiz jeolojik yapis1 nedeniyle biiyiik tuz yataklarma sahiptir. i¢ Anadolu’ da
Cankir1’ dan baslayarak Corum, Yozgat, Sivas, Erzincan, Erzurum ve Kars iizerinden

Iran’ a baglanan tuz yataklarinda 30’ u askin kaya ve kaynak tuzlar1 yer almaktadir.

Ayrica Adana havzasi ve Siirt yoresinde de genis yeralti tuz olusumlart mevcuttur.
Ulkemizde bes kaya tuzlasinda kapali madencilik ydntemiyle tuz iiretimi yapilmakta

olup 7 adet ana kaya tuzu yatagimiz bulunmaktadir.
Tirkiye’ de kaya tuzu rezervlerinin tam olarak belirlenmesi amaciyla Tekel ve M.T.A.

arasinda protokol imzalanarak 1977 yilinda ¢alismalar baslanilmistir. Bu calismalar

Cankiri, Sekili, Gulsehir, Tuzluca yeralt1 kaya tuzu sahalarinda yapilmistir. Tuzun
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yayillimi tespit edilerek, rezervini ortaya cikaran bu calismalarda yorede jeolojik
haritalama, jeofizik ve sondaj ¢alismalar1 yliriitiilmiis, kaya tuzu rezervinin jeokimyasi

ve kalitesi de yorumlanmistir (DPT 2001).

Dogu Anadolu Bolgesi’ nin Erzurum-Kars boliimiinde yer alan Igdir ilinin kuzey ve
kuzeydogu sinirin1 Aras Nehri ve bu nehrin yatagi boyunca gegen Ermenistan smirini
teskil eder. Igdir ovasi, 39° 52" 12" enleminde ve 44° 31’ 12" boylaminda yer alir.
Yiizolgtimii 3539 km*’ yi bulan ilin, Ermenistan ile hududunu boydan boya Aras Nehri
teskil etmektedir. Bolgenin, yaklasik %74’ i daghk, %26’ s1 da ovalik araziden
olugsmakta olup, il genelindeki en 6nemli yiikseltiler Biiyiik ve Kiiclik Agri, Zor, Durak
ve Pamuk Daglar1’ dir. Tlgeleri ise Aralik, Karakoyunlu ve Tuzluca’ dir. Tuzluca ilgesi,

11 merkezine 39 km uzaklikta olup, yiizdl¢iimii 1254 km?” dir .

Tuzluca ilgesinde bulunan tuz yataklarmin rezervi yaklasik 800 milyon ton olup, %98
oraninda NaCl icermektedir. Tuzluca ilgesine 1923’ te kurulan kaya tuzu tesisi,
Ermenistan sinirma yaklasik 2 km kadar uzakliktadir. Isletmenin bulundugu alanin
yiikseltisi 1.075 metre ve tuz daglarinin bulundugu alanin yiikseltisi 1.150 metredir.
Tesisin giinliikk tuz iretimi 90 ton, aylik tuz iiretimi 25.000 ton dolayindadir. Tuz
yataklar1 bakimindan zengin olan ilgede, bu yataklar; Tekel idaresince isletilmekteydi

ancak suan o6zel bir sirket tarafindan isletilmektedir.

Resim 2.1 [gdir/ Tuzluca tuz magaralari (2)
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Tuzluca kaya tuzu tesislerinde madencilik yontemi ile tuz iiretimi yapilmaktadir. Uretim
yontemi oda-topuk olup kullanilan teknoloji ¢ok eskidir. Bu yontemde ilk 6nce deliciler
yardimiyla yuvalar acilir. I¢ine doldurulan madde sikistirilir. Fitilin ateslenmesi ile
patlama islemi gergeklestirilir. Patlama sonucu ortaya c¢ikan tuz, nakil araclarmna is

makineleriyle yiiklenerek sevkiyat1 yapilir.

Kaya tuzlar1 saf tuz halde bulunmayip eski jeolojik devirlerden bu yana iizerinde
tasidig1 ekstrem kosullara dayanikli halofilik mikroorganizmalarla, organizmalarin
evrimi hakkinda Onemli bilgi vermektedir. Bu mikroorganizmalar biyoteknolojik

anlamda da olduk¢a 6nemlidir (Stan-Lotter et al. 2006).

2.5 Ekstremofilik Mikroorganizmalar

Ekstremofilik mikroorganizmalarin, yliksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan iiyeleri
olan halofiller, filogenetik agacin ii¢ domaininde de (Bacteria, Archaea, Eukarya) yer
almaktadir (Horikoshi and Grant, 1998). Halofiller Kushner’e gore (1985); halofilik
olmayanlar (%1’ in altinda NaCl’ ye ihtiya¢ duyanlar), az halofiller (%1-3 arasinda
NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar), orta derecede halofiller (%3-15 arasinda NaCl’ ye ihtiyag
duyanlar) ve asir1 halofiller ( %15° ten daha fazla NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar) olarak

siniflandirilmastir.

Bunlarin disinda halotelerant olan bir grup daha vardwr. Bunlar hem tuz varlhiginda

hemde yoklugunda gelisen organizmalardir.

Halofilik mikroorganizmalar tuzla, hipersalin sular gibi bolgelerde bulunurlar. Bu
ortamlarda; okaryotlar igerisinde yesil alg olan Dunaliella (%10 tuz konsantrasyonu),
Artemia salina, Ephydra gibi organizmalar yer alir. Bakterilerden ise; Salinibacter
ruber (%20 tuz konsantrasyonu) en ekstrem halofilik bakteri olan 6zel bir tiirdiir.
Halobacterium, Haloferax, Haloarcula gibi genuslarsa Archaea domaininde yer alir ve
bu mikroorganizmalar tuzun doygunluk noktasma yakin konsantrasyonlarda yasayabilir

(%35) (Horikoshi and Grant, 1998).
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Ekstrem olarak adlandirilan birgok mikroorganizma adaptasyon gosterdikleri ortam
kosullarina bagh olarak ¢esitli 6zelliklere sahiptirler. Bu nedenle bu organizmalarin
biyoteknolojik ve ticari 6nemleri oldukca yiiksektir. Halofilik organizmalar arasinda bu
giine kadar oOzellikle gram negatif organizmalarla c¢alisilmistir. Gram pozitif
organizmalar ve funguslar bu alanda heniiz yeni arastirilmaya baglanmis

organizmalardir.

Bu organizmalar ekstraselliiler niikleazlar basta olmak iizere bir¢ok enzim ve iriinii
sentezleme yetenegine sahiptirler (Ventosa et al.1998). Bu iirlinler arasinda
bakteriorodopsin, pektin, amilaz, lipaz, seliilaz, proteaz, biosiirfaktanlar, lektinler ve

bioplastikler sayilabilir (Banat et al. 2000).

Okaryo domainindeki ekstremofillerde, metabolizmalar1 igin gerekli olan kaynaklar
yeterli oldugu siirece ekstrem kosullarda yasayabilmektedirler. Okaryotik
ekstromofillere ait algal ve fungal organizmalara; kirmizi termofilik bir alg olan
Cyanidium caldarium, psikrofilik yesil bir alg olan Chlamydomonas nivalis ve
asidofilik bir fungus olan Trichosporum cerebriae 6rnek olarak gosterilebilinir. Bu
gruplar hipersalin ortamlarda baskin olarak bulunan halofilik yesil bir alg olan

Dunaniella salina’ y1 da icermektedir (Schleper et al. 1995).

Ekstrem hipersalin ortamlar c¢esitli kosullara (pH, sicaklik, oksijen gibi) sahip
olduklarindan dolay1 farkli topluluklarin calisilmasimna izin vermektedirler (Gunde-
Cimerman et al. 2000, Pedros-Alio 2004). Tuzlalardaki mikrobiyal ¢esitlilik
calismalarinin ¢ogu halofilik Archaea bakterilerinden Halobacteriales familyas1 iizerine
odaklanmistir. Ciinkii bu ortamlarin ana bilesenini olusturmaktadir (Oren 2002). Alg,
protozoa, eubakteria gibi diger organizmalar ve hatta funguslarda ekstrem tuz kosullar1
altinda yasamlarini siirdiirmesi zor olmasia ragmen tuzcul bolgelerde bulunmaktadirlar

(Gunde-Cimerman et al.2004).
Funguslar c¢ogu ekosistemlerde c¢esitli olarak koloni halinde bulunmaktadirlar.

Funguslarin ¢ok c¢esitli olarak bulunduklar1 ortamlar tropikal bolgeler 6zelliklede

tropikal ormanlardir (Hawksworth 1991). Puerto Rico’ da fungal ¢aligmalar orman ve
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kiy1 ekosistemleri tizerine yogunlagsmistir (Acevedo 2001, Lodge et al. 2002, Cantrell et
al. 2004, Nieves-Rivera 2005). Bir¢ok fungus; su, sicaklik, pH ve tuzluluk gibi ekstrem
cevre kosullarina adapte olabilmektedir (Griffith 1994). Magaralar, tuzlu topraklar,
deniz sedimentleri, deniz sulari, tuzlalar, kumsallarda gibi ekstrem c¢evrelerde tam
olarak tanimlanmamis Ascomycota sinifina ait funguslar bulunmustur (Moubasher et al.
1990, Kohlmeyer and Volkmann-Kohlmeyer 1991, Domsch et al. 1993, Newell 1996,
Hyde and Pointing et al. 2000;). Son zamanlarda hipersalin ¢evrelerden funguslar izole
edilmis olmasina ragmen fonksiyonlar1 hala belirlenememistir (Gunde-Cimerman et al.
2004). Ekstrem ortamlardaki fungus ¢alismalar1 genellikle Olii Deniz, Rusya ve kuzey
bolgelerde gergeklestirilmistir (Buchalo et al. 1998, Kis-Papo et al. 2001,2003, Gunde-
Cimerman et al. 2004). Butinar ve arkadaslar1 (2005a,b); Fransa, Giineybat1 Afrika,
Portekiz, Slovenya, Ispanya ve Dominik Cumhuriyeti’ nde bulunan birka¢ yapay ve

dogal hipersalin ¢evrelerden izole ettigi funguslar1 tanimlamistir.

Halofilik ve halotolerant funguslar diisiik su aktiviteli yiyeceklerin kontaminantlari
olarak bilinmektedirler. Mayalar sekerli, balli ve tuzlu sivi {iriinler icinde baskin halde
bulunmaktadir. Halotolerant yiyecek mayalari; Candida (C. lambica), Debaryomyces
(D. hansenii), Pichia (P. anomala, P. guilliermondii, P. ohmeri), Rhodotorula (R.
glutinis) ve Zygosaccharomyces (Z. rouxii, Z. bisporus) genuslarin1 kapsamaktadir
(Samson et al. 2000). Bazi mayalarmm yiiksek seker konsantrasyonuna tolerans
gosterirken, bazilar1 da yiikksek tuz konsantrasyonuna tolerans gostermektedir.
Torulopsis famata, Rhodotorula rubra, Pichia etchelsii, Candida parapsilosis ve
Debaryomyces hansenii tirleri %10-15" in ustiinde NaCl’ de gelisebilmektedirler
(Lages et al. 1999). Kimisi yiiksek pH degerlerine toleranshiyken, kimisi de asidik
kosullara kars1 daha 1yi toleranshidir (Praphailong and Fleet 1997).

Maya populasyonlar1; deniz sularinda tatl sulara gore daha seyrek bulunmaktadir ve
derinlik arttikca ve karadan uzaklastik¢a azalmaktadir (Van Uden and Fell 1968). Dogal
hipersalin sularda mayalarin cesitliligi ve olusumuyla ilgili birka¢ calisma
bulunmaktadir. Lahav ve arkadaslar1 (2002) hipersalin kimyasal atik su buharlagan

gollerden iki maya tiirii kesfetmistir. Genellikle giinesin 1sittig1 hipersalin sularda
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herhangi maya populasyonunu barindiramayacagi diistiniilmektedir (Hernandez-

Saavedra et al. 1995).

2.6 Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Onemi

Endiistride kullanilan maddelerin biiyiik cogunlugu filamentli funguslar tarafindan
iretilmektedir. Bunlar arasinda 6zellikle biyoremediasyon ¢aligmalarinda funguslarin

kullanilmasmin 6nemi gittik¢e artmaktadir.

Biyoteknolojide yiyecek ve igecek proseslerin de mikroorganizmalarin kullanimi
eskiden beri bilinen degerli bir uygulamadir. Peynir olgunlastirma siirecinde
mikroorganizmalar peynirdeki yaglar1 ve proteinleri parcalayarak ¢esitli fermentasyon
driinlerini olustururlar. Bu iirlinlerin ¢esidine gore peynirin kendine 06zel yapisi,
goriiniimii  ve tat olusur. Brie, Roquefort ve Camembert peynirlerinin
olgunlastirilmasinda funguslar kullanilmaktadir. Bunun yan1 sira Cin’ de yiizyillardan
beri soya sosu bilinmektedir. Pisirilmis soya fasiilyesi ve ezilmis bugday Once
Aspergillus oryzae ile asilanir. Bu kiif ortamdaki nisastayr fermente ederek sekere
dontistiiriir. Saccharomyces cerevisae hamurun mayalanmasi i¢in ve sarap yapiminda

starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir.

Fermentasyon prosesleriyle filamentli funguslar tarfindan tiretilen nitrik asit ve penisilin
iiretimi modern biyoteknolojide hala antibiyotik iiretimine modeldir. Saccharomyces
cerevisae’ den elde edilen invertaz enzimi, sekerin kristalize olamsini Onlemede
kullanilmaktadir, yine funguslardan elde edilen pektinaz enzimi, pektin ¢oziicii olarak
meyve sularinin berraklastirilmasinda ve katilasmaksizin konsantre edilmelerinde
kullanilmaktadir. Yine funguslardan elde edilen rennin enzimleri siitiin pihtilasmasinda

ve peynir iiretiminde kullanilirlar.

Son on yildir filamentli funguslarin ticari degeri olduk¢a artmistir. Enfeksiyon ve
metabolik hastaliklarda tedavi i¢in kullanilan farmosdétik ajanlarmn kaynagi olmasi
acisindan Onem tasimaktadir. Spesifik biyotransformasyon ¢alismalarinda, kagit

yapiminda, deterjanlarin giiclendirilmesinde, hayvan beslenmesinde ve yiyecek
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proseslerinde enzimlerimlerinin kullanimi olduk¢a yaygindir. Bugiin endiistride,
funguslarin yiyecek iiretimi i¢in kullanimu ticari agidan ¢ok degerlidir (Tkacz and Lange

2004).

Halofilik mikroorganizmalar diger ekstremofilik mikroorganizmalarla karsilastiklarinda
basit besiyerlerinde kolay iiretilebilmelerinden dolay: biyoteknolojik olarak biiyiik bir
potansiyele sahiptirler. Ancak ekstremofilik mikroorganizmalarla ilgili alinan patent
uygulamalarmin sadece %20’si halofilik mikroorganizmalara aittir (Horiskoshi and
Grant 1998). Bu uygulamalardan bazilar1 bakteriyorodopsin (biyosensor yapimi,
bilgilerin holografik olarak depolanmasi, elektronik sanayi), halorodopsin (deniz
suyunun desalinizasyonu), biyopolimerler (polihidroksialkonatlar, parcalanabilir plastik
iretimi) 84 kda’luk bir protein (myconkogenin saptanmasi). Bunlarin disinda, fermente
gidalarm  ve gida katki maddelerinin hazirlanmasinda, biyosiirfektanlar petrol

kontamineli toprak ve sularin temizlenmesinde (Margejin and Schinner 2001).

Ulkemizde halofilik mikroorganizmalar iizerine yapilan ¢alismalar izolasyon ve sayim,
enzim aktivitelerinin nitel olarak ortaya konmasi (Birbir et al. 2004) {izerine olup enzim
iretim parametrelerini igcermemektedirler. Yapilan diger calismalar ise 1limlh
halofilllerle ilgilidir. Ornegin; yapilan bazi calismalarda 1liml1 halofilik tip tiirlerin hiicre
dis1 enzim iiretim kapasitelerini nitel olarak incelenmistir ve yaklasik tiirlerin %20’sinde

proteaz aktivitesi oldugunu gérmiistiir.

2.7 Funguslarn identifikasyonu

2.7.1 Geleneksel identifikasyon

Funguslarin yagam dongiilerinde hem eseyli hemde eseysiz lireme sathalar1 vardir.
Eseysiz sathasinda olusturduklar1 iireme yapilar1 funguslarmm smiflandirilmasinda
kullanilan temel kriterdir (Moore-Landecker 1996). Ancak eseyli lireme yapilar1 6zel
kosullar altinda olusturuldugu i¢cin bazi funguslarn eseyli safhast tam olarak

belirlenememistir.
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Funguslar giiniimiizde 1ki sekilde smiflandirilmaktadirlar. Funguslarin  yasam
dongiilerinde eseyli sathalarinda olusturduklar: fruktifikasyon yapilari, eseyli sporlar1 ve
tallus yapilar1 kullanilarak yapilan smiflandirmaya telemorfik smiflandrma denir.
Eseyli tireme yapilar1 tespit edilemedigi i¢in, funguslar tallus yapilar1 ve eseysiz sporlari
g0z Oniline alinarak yapilan anamorfik siniflandirma olarak adlandirilmaktadir (Sneh et
al. 1991). Anamorfik siniflandirmada kullanilan yontemlerin ortak 6zelligi gozlemlere
dayali olmasidir. Funguslar belli bir inkiibasyon siiresi sonunda makroskobik ve
mikroskobik Ozelliklerinden yararlanilarak anahtarlar yardimiyla identifikasyonu

yapilmaktadir.

2.7.2 Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

Mikroorganizmalar1 tanimlamak ve dogada bulunan mikrobiyal topluluklar1 karakterize
etmek icin mikrobiyal lipidlerin kullanimi giderek popular olmaktadir. Fosfolipid yag
asitleri (PFLA); mikrobiyal biomass ve sedimentler i¢indeki mikrobiyal canlilar1 tahmin
etmek icin uzun zamandan beri kullanilmaktadir (Rajendran et al. 1992). PFLA
metodlar1; bakteriyal izolatlar iizerindeki stres etkilerini, kok ylizeyinde bulunan
mikroorganizmalari ve arbuscular kok funguslari iizerindeki kok salgilarini belirlemek
icin uygulanmaktadir. Tarmm topraklarindan agir metallerle, asit yagmurlariyla, alkalin
tozlartyla kontamine olmus topraklardan ve diger ¢esitli habitatlardan elde edilen
mikrobiyal canlilarin karakterize edilmesine imkan vermektedir (Schutter and Dick

2000).

Mikrobiyal PFLA profillerinin analizi oldukc¢a kullanisli olmasma ragmen zaman
alicidir. Lipidler organik fazla birlesmis notr, gliko- ve fosfolipid yapisinda bulunur.
Kalan kismi ise lipopolisakkarit, taykoik ve muramik asite ayriir. En sonunda
karboksilik gruplarin metilasyonu yag asitlerinin metil esterlerini (FAME) {iretir ve

bunlar gaz kromotografisi (GC) ile analiz edilir (Schutter and Dick 2000).
Yag asitleri; fungal membrandaki lipidlerin yapisinda bulunan 6nemli bilesendir. Yag

asitleriyle yapilan caligmalar; funguslardaki gelisim, spor olusumu, germinasyon ve

onlarin icerdigi cesitli psikolojik islemlerde yag asidlerinin 6nemli bir bilesen oldugu
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gosterilmistir (Weete 1981). Genellikle funguslardaki yag asidleri homolog seriler
halinde C¢’ dan C,s’ e kadar olan karbon zincirlerinden olusur . Baz1 yag asidleri belli
mikroorganizmalarda bulunmaktadir ve bunlar kemotaksonomi c¢aligmalarinda
biomarker olarak kullanilmaktadir (Devi et al. 2006). Cantrell ve arkadaslar1 (2006)
yaptiklar1 ¢alismada hipersalin ¢evrelerden elde edilen ve farli kosullarda her tabakada
bulunan funguslarin yag asitlerini identifiye edip karsilastirmislardir. Yag asit
profillerine gore; fungal hiicre membranindaki fosfolipid yag asidlerinin bilesimi
icindeki degisimi bu hipersalin bolgede baska bir adaptasyon sekli oldugunu ortaya

koymuslardir.

2.7.3 Molekiiler Yontemle identifikasyon

Molekiiler yontemlerde agirlikli olarak kullanilan molekiill DNA’ dir. Evrimsel
degisikligin ilk olarak yansidigi molekiiller olan DNA ile yapilan arastirmalara daha

gilivenilir sonuglara varmamizi saglayabilirler (Taylor et al. 2000).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile organizmalarin genlerinin klonlanmasi ve
birbirleriyle karsilastirilmasi sistematik alanda biiylik bir kolaylik saglamistir. PCR
temelli yontemler funguslarin teshisi i¢in kullanisli olmakta ve fungal suslarin, tiirlerin
yada daha st takson gruplarinin belirlenmesi amaciyla kullanilabilmektedir

(Dieffenbach et al. 1993).

PCR {i¢ asamadan olugmaktadir: DNA sarmallarinin 1siyla ayrilmasi (denatiirasyon),
sentetik oligoniikleotidlerin homolog DNA veya RNA dizilerine baglanmasi (primer

baglanmasi) ve DNA’ nin in vitro enzimatik olarak sentezlenmesi.

Cogaltilmasi istenen DNA bdlgesinde her iki ucunda belli sayida diziyi tantyan primer
cifti zit ve birbiriyle ¢akisan yonlerde ilerleyen DNA sentezinin ¢ok sayida dongiide
gerceklesmesini saglar. Her dongiide ¢ift sarmalli DNA, iki yeni ¢ift sarmallt molekiiliin
yapilmasini saglar. Boylelikle DNA kopyalarinin sayisi her dongiide eksponensiyel

olarak artar.
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Funguslarin karakterizasyonunda PCR temelli bir¢ok yontem vardir. Bunlar; Rastgele
Amplifiye Olmus Polimorfik DNA (RAPD), Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

ve DNA dizi analizi yontemleridir.

Calismamizda kullandigimiz, DNA dizi analizi organizmalar arasindaki filogenetik
iligkileri belirlemek i¢in ¢cok kullanisl bir yontemdir. Bruns ve arkadaglar1 (1990), DNA
dizilerinin karsilastirilan ¢ok sayida karakterin teshisi i¢in kullanilmasmin yararh
olacagimi ileri siirmiislerdir. Ayrica bu yontemle dizideki varyasyon sekli
gozlenebilmektedir. Yani bir degisimin transversiyon ya da transisyon olup olmadigi,
sessiz ya da secilmis olup olmadigi konularinda bilgi elde etmemizi saglamaktadir.
Diger bir yarar1 ise farkli laboratuar calismalarindaki dizilerin yaymlanmasi ve
elektronik veri tabanlarinda (GenBank, EMBL ve NCBI) sonuclarmin direk olarak
karsilagtirilmasint saglamaktir. Filogenetik calismalarda dizi analizi i¢in kullanish
oldugu ispatlanmis DNA bolgeleri; cekirdek ve mitokondriyal rDNA ve protein
kodlayan genlerdir (Bridge et al. 1998).

2.7.3.1 Funguslarda rDNA Bolgesi

PCR amplifikasyonu i¢in segilecek ideal bolgenin 6zellikleri (Bruns and Gardes 1993)
dikkate alindiginda, ribozomal RNA’ larin kodlandigi genler (rRNA) bu kriterlerin
cogunu igerir ve kapsamli bir sekilde analiz edilebilirler. rDNA boélgelerinin
cogaltilmast i¢in primerlerin dizayn edilmesi, funguslarin taksonomik c¢aligmalarini

oldukca kolaylastirmistir (White et al. 1990).

Protein sentezi tiim organizmalarda ortak oldugundan organizmalar arasindaki evrimsel
iligkiyi aymrt edebilmek icin rRNA’ lar iistiin molekiillerdir. rRNA dizi analizlerinin
sonuclar1 ve molekiiler genetik ¢aligmalar dogru filogenetik agaclarin elde edilmesini

saglamustir (Kiligoglu ve Ozkog 2008).
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Sekil 2.5 Funguslarda rDNA bolgesi (Boysen et al. 1996)

Funguslarda cekirdek rDNA (rRNA gen bdlgesi) ardisik tekrarlanan rDNA birimleri
olarak organize olmustur. rRNA gen kiimesi hem ¢ekirdek hem de mitokondrilerde
bulunur ve olduk¢a korunmus, degisken bolgelerden meydana gelir (White et al.1990).
Her bir birimde tic rRNA geni geni bulunmaktadir: Kiiclik rRNA geni (18S vb.), 5.8S
rRNA geni ve biiylik rRNA geni (28S vb.). gen kiimesinin sonunda yer alan 5S rRNA
geni ise fungal taksona bagli olarak tekrarlayan birim i¢inde olabilir veya olmayabilir.
5.8S rRNA geni ise funguslarda mitokondriyal genomda bulunmaz. Korunmus diziler
biiyiik alt birim (LSU) ve kiiciik alt birim (SSU) genlerinde bulunur. LSU ve SSU
genleri funguslarda bir¢ok ¢alismada kullanilmistir (Kiligoglu ve Ozkog 2007). Alt
birimler arasindaki ara (spacer) bolgeleri, transkripsiyonu yapilmayan bdlgeler (internal
transcribed spacer-ITS) ve genler arasi1 bolge (intergenic spacer-IGS) olarak adlandirilir.
Bunlar alt birim dizilerinden daha degiskendir ve tek bir cins i¢indeki tiirler arasindaki
yada tiir i¢i (intraspesifik) populasyonlar arasindaki caligmalarda genis oranda
kullanilmaktadir. Funguslarda 18S rDNA boélgesi yavas evrim gecirir ve uzak akraba
organizmalarin kiyaslanmasinda kullanishdir. Kodlanmayan bdlge (ITS ve IGS) hizh
bir evrim gecirir ve bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilagtirimasi i¢in kullanmighdir.

28S rDNA’ nin bazi bolgeleride tiirler arasinda degiskendir (Lee and Taylor 1992).

2.7.3.2 ITS (Transkripsiyonu Yapilmayan Bolgeler) Bolgesi

Kodlanmayan iki degisken bolgeden meydana gelen ITS bdlgesi, SSU ile 5.8S alt birimi
arasinda (ITS1 bolgesi) ve de LSU rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede
(ITS2 bolgesi) yer almaktadwr. ITS bolgesi bazi 6zelliklerinden dolayr molekiiler
karakterizasyon ¢aligsmalari i¢in kullanighdir (White et al. 1990, Lee end Taylor 1992):

36



- ITS bolgesi kiicliktiir(500-800 bp) ve evrensel tek bir primer ¢ifti (rRNA alt
birimleri i¢indeki korunmus bolgelerin komplementeri) kullanilarak PCR ile kolaylikla
cogaltilabilinir.

- rDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi nedeniyle, seyreltik yada oldukca
degrade olmus DNA 6rneklerinden bile ITS bdolgesi kolaylikla ¢ogaltilabilinir.

- ITS bolgesi morfolojik acidan farkl tiirler arsinda degisken olabilir ve ITS-RFLP
restriksiyon verileri genetik uzaklig1 tahmin etmek icin kullanilabilinir.

- ITS tiire 6zgii problari, hizli bir sekilde PCR ile iiretilebilir. Dizilerin tekrarlayan
birimler seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir icinde benzer olma egiliminde
olmasindan dolay1 bir¢cok arstirici tiire 6zgii problar1 gelistirmek i¢in dizileri ITS

bolgesinden segmektedir.

White ve arkadaslarmin (1990) dizayn ettikleri ITS primerleri, farkli funguslara ait
bircok ITS dizisininde belirlenmesine olanak saglamistir. Boylelikle, bazi cinslerin
(6rnegin Colletotrichum, Phytophthora, Penicillium, Fusarium) tiirleri arasindaki

filogenetik ve taksonomik iliskiler belirlenebilmistir.

2.7.3.3 p-tubulin ve Kalmodulin Genleri

Mikrotubulinler a ve B-tubulin ailesinden olup, heterodimer yapidadirlar. Bu gen
iriinleri morfolojik degisikliklere sebep olduklarindan tiirlerin identifikasyonunda
kullanilmaktadir. Bu nedenle funguslarm identifikasyonunda, bu gen bolgelerindeki
farkliliklar dnem tagimaktadir. Ik defa Morris ve arkadaslari tarafindan bu gen iizerinde
yapilacak mutasyonlarin, mikrotubulin iskeleti c¢alismalarinda faydali olabilecegi
bildirilmistir. Elektroforez ¢aligmalarinda 6zellikle izoelektrik noktalar1 farkli o ve B-
tubulin’ ler oldugu saptanmistir. Calismalar B tubulin’in 1, B2, B3 olmak iizere 3 farkl
bicimde oldugunu gostermistir. B1 ve B2 tubulinin benA geni tarafindan, B3’ {in ise tubC

geni tarafindan kodlandigi bildirilmistir (Oakley 2004).
Hu ve arkadaslar1 (2007), B-tubulin genlerinin Pestalotiopsis tiirlerinde 450 bp

oldugunu bulmuslardir. Calismacilar ITS ve B-tubulin kombinasyonunun ise 1049 bp

oldugunu saptamislar ve strainler arasindaki filogenetik iligkiyi belirlemede yararli
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olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu ¢alisma, ITS genlerine gore P-tubulin genlerinin
filogenetik caligmalarda daha gilivenilir oldugunu, ancak bu genlerin birlikte

calisiimasinin filogenetik ¢alismalarda bazi sorulara cevap olabilecegini géstermistir.

Kalmodulin korunmus asidik monimerik yapida bir polipeptiddir. Molekiil agirhigi
16.700 dalton bu protein, 0karyotik hiicrelerde bulunur ve memelilerdeki kadar farklilik
gosterir. Bu protein yesil bitkilerde, funguslarda, insanlarda, tavuklarda, ratlarda ve
mayalar vb. canlilarda ¢alisilmistir. Tavuklarda kalmodulin genleri 5 intron igerirken
Drosophila’ da 3 intron bolgesi igerdigi saptanmustir. 7rypanosome’ da kalmodulin
genlerinin 3 tekrarlayan sekanslarmin bulundugu ve intronlariin olmadig goériilmiistiir.
DNA hibridizasyon deneylerinde Xenopus ve Dictyostelium’ un kalmodulin genlerinin
intronsuz oldugunu bildirmislerdir. Bu genin kodladig1 protein; biiylimede, enerji
gerektiren aminoasid, seker ve niikleosid transportunda, sporulasyon proseslerinde
kalsiyuma bagimli olarak calisir. Bu nedenle Achlya’ larda hiicresel homeostasiste ¢ok
onemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (LeJohn 1989). Serra ve arkadaslar1 (2006), A.
ibericus’ u diger Nigri tyeleri ile karsilastirmislardir. Kalmodulin genlerinin; A.
ibericus ve A. carbonarius strainleriyle diger siyah Aspergillus tiirlerine gore yiiksek
homoloji gosterdigini saptamiglardir. Diger yandan Fusarium ve Giberella fujikuroi
kompleks tiirlerinin filogenetik analizler i¢inde kalmodulin genleri ile yapilan
analizlerin olduk¢a giivenilir oldugu (O’ Donnell et al. 2000) ve populasyon genetik
calismalarinda bu gen bolgesi kullanimimin faydali olabilecegi bildirmislerdir (Serra et

al. 2006).

O’ Donnell ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada (2000); filogenetik analizlerde
cografik tiir farkliliklarinin ortaya konmasinda, birden fazla gen bolgesinin analiz
edilmesini 6nermislerdir. Boylece 6zellikle patojen tiirlerin hem cografik bolgelere gore
dagilimindaki farkliliklar ortaya konabilecek hemde tiirler arasindaki strain

farkliliklarinin agiga ¢ikarilacaktir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1 Materyal

3.1.1 Gelistirme icin Kullamlan Besiyerleri

3.1.1.1 Medyum D

NACL .o e 206 g
KCLeieeeee e 0,37 g
MESO4.TH20...cccciiieiieeeee e 36g
CaCL.2H20. oottt 0,5¢g
MNCly..ieiee e 0,013 ¢
Yeast Ekstrakt.........ccoovveviieiniieiiiieeiie e S5¢g
Distile Sul...oeiiiiiiiiie 11t

pH 7’ ye ayarlanarak 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Oren 1999).

3.1.1.2 Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Malt Ekstrakt Agar............cooovvviiiiiiinnnnn... 65¢g
Distile Su.....ooii It

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. M8 izolat
icin besiyeri i¢ine 206 g NaCl katilarak pH 7’ e ayarlanip steril edilmistir (Harrigan et

al. 1966).

3.1.1.3 Rose Bengal Kloramfenikol Agar (RBCA)
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Cesitli NaCl konsantrasyonlar1 hazirlanip, distile suda ¢oziiliip pH 7 ‘ye ayarlanip 121
°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Pitt and Hocking 1985).

3.1.1.4 Czapek Dox Agar (CZ)

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. M8 izolat1
icin besiyeri i¢ine 206 g NaCl katilarak pH 7’ e ayarlanip steril edilmistir (Harrigan et
al. 1966).

3.1.1.5 YMS Besiyeri

Yeast Ekstrakt.........ccoovevviiiinieiiiieciiecie e 10g

Malt Ekstrakt ..........ccooiiiiiiii, 10g
SUKIOZ. .. 10g
Distile Su.....oiii It

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. M8 izolat
icin besiyeri igine 206 g /It NaCl katilmistir (Zafar et al. 2007).

3.1.2 Yag Asidi Analizi i¢cin Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.1 Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. M8 izolat1
icin besiyeri igine 206 g NaCl katilarak pH 7’ e ayarlanip steril edilmistir.
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3.1.2.2 Sabouraud Dextrose Broth (SDB)

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. M8 izolat1
icin besiyeri i¢ine 206 g NaCl katilarak pH 7’ e ayarlanip steril edilmistir.

3.1.3 Geleneksel Yontemle Identifikasyonda Kullanilan Besiyerleri

3.1.3.1 Czapek Konsantresi (Penicillium ve Aspergillus sp. icin)

NANO e 30g
KClLeee e S5¢g
\Y Foe ] © A 0 O PSR S5¢g

FeSOy4. THpO....uooiiiiieiieeeee e 0,1g

ZnSO4. THO. i 0,1g
CuSO4. SH2O.cneiiiiieeeeeeeee e 0,05¢
Distile Su.....ooiiiiiiiiii 100 ml

Distile su ile 1yice karistirilip, steril edilmeden besiyerlerine eklenmistir (Pitt 2000,

Klich 2002).

3.1.3.2 Czapek Yeast Agar (CYA2S, CYA37) (Penicillium ve Aspergillus sp. i¢in)

KoHPO 4o lg
Czapek Konsantresi........cveeeeveeeeeeeeerveeeiveennnnnnnn 10 ml
Yeast Ekstrakt.........ccoooiiiiiiiiiiieiieeieeee e S5¢g
SUKIOZ. ..ot 30g
AZAT it I5¢g
Distile Su....iiiiiiiii e 11t
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Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Pitt 2000,
Klich 2002).

3.1.3.3 Malt Ekstrakt Agar (MEA) (Penicillium ve Aspergillus sp. i¢in)

Malt Ekstrakt.........coooeiiiiiiiieeie e 20g
Pepton.....eeeeeee e lg
GIUKOZ.....oeeeeee e 20g
AGAT e e 20g
Distile Su...uciiiiiiiici e It

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Pitt 2000,
Klich 2002).

3.1.3.4 %25 Glycerol Nitrat Agar (G25N) (Penicillium sp. igin)

KoHPO 4o 0,75 g
Czapek Konsantresi........cveeeveeeeveeenveeensveeennnenns 7,5 ml
Yeast Ekstrakt..........ccoooiiiiiiiiiiiiie e 3,7¢g
Gliserol...ovii 250 g
AT 12 g
Distile SU....eiieiii 750 ml

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Pitt 2000).

3.1.3.5 Czapek Yeast Agar ( %20 Siikroz CY20S) (Aspergillus sp. igin)

KoHPO 4o lg

Czapek Konsantresi........ccveeeeveeeeieeenveeensveeennen. 10 ml
Yeast Ekstrakt.........ccoooiiiiiiiiiiieiieeieeee e S5¢g
SUKIOZ...eeeeiieeeie et 200 g
AZAT it I5g
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DIStIE SU. .o 11t

Distile suda ¢oziiliip 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Klich 2002).

3.1.3.6 Czapek Dox Agar (CZ) (Aspergillus sp. i¢in)

Czapek Konsantresi........ccveeeveeeeiveeniieensieeennnnennn 10 ml
KoHPO e lg
SUKTOZ...ee ettt 30g
AGAT. it 175¢g
Distile Su...eeiiiiiiiie 11t

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Klich 2002).

3.1.4 Yag Asidi Analizi Cozeltileri

3.1.4.1 Reagent I (Saponifikasyon ayiraci)

Sodyum Hidroksit (ACS).....cccveevevieerieeeiieeeiieee, 45 ¢
Metanol (HPLC saflikta)........ccccveevvieeviieenieiennene 150 ml
Deionize Distile Su.......cccoeeeviieenieinniiieeeeeieeee, 150 ml

3.1.4.2 Reagent II (Metilasyon ayiraci)

6.00 N Hidroklorik ASit.......cccccvvuveerveeenieeenieeenen. 325 ml
Metanol (HPLC saflikta)........ccooveeevieiciieciiecee 275 ml

3.1.4.3 Reagent I1I (Ekstraksiyon ayiraci)

Heksan (HPLC saflikta).........ccccoveeviveeniiieeieeenee. 200 ml
Metiltert-butyl eter (HPLC saflikta)......................... 200 ml
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3.1.4.4 Reagent IV (Yikama)

Sodyum Hidroksit (ACS)....ccccvvevvieeciieeiie e 10,8 g
Metanol (HPLC saflikta)........ccccveeviveennieieieeeine 900 ml

NaCl:40 g ACS NaCl 100 ml deionize suda ¢oziilmiis, yeterli ¢cokelme olamayan
durumlarda damlatilir (Telefoncu 2003).

3.1.5 DNA izolasyonu i¢cin Kullanilan Cézeltiler

3.1.5.1 Lysis-Buffer Hazirlamis1

TritonX-100.....cccceeiieiiiiieiieeeceee 2 ml
SDS e lg
NaCl (100mM)....ccccevcerveririeieenne 0,5844 g
Trisma Base(10mM) pH:S§................... 0,121 g
EDTA (ImM)...ccoviiiiiciecieeeee 0,0292 g

Distile suyla 100 ml” ye tamamlanarak oda sicakliginda saklanir (Van Burik et al. 1998,

Janso et al. 2005).

3.1.5.2 T1oE; (TE icin) Hazirlams1

Tris-HCT (10 MM)..veooeveeeeeeee oo 0,1576 g
EDTA (ImMM)...coroveeeeeeeeeseeereeeee 0,029224 g

Distile suyla 100 ml’ ye tamamlanir. pH 8’ e ayarlanarak oda sicakliginda saklanir

(Janso et al. 2005).

3.1.5.3 0.3 M’lik Sodyum Asetat (Na-asetat) Hazirlamis

Na-asetat .....cceeevvveeeieeeiiie e 2,4609 g
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DiStile SU..cveneeeee e 100 ml

Distile suyla ¢oziiliir ve oda sicakliginda saklanir (Janso et al. 2005).

3.1.5.4 3 M’lik Sodyum Asetat(Na-asetat) Hazirlamis

Na-asetat ....ccceeeevveerveieeiieeeee e, 24,609¢g
Distile Su......coovvieeiieeiieeeeeeeee 100 ml

Distile suyla ¢oziiliir ve oda sicakliginda saklanir (Janso et al. 2005).

3.1.6 Molekiiler Yontemle Identifikasyonda Kullamlan Cozeltiler

3.1.6.1 3 M’lik Sodyum Asetat (Na-asetat) Hazirlanisi

Na-asetat ....cccoeevveerceieeiie e, 24,609 g
Distile Su......ooovieeiieieeeeeeee e 100 ml

pH 5.2 ye ayarlanarak oda sicakliginda saklanir.

3.1.6.2 100 mM’ ik Disodyum EDTA (Na;-EDTA)

Nay—EDTA. ... 3,3621 g
Distile SU. ..o 100 ml

pH 8.0’ e ayarlanarak oda sicakliginda saklanir.

3.1.6.3 Durma Soliisyonu (Genome Lab™ Dye Terminator Cycle Sequencing with

Quick Start Kit 608120)

3 M Na-asetat pH:5.2......cooiiiiiiiiiiiin, 20 pl
100 mM Na-EDTA pH:8.0.....ccoiiiiiiie. 20 pl
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20 mg/ml Glikojen (in DTCS kit)..................... 10 pl
Distile Su.....cooviiii 50 ul

Durma soliisyonu taze olarak hazirlanip kullanilir.

3.1.6.4 % 85’lik Etanol Hazirlanisi

Etanol.. Absolute...........ooiiiii. ... 85 ml
Distile SU...ooeiiii 15 ml

Trisma Base.......cccceveeiiieniiienieciie e, 242 ¢
ASEHIK @ST...evivieiiieiiiiiieieieee s 57,1 ml
EDTA (0.5 M PH &) 100 ml
Distile Sul....eoiiiiiiie e 11t

pH 8’ e ayarlanarak oda sicakliginda saklanir (Sambrook et al. 1989).

3.1.8 Kullamilan Kimyasal Maddeler

NaCl (Merck 1.06404.5000)

KCI (Carlo Erba 360107)
MgS04.7H,0 (Merck 1.05886.1000)
FeSO,. 7H,0 (Fluka 44970)

ZnS04. TH,0 (Fluka 96500)

CuS0Oq4. SH,0 (Riedel-de Haén 12849)
CaCl,. 2H,0 (Merck 1.02382.0500)
MnCl, (Aldrich 450995)

K;HPO4 (Merck 1.05101.1000)
NaNOs (Fluka 71757)

Agar (Fluka 05039)
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Agaroz (Sigma A-2929)

Yeast Ekstrakt (Fluka 09182)

Czapek Dox Agar (Merck 1.05460.0500)
Sabouraud Dextrose Agar (BBL B11584)
Sabouraud Dextrose Broth (DIFCO DF0382-17-9)
Malt Ekstrakt (Fluka 70167)

Malt Ekstrakt Agar (Fluka 70145)

Rose Bengal Kloramfenikol Agar (Fluka 17211)
Siikroz (Merck 1.07653.1000)

Glukoz (Fluka 49150)

Pepton (Ambresco J636)

Trisma Base (Sigma T-1503)

EDTA (Fluka 03620)

Tris-HCI (AppliChem A3452,0250)

Na-asetat (Fluka 71181)

Nay-asetat (Biomol 51302)

Gliserol (Ambresco 65516)

Triton X-100 (Sigma X-100)

Etanol (Carlo Erba 414608002)

Asetik Asit (Sigma A-9967)

SDS (AppliChem A2263,1000)

Sodyum Hidroksit (AppliChem A1551,1000)
Metanol (Riedel-de Haén 34860)

Hidroklorik Asit (6.00 N) (Carlo Erba 403872)
Heksan (Merck 1.04391.2500)

Metiltert-butyl Eter (Riedel-de Haén 34875)
Lactophenol Blue Solution (Fluka 61335)
Kursun Nitrat (Sigma L-6258)

Nikel Kloriir (Aldirich 451193)

Potasyum Kromat (Fluka 60141)

Cinko Klortir (Fluka 96470)

Kadmiyum Kloriir Monohidrat (Riedel-de Haén 11709)
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Kobalt Kloriir Hexahidrat (Fluka 60820)
Bakir siilfat (Fluka 61230)

3.2 Metod

3.2.1 Fungus Izolasyonu

Tuzcul funguslarin izolasyonu izmir Camalt1 Tuzlas1 ve I1gdir/Tuzluca ilgesi kaya tuzu

yatag1 olmak {izere 2 istasyondan yapilmistir.

Cizelge 3.1 Fungal izolasyon orneklerinin 6zellikleri.

O;;Lek Alindig1 Yer Koordinatlar:
38.28.48.N
1 2. Kisim R-5 Yam 26.55 44 E
) R-1 Havuz Yam 38.28.42 N
26.55.44 E
3 1. Kisim 14-d Sicak Su Havuzu Yam 38.10.09 N
26.53.52 E
4 2. Kisim 3-B Yam 38.28.49 N
26.56.09 E
5 41. Kristalize Havuzu Kenar1 38.29.24 N
26.54.16 E
6 [gdir/ Tuzluca Kaya Tuzu Yatagi -

Izmir Camalt1 Tuzlasi’ ndan Ekim 2005 tarihinde toprak ornekleri steril kosullarda

almarak en kisa siire icerisinde soguk zincirde laboratuara getirilmis ve analizlerine

baslanmustir.
¥ - ;
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Sekil 3.1 Izmir Camalt1 Tuzlasi (3)
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Kaya tuzundan fungus izolasyonu i¢in Igdir/Tuzluca ilgesi kaya tuzu yatagindan Ocak

2005 tarihinde 6rnek alinmistir.

F Cumagay
e

/
Rl /

Sekil 3.2 1gdir/ Tuzluca Kaya Tuzu Yatagi (4)

Izolasyon igin alinan her bir toprak drnegi veya kaya tuzu rnegi; 1 g drnek 9 ml distile
su igerisinde vortekslenerek 10’ e kadar diliisyon serileri hazirlanmistir. Diliisyon
serileri %10-15-20- 25 NaCl bulunan Rose Bengal Chloramfenicol Agara (RBCA) 0.1
ml 6rnek yayma ekim yOntemi ile ekilmstir. Ekimi yapilan petriler 28 °C’de 14 giin
inkiibasyona birakilmistir. Tiim ekimler 3 paralel olarak gerceklestirilmistir. izole edilen

saf koloniler uygun gelistirme ortamlarina ekilmistir (Martin 1949).

Calisma sirasinda elde edilen saf kiiltiirler %15°lik gliserol icerisinde stoklanarak -85

°C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.1.1 Funguslarin Tek Spor izolasyonu

Funguslarda tek spor izolasyonunun yapilmasinin genetik ¢aligsmalar i¢in gerekli oldugu
baz1 caligmalarda vurgulanmistir. Bunun i¢in ¢alismamizda; izole ettigimiz funguslarin
CZ agara ¢izgi ekimleri yapilmistir. Birkag giinliik inkiibasyondan sonra tek spor diisen
kisimlardan igne 6zeyle kiiclik bir kisim agarla birlikte kesilerek gelistirmek i¢in malt

ekstrat agara ekimleri yapilmistir (Goh 1999, Choi et al. 1999).
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3.2.2 identifikasyon

3.2.2.1 Geleneksel Yontemle identifikasyon

Geleneksel yontemle identifikasyonda tiim izolatlar icin Fungi Imperfect (Barnett and
Hunter 1998) ve her genus i¢in yayinlanmis olan identifikasyon kilavuzlar: kullanilarak
makroskobik ve mikroskobik incelemelerle tanimlama yapilmistir. Ayrica funguslarin
mikroskobik incelemesi Lacto-cotton blue mounting c¢ozeltisindeki preparatlarla

yapilmistir (Sime et al. 2002).

Penicillium cinsine ait tiirlerin teshisinde “A Laboratory Guide to Common Penicillium
Species” (Pitt 2000) ve “Toprak Mikrofunguslarr” (Hasenekoglu 1991) eserlerinden
yararlanilmistir. Her bir tiir; ic ayr1 CYA besiyerinde 5, 25 ve 37 °C’ lerde, MEA,
G25N ve CZ besiyerinde 25 °C’ de 7 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi
sonunda plaklardaki kolonilerin makroskobik olarak biiyiikliigli (mm cinsinden), sekli,
istten ve alttan rengi, eksudasyon ve pigmentasyon olup olmadigi incelenmistir. Isik
mikroskobi ile konidiaforun uzunlugu, genisligi, ¢eper 6zelligi, fiyalidlerin uzunlugu ve
genisligi, konidianin sekli, biiylikligli ve ¢eper 6zelliklerine bakilarak izolatlar teshis

edilmistir.

Aspergillus cinsine ait tiirlerin teshisi “Identification of Common Aspergillus Species”
(Klich 2002) anahtar1 kullanilarak yapilmistir. Her bir tiir; iki ayr1 CY A besiyerinde 25
ve 37 °C’ de, CY20S, MEA ve CZ besiyerlerinde 25 °C’ de 7 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda plaklardaki kolonilerin makroskobik olarak biiyiikliigii (mm
cinsinden), sekli, listten ve alttan rengi, eksudasyon ve pigmentasyon olup olmadigi
incelenmistir. Isik mikroskobi ile konidiaforun uzunlugu, genisligi, ceper ozelligi,
vesikiiliin sekli, genisligi, fiyalidlerin uzunlugu ve genisligi, konidinin sekli, biyiikligii,

ceper O0zelligine bakilarak teshis edilmistir.

Isik mikroskobunda izolatlarm mikroskobik goriintiileri fotograf makinesi (OLYMPUS
7.1 MP) ile ¢ekilmistir.
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3.2.2.2 Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

Biitiin izolatlar yag asidi metil esterlerinin (FAME) analizi i¢in isleme alinmistir. Analiz
edilecek funguslar Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’ da 5 gin 28 °C’de inkiibe
edilmistir. Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 250 ml’lik flasklara 100 ml konularak,
gelisen funguslar inokiile edilmistir. SDB’ de 150 rpm’ de 28 °C’de 3 giin inkiibe

edilmistir.

Stvi fungus kiiltiirleri; steril seliiloz filtreler (0.45 pm) ve vakum yardimiyla
stizilmiistlir. Her bir izolat yaklasik 100 mg olacak sekilde steril kapakli cam tiiplere
tartilmistir.  Tartilan  izolatlara  saponifikasyon, metilasyon ve ekstraksiyon
basamaklarmmdan sonra yag asitleri elde edilerek standart suslar ile kiyaslanrak

identifikasyonlar1 yapilmistir. Bu islemlerin yapilis1 asagida verilmistir:

1. Saponifikasyon: 1 ml Reagent I’ den aktarilip 5-10 saniye vortekslenip 5 dakika
100 °C’ de bekletilmis bekletilmis tekrar 5-10 saniye vortekslenerek 100 °C’ de 25

dakika bekletilerek hemen soguk suya konularak sogutulmustur.

2. Metilasyon: 2 ml Reagent II ilave edilerek 5-10 saniye vortekslenip 80 °C’ de 10

dakika bekletilmis ve hemen sogutulmustur.

3. Ekstraksiyon: 1.25 ml Reagent III ilave edilerek 5 dakika yatay karistiricida

karistirilarak tist faz yeni bir tiipe alinmastir.

4. Yikama: 3 ml Reagent IV ilave edilerek yatay karistiricida 5 dakika karistirilmis
ve list faz viallere almmustir (Shutter and Dick 2000).

Yag asidi identifikasyonlari, Sherlock Mikrobial Identifikasyon Sistemi ile cihaz

sartlarma  uygun olarak  yapilmistir.  Sonuglar  FUNGI  kiitiiphanesinde

degerlendirilmistir.
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3.2.2.3 Molekiiler Yontemle identifikasyon

DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in malt extract agardaki 7 giinliik kiiltiirler kullanilmigtir.
400 pl Lizis-buffer bulunan steril 1,5ml’ lik ependorfa bir miktar kiiltiirlerden alinmus,
tizerine 400 ul Fenol: Kloroform: Isoamilalkol (PCI) 25:24:1 konularak, ependorfun 0,5
ml ¢izgisine kadar 0,4-0,6 mm biiyiikliigiindeki asitle yikanmis cam boncuklar eklenip
parcalama islemi igin 30 dakika vortekslenmistir (Van Burik ve ark. 1998). Ustteki
fazin 1y1 ayrilmasi i¢in 13.000 rpm (revolutions per minute)’ de 5 dk santrifiijlenip
iistteki s1v1 faz yeni ependorfa alinmistir. Uzerine alman miktar kadar esit hacimde PCI
ilavesi (400 pl) yapilip 5 dakika yavasga karigtirilmistir. Tekrar 13.000 rpm de 5 dakika
santrifiijlenip, tistteki siv1 faz yeni ependorfa almmistir. Bu islem (PCI ekstraksiyonu)
siv1 berrak olana kadar tekrar edilmistir (2-3 kere). Yeni ependorfa alman sivi faz
orneginin, ilizerine ornegin 0,1 hacmi kadar 3 M’lik Na-asetat ve 2 hacim soguk saf
etanol (-20°C) ilave edilip, elimizde yavasca karistirilarak ¢oktiirme i¢in -20°C” de 30
dakika birinci bekletmeye almmistir (istenilen siirede bekletilebilinir).  Birinci
bekletmeden c¢ikarilan ornekler 10 dakika 13000 rpm de santrifiijlenerek, siipernatant
uzaklastirilmistir. Dipteki pellet 200 ul dH,O’da yavasga ¢ozdiiriiliip, tizerine 0,3 M’ lik
Na-asetat ve 2 hacim soguk saf ethanol ilave edilmis ve yavasca karistirilarak -20°C’de
30 dakika ikinci bekletmeye almmustir. ikinci bekletmeden sonra 13000 rpm’ de 10
dakika santriftijlenip, siipernatant uzaklastirilmis ve pellet kurumaya birakilmistir.
Kuruyan pellet beklenen DNA konsantrasyonuna goére 30-50 ul T;oE; tamponunda
¢coziilmiistiir ve -20 °C’ de saklanmistir (Janso et al. 2005).

DNA izolasyonu olup olmadigmi gérmek i¢in agarose jel elektroforezi yapilmistir.

Bunun i¢gin  %1’lik jel 1X-TAE tamponuyla hazirlanip TAE tamponunda 90 V ‘ta 50
dakika yiirtitiilmiistir.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Fungus izolatlarinin; ribozomal transkripsiyonu yapilmayan bdlgelerin (ITS bolgesi)
amplifikasyonu ITS1 (Forward-IDT) ve ITS4 (Reverse-IDT) evrensel primerleri
kullanilarak yapilmistir (White ve ark. 1990). Bu amagla, 25 pl hacimde 1,5 mM
MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCI, 200 uM deoksiniikleotidtrifosfatlar
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 2,5 uM’ lik Forward ve Reverse primerleri, 1 iinite Taq
DNA polimeraz enzimi ve 0,5-2 pl kalip DNA olacak sekilde reaksiyonlar kurulmustur.

B-tubulin geninin; fungus izolatlarmdan amplifikasyonunu yapmak i¢in BT2A
(Forward-ATQ Oligo) ve BT2B (Reverse- ATQ Oligo) primerleri kullanilmistir (Glass
and Donaldson 1995, O’ Donnell and Cigelnik 1997). Bu amagla, 25 pl hacimde 10X’
lik PCR Buffer (MgCl, igcermeyen- Fisher), 25 mM MgCl, (Fisher), 2,5uM dNTPs, 10
pM’ lik primerler, 2,5 unite Taq DNA polimeraz enzimi (Fermantas) ve 0,5-2 ul kalip
DNA olacak sekilde reaksiyonlar kurulmustur. Kalmodulin geninin amplifikasyonu i¢in
ise, CL1 (Forward- ATQ Oligo) ve CL2A (Reverse- ATQ Oligo) primerleri
kullanilmistir (O’ Donnell et al. 2000). B-tubulin geninin amplifikasyon reaksiyonundan

farkli olarak 2,5 uM’ lik primerler kullanilmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan primerler ve dizileri (R:G yada A, W:A yada T)

II():::]:::;::: Primerlerin Dizileri
ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

BT2A | 5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’
BT2B | 5-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’
CL1 5’-GARTWCAAGGAGGCCTTCTC-3’

CLoA 5-TTTTTGCATCATGAGTTGGAC-3’

Reaksiyonlar i¢cin Bio-Rad PTC-100 Peltier Thermal Cycler kullanilmistir.
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ITS bolgesinin amplifikasyonlari i¢in reaksiyon sartlar1 asagidaki gibidir ;
95°C 2 dakika (Denatiirasyon)
95°C 1 dakika
53°C 45 saniye 35 Ddngti

72°C 5 dakika

72°C 5 dakika

4°C Sdresiz

B-tubulin geninin amplifikasyonlari i¢in reaksiyon sartlar1 agagidaki gibidir;

95°C 3 dakika (Denatiirasyon)

95°C 1 dakika

55°C 55 saniye 30 Dongt

72°C 1 dakika

72 °C 10 dakika

4°C Suresiz

Kalmodulin geninin amplifikasyonlar1 i¢in reaksiyon sartlar1 asagidaki gibidir;

94 °C 10 dakika (Denatiirasyon)

94°C 50 saniye

56°C 50 saniye 35 Dongl

72°C 1 dakika

72 °C 1 dakika

4°C Sdresiz
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Elde edilen PCR iiriinleri %1’ lik agaroz jelde yiiriitillerek UV transilluminator (Biolab
UV DBT. 2000V) iizerinde gozlenip, istenilen bantlar jelden kesilip temiz bir ependorfa

konulmustur.

PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Jelden kesilen PCR {iriinlerinin saflastirilmasinda, saflastirma kiti (Promega Wizard SV
and PCR Clean-Up System A9280, A9281, A9282) kullanilmistir. Jelden kesilen
bandlarin her 10 mg’ 1 i¢in iizerine 10 pl membran baglayici soliisyon eklenmis ve
vortekslenerek jelin erimesi i¢in 55°C’ lik su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.
Eritilen 6rnek; toplama tiipii tizerine konulmus minikolona aktarilmistir. Bir dakika oda
sicakliginda inkiibe edilip, 16.000 rcf (relatif santriftij kuvveti)’ de bir dakika santrifiij
edilmistir. Minikolon baska bir toplama tiipiiniin iizerine konularak, 700 pul membran
yikama soliisyonu eklenmistir. Tekrar bir dakika 16.000 rcf de santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiinde bulunan sivi dokiiliip, minicolum {izerine tekar 500 pl membran
yikama soliisyonu konulmustur ve 16.000 rcf” de 5 dakika santrifiij edilmistir. Toplama
tiiptindeki sivi dokiiliip tekrar bir dakika 16.000 rcf” de santrifiij edilmistir. Toplama
tiipii lizerinden alian minikolona temiz bir ependorfa konulup, minikolon 50 pl niikleaz
icermeyen su eklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibe edilmis
ornek 16.000 rcf” de 1 dakika santrifiij edilip jelden saflastirilmis iriinler elde

edilmistir.

Elde edilen PCR iiriinleri %1’ lik agaroz jelde yliriitiilerek UV transilluminator altinda
gozlenmistir. Bu bandlarin parlakligina gore dizi analizi 6ncesi PCR kurulumunda

kullanilacak kalip DNA miktarma karar verilmistir.

ITS Bolgesinin, p-tubulin ve Kalmodulin Genlerinin Dizi Analizi

ITS bolgesinin dizi analizleri i¢in; ITS1 (Forward) ve ITS4 (Reverse) evrensel
primerleri kullanilarak ITS bolgesinin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Dizi analizi

sirasinda her bir O6rnek i¢in toplam hacim 10 pl olarak ayarlanmustir. Dizi analizi

yapilacak DNA oOrneginden 2-2,5 ul, 0,65 pl primer, 6 pl mix (DTCS Quick Start

55



Master Mix) ve 1,40 pl steril su ile hazirlanan reaksiyonlarin her biri i¢in PCR sartlar1

asagida verilmistir:

96 °C 20 saniye
50 °C 20 saniye 30 Dongii
60 °C 4 dakika

4 °C Siresiz

Amplifikasyonu gerceklesmis 6rneklerin DNA dizi analizi dncesi saflastirilmasi igin
saflagtrma kiti (DYNAL BIOTECH Dynabeads Sequencing Clean Up 661.01)
kullanilmistir. PCR’ dan ¢ikan tiim Ornekler steril ependorfa aktarilarak reaksiyonun
sonlanmasi i¢in taze hazirlanmis durdurma soliisyonundan 5,5 ul eklenmistir. Uzerine
20 pl Dynabeads Soliisyonu konulmus, yavasca pipetle karistirilip 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Ependorflar manyetik alana yerlestirilip bir dakika
brrakilmistir. Seffaf kisim tiipten gekilerek uzaklastirilmistir. Bu islem DNA’ nin saf
olarak elde edilmesi i¢in birkac kez tekrar edilmistir. Uzerine 30 pl %85’lik etil alkol
konulmus ve pipetle karistirildiktan sonra manyetik alana yerlestirilip bir dakika
bekletilmistir. Konulan alkol pipetle ¢ekilmis ve alkolun ugmast icin 5 dakika oda
sicakhiginda bekletilmistir. Uzerine 30 pl 6rnek yiikleme soliisyonu (SLS) konulmus ve
oda sicakliginda iki dakika inkiibe edilmistir. Tekrar manyetik alana konulup bir dakika
sonra seffaf siv1 cekilip cihaza yerlestirilen 6rnek plate sirayla aktarilmistir. Oneklerin
buharlagmamasi i¢in 6rnek plate’lerin iizeri mineral yag ile kaplanmistir. Seperation
Plate’ de buffer konularak BECKMAN COULTER CEQ 8000 DNA dizi analizi

cthazina yerlestirilmistir.

ITS Bolgesinin, p-tubulin ve Kalmodulin Genlerinin Dizi Bilgilerinin

Degerlendirilmesi

Izolatlarm dizi analizi bilgileri NCBI “National Center for Biotechnology Information”,

(www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankasindaki verilerle BLASTN (Basic Local Aligment
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Search Tool) programiyla dizilerin benzerleri elde edilmistir. Ayrica Clustal X 1.8
programiyla benzer dizilerle karsilastirilmistir (Thompson et al. 1997).

3.2.3 Agir Metal Calismasi

3.2.3.1 Agir Metal Toleransinin Belirlenmesi

Calismamizda spor siispansiyonu elde etmek i¢in, biitlin izolatlarn 6nce MEA’a
ekimleri yapimistir. Yaklasik 7 giin inkiibasyondan sonra, gelisen funguslarmn {izerine
%1’ lik Tween 80 ¢ozeltisinden 1 ml konularak spor siispansiiyonu hazirlanmistir.
Thoma laminda, spor siispansiyonlarinin diliisyonlarinda spor sayimi yapilmistir. Spor

miktarinmn 10° adet/ml oldugu diliisyon agir metal ¢calismalarinda kullanilnistir.

Agir metal miktar1 0,05-10 mg/ml olacak sekilde SDA besiyeri hazirlanmistir. Agir
metallerden; Pb(NOs3),, NiCly, KoCrO4, ZnSO4, Cd(NO3),, Cu(NOs), ve CoClL.6H,0’1n
funguslar iizerine agir metal toleransi degerleri belirlenmistir. SDA besiyerlerine
funguslarin spot ekimler yapildiktan sonra (Zafar et al. 2007) 26 £2 °C’de 2-5 giin (M8
izolat1 i¢in 10 giin) inkiibasyona birakilmistir. Funguslarin gelismedikleri en son metal
konsantrasyonu metal toleransi olarak saptanmistir. Biitiin ekimler 2 paralel halinde

yapilmistir.

3.2.3.2 Agir Metal Biyosorpsiyonu

Biyosorpsiyon ¢alismasi i¢in kullanilacak biitiin cam malzemeler %5’ lik nitrik asitle en
az 5 saat bekletimis ve malzemelerin yikanmasi i¢in distile suda ile bir gece boyunca

bekletilmistir. Kullanmadan 6nce etiivde kurutulmustur (Moore 2007).

Izolatlar biyosorpsiyon ¢calismasinda kullaniimadan énce 100 ml YMS (pH 4.5) besiyeri
iceren 250 ml’ lik erlenlere ekimleri yapilmis ve gelismeleri i¢in 25 °C’ de 3 giin 125
rpm’ de ¢alkalamali etiivde inkiibe edilmislerdir. inkiibasyondan sonra biyomasin elde
edilmesi i¢in 150 um’ lik steril filtre kagitlarindan vakumla siiziilmiislerdir. Siiziilen

biyomas steril distile suyla besiyeri kalintis1 olmamasi i¢in yikanmaistir.
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Izolatlarin agir metal direnci belirlenmistir. Agir metallere direngli bulunan izolatlar;
Penicillium chrysogenum (M1 ve M4) ve Sagenomella sp. (M8)’ dir. Bu izolatlarin
direngli bulunduklar1 agir metaller; Pb, Cd ve Zn’ dir. Belirlenen agir metallerden
Pb’nin 145, 644, 1388 mg/It konsantrasyonunda pH’ 1 5 olacak sekilde, Cd’ un; 95, 226,
310 ve 486 mg/lt’ lik ¢ozeltileri pH 5 olacak sekilde, Zn’ nun ise; 61,9 ve 132,6 mg/It’
deki ¢ozeltileri pH’1 6 olacak hazirlanmistir. Biitiin agir metallerin stok soliisyonu
hazirlanarak steril edilip, steril erlenlere 50 ml konulmustur. Vakumla siiziilen
biyomaslar 2,5 g tartilarak erlenlere konulmustur. Biyomas ve belirli konsantrasyonda
agir metal bulunan erlenler 25 °C” de 125 rpm’ de ¢alkalamali etiivde biyosorpsiyon i¢in
birakilmislardir. Belirli zaman araliklarinda (1, 2, 4, 8, 24, 28, 32, 48, 52, 56, 72, 96 ve
120 saat) analiz i¢in agir metal soliisyonlar1 alinmistir. Metal soliisyonunun biyomastan
ayrilmasi i¢in 50 ml falkonlara erlenler bosaltilip 8000 rpm’ de 30 dakika santrifiij
edilmislerdir. Ayrilan agwr metal kismi (stvi kisim) falkonlara konularak ICP-OES
cthazinda analiz edilmislerdir. Ayrilan biyomaslar sivi azotla parcalanarak
biyosorpsiyonun yapildigi fonksiyonel gruplar1 6grenmek i¢in FT-IR cihazi

kullanilmstir.

3.2.3.3 Agir Metal Biyosorpsiyon Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES)

Agir metal biyosorpsiyon caligmasinda cozeltideki agir metal miktarmin analizi,
Anadolu Universitesi Cevre Sorunlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’ de ICP-OES
(VARIAN 720 ES) cihaz1 kullanilarak Yrd. Dog¢. Dr. Semra MALKOC tarafindan
yapilmistir.

Fourier Transform infrared Spektrometre (FT-IR)

Biyosorpsiyon c¢aligmasinda, biyomasin sorpsiyonu yaptigi fonksiyonel gruplarini
belirlemek igin Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii’ de FT-IR (Perkin

Elmer Spektrum 100) cihazi kullamlarak Prof. Dr. Alaettin GUVEN tarafindan
yapilmistir.
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3.2.3.4 Verilerin Degerlendirilmesi

Agir metal konsantrasyon verilerine gore (ICP analizi sonuclar1) yiizde (%) olarak

biyosorpsiyon hesaplanmistir. Formiilii;

Py—P.
R=—=—— X100
Py

R = Yiizde (%) biyosorpsiyon
Py=Metal iyonlar1 baglangi¢ konsantrasyonu (mg/It)
P. = Metal iyonlarinin kalan konsantrasyonu (mg/It) (Amini et al. 2008)

Langmuir izoterm Denklemi; ayni enerjiye sahip, biyosorban yiizey iizerinde
bulunabilen sabit sayida alanin biyosorpsiyonla tersinir oldugu varsayimina dayanir.

Agir metal konsantrasyonlar1 gore denklemdeki veriler hesaplanmistir. Denklemi;

Ce/ qe=1/Qb+Ce/ Q

Q = Biyosorsiyon kapasitesi (mg/g)
b = Yiizey baglanma enerjisiyle ilgili sabit (It/ mg) (Kiigiikgiil ve Kutlu 2006)

Freundlich izoterm Denklemi; smirli bir konsantrasyon arahginda adsorplanmis madde
miktar1 ile konsantrasyon arsindaki iliskiyi ifade eden bir adsorpsiyon izotermidir.

Denklemi;
qe=K¢C. 1" log q. = log K¢+ 1/n log C.

n = Yiizey baglanma enerjisiyle ilgili sabit

K¢= Biyosorsiyon kapasitesi (mg/lt)

qe = Birim biyosorban agirlig1 basma adsorplanan madde miktar1 (mg/g)

C. = Biyosorpsiyondan sonra c¢ozeltide kalan maddenin konsantrasyonu (mg/lt)

(Kiigtikgiil ve Kutlu 2006)
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4. BULGULAR

4.1 izolatlar

Calisilan izmir Camalt1 Tuzlas1 ve Igdir/Tuzluca Kaya Tuzu Yatagr’ ndan 8 izolat elde
edilmisdir. Bunlar; M1,M2, M3, M4, M5, M6, M7 ve M8 olarak adlandirilmistir. M8’
in izolasyonu Igdir/ Tuzluca’ dan, diger izolatlar ise Camalt1 Tuzlas’ ndan (Ornek 2, 3
ve 4 istasyonlarindan) izole edilmistir. M8 izolat1 ancak NaCl (%10-25) iceren

ortamlarda gelisebilmektedir.

4.2 identifikasyon

4.2.1 Geleneksel Identifikasyonla Tanimlanan Tiirler

4.2.1.1 Penicillium citrinum Thom, 1910 (M1 ve M4)

Sinonimleri:

P. aurifluum Biourge 1923

P. subtile (Bain. & Sartory) Biourge 1923
P. steckii Zaleski 1927

P. baradicum Baghdadi 1968

Subgenus: Furcatum

Section: Furcatum

25°C’ de 7 giinliik inkiibasyon sonrasinda Koloni Caplan (mm): CYA25 25-30; MEA
14-18; G25N 13-18; CYA37 0-10; CYAS biiylime yok.

CYA25’ de koloniler 1smsal sulkat; tekstiir kenarlarda kadifemsi merkezde yliniimsii;
miselyum koloni c¢evresinde beyaz renkli, merkezi kisimda ise beyaz ya da grimsi
turuncu renklidir. Konidia grimsi turkuaz; eksuda renksiz, soluk sari, soluk kahverengi

ya da kirmizimsi kahverengidir. Izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu parlak sar1 ¢dziiniir
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pigment lretir; ters yiizey sari, sar-kahverengi, kirmizims: kahverengi ya da zeytin

rengidir.

MEA’ da koloniler diizglin ya da isinsal sulkat; miselyum beyaz ya da grimsi
turuncudur. Konidia kenarlarda grimsi mavi, diger bolgelerde soluk yesildir. Ters ylizey

soluk kahverengi ya da yogun sarims1 kahverengi olabilir.

G25N’ de koloniler 1smsal sulkat, kadifemsi ya da merkezi kisimda yiintimsiidiir.
Konidia soluk yesil; miselyum beyaz; ters yiizey soluk, soluk kahverengi, sar1 ya da

zeytin rengidir.

CYA37 de boyutlar1 10mm’ yi bulabilen kirisik beyaz miselyuma sahip koloniler

olusur. Nadir de olsa biiylimenin goriilmedigi de olur.

CYAS5’ de bliyiime yoktur.

Mikroskobik karakter 6zellikleri; konidioforlar alt-yiizey hifleri ya da yiizey hiflerinden
cikar; 100-300 pm uzunlugunda ve diiz ¢eperlidir ve karakteristik olarak 3—5 divergent
metula vertisiliyle sonlanir, nadir de olsa bir divergent ramus ya da subterminal ya da
interkalar metula ile sonlanabilir. Metula genellikle boy bakimindan esit; 12—-15 x 5 pm
boyutlarinda; genelde spatulat ya da terminal olarak vesikulattir. Phialidler
ampulliform; 7-8 (-12) um uzunlugundadir. Konidia kiiresel ya da subsferik, 2.2-3.0
um capinda, diiz ¢eperli ya da hafif piirtizlii ¢eperlidir ve uzun belirgin kolonlar halinde

olusturulur.
Penicillium citrinum 3-5 divergent metulasi ile kolaylikla ayirt edilebilir. CY A25°deki

koloniler bazen merkez kisminda yogun eksudaya sahip olabilir; MEA’da biiyiime daha

yavastir ve yogun bir sporulasyon mevcuttur.
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Resim 4.1 Penicillium citrinum petri goriintiisiic A) Czapek Yeast Agar’ da B)Malt
Ekstrakt Agar’ da C) %25 Gliserol Nitrat Agar’ da goriintiileri

Resim 4.2 Penicillium citrinum’ um mikroskobik goriintlisii (penicilli ve konidia)

(100X)
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4.2.1.2 Eurotium amstelodami Mangin, 1909 (M2)

Sinonimlerti:
A. amstelodami (Mangin) Thom & Raper 1926

E. repens var. amstelodami Vuill. 1920

Subgenus: Aspergillus
Section: Aspergillus

25°C’ de 7 giinliik inkiibasyon sonrasinda Koloni Caplan (mm): CYA25 14-20; MEA
18-22; CYA20S 34-59; CYA37 2-13; CZ 7-19.

CYA25’ de koloniler yesil, gri yesil, grimsi turkuaz veya koyu gri renktedir. Miselyum
beyaz, sar1 veya sar1 yesildir. Kleistotesyumlar sari; alt ylizeyi renksiz, yesil veya
kahverengi olabilir. Eksuda eger varsa, renksiz veya kahverengidir. Coziinebilir

pigmenti eger mevcutsa, kahverengidir. Koloniler; al¢ak, diiz veya sulkattir.
MEA’ da koloniler koyu yesil, fark edilemeyecek beyaz veya sar1t miselyumlar1 vardir.
Kleistotesyumlar eger mevcutsa sari; alt yilizeyi renksiz veya ortalar1 sarimsidir.

Koloniler yogun degil, algak ve graniildiir.

CYA20S’ de, soluk veya koyu yesil renge sahip koloniler olabilir. Miselyum ve
kleistotesyumlar CYA25’ deki gibi, genellikle sar1 veya yesildir.

CYA37’ de kolonilerin renkleri genellikle yogun beyaz, renksiz, yesil kahverengidir.

CZ> de koloniler seyrek olmakla beraber, parlak sar1 kleistotesyumlar

goriilebilmektedir. Alt yilizeyinde; veliitinoz koloniler sar1 veya yesil renktedirler.
Mikroskobik karakter 6zellikleri; konidial baslar radiyat veya kolumnar genelde 110-

300 x 7-12 pum capinda, stipeler diiz duvarl, renksiz veya hafif kahverengindedir.
Vezikiiller globoz 17-30 um c¢apinda bazen daha biiyiik, uniseriattir, phialidler 5-8 x 3-
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4.5 pm boyutlarindadir ve vezikiiliin sadece iist iigte ikisini kaplar. Konidia sekil
bakimmdan ¢esitlidir; globoz, subgloboz veya -elipsoidaldir. Ceperleri genellikle
plizriizliidiir. Boyutlar1 ise 4-5 um’ dir. Kleistotesyumlar sar1, globoz ile subgloboz, 75-
150 um g¢apmdadir. Askosporlar lentikular 4.5-6 x 3.5-4 um dlgiilerinde, ¢eperi biitiin

yiizey boyunca piizriizlidiir.

E. amstelodami; CY A20S veya CYA25’ de koloni biiytikliigiiyle ayirt edilebilirler. Sari

kleistotesyumlara sahiptir ve askosporlarmn her birinin ¢eperleri plriizlidiir.

Resim 4.3 Eurotium amstelodami petri goriintiisii A) Czapek Yeast Agar (25°C)’ da
B)Malt Ekstrakt Agar’ da C) Czapek Yeast Agar ( %20 Siikroz)’ da D)Czapek Dox
Agar’ da E) Czapek Yeast Agar (37°C)’ da goriintiileri
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Resim 4.4 Eurotium amstelodami’ nin mikroskobik goriintlisii (konidial bas yapisi,

konidia ve kleistotesyum) (100X)

4.2.1.3. Aspergillus parasiticus Speare, 1912 (M3 ve M7)

Sinonimleri:
A. parasiticus var. globosus Murak. 1966
A. parasiticus var. sojae Sakag. & K. Yamada ex Kozak. 1989

A. parasiticus var. parasiticus Speare 1912

Subgenus: Circumdati

Section: Flavi

25°C’de 7 giinliik inkiibasyon sonrasinda Koloni Caplar1 (mm): CYA25 60-70; MEA
60-70; CY20S 60-70; CYA37 50-70; CZ 45-65.

CYA25’ de konidia koyu zeytin rengi ya da koyu yesil; miselyum beyaz ve genelde
gosterigsizdir. Sklerotia nadiren olusturulur ve kahverengi siyah renklerdedir. Eksuda
eger mevcutsa renksizdir. Ters yilizey renksiz, soluk pembemsi kirmizi, soluk sar1 ya da

kahverengi olabilir; koloniler genelde kadifemsi bazen de yiiniimsiidiir.
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MEA’ da konidial alanlar zeytin rengi ya da koyu yesildir; miselyum genelde
gosterigsizdir fakat bazen yiiniimsii obekler bulunabilir. Ara swra kahverengi, siyah
sklerotia olusumu gozlenir. Ters ylizey renksiz ya da soluk sari-soluk yesil

tonlarindadir; koloniler yiiniimsii ve az yogundur.

CY20S’ de koloniler CYA25’ e benzer fakat genelde CYA25’ e gore daha sarimsi

yesildir ve ters yiizey sar1, turuncu ve hatta yesil tonlarmdadir.

CYA37’de eksuda goriilmez; bazen kahverengi ¢oziiniir pigment olusturulur. Diger

karakteristikler CYA25’e benzer.

CZ’de koloniler CYA25’¢ gore daha kadifemsidir, diger karakteristikler CYA25’e

benzer.

Mikroskobik karakter 6zellikleri; konidial baslar genellikle 1sinsaldir. Konidioforlar
(100) 250-500 (1100) pm; konidiofor geperi ¢ok piiriizlii ya da az piiriizlii ve renksizdir.
Vezikiiller (10) 20435 (40) um capinda, kiiresel ya da hafif elongattir. Genelde
uniseriattir fakat bazi izolatlarda %20’ye varan biseriat bas yapilar1 goriilmiistiir. Metula
eger mevecutsa 7-10 (14) x 3—7 pum; phialidler (7) 8-11 x 3-5 (7) um’dir, metula ve
phialidler vezikiiliin en az yarismi kaplar. Konidia globoz, 3,5— 6 (7) um capinda ve

karakteristik olarak piiriizlii ceperlidir.

Koyu sarims1 yesil konidial alanlar, belirgin derecede piiriizlii sporlar iireten kiiresele
yakin sekilli olan ve baskin olarak uniseriat olan konidial baglar bu tiirii digerlerinden
ayirir. A. parasiticus A. sojae’den daha kiiciik boyutlu sporlar1 ve koyu yesil rengi ile

ayrilir. A. flavus’tan ise sporlarmin piiriizlii olmasi ile ayrilir.
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Resim 4.5 Aspergillus parasiticus petri goriintiisii A) Czapek Yeast Agar (25°C)’ da
B)Malt Ekstrakt Agar’ da C) Czapek Yeast Agar ( %20 Siikroz)’ da D)Czapek Dox
Agar’ da E) Czapek Yeast Agar (37°C)’ da goriintiileri
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Resim 4.6 Aspergillus parasiticus’ un mikroskobik goriintiisii (konidial bas yapist ve

konidia) (100X)

4.2.1.4 Aspergillus niger Tiegh., 1867 (M5 ve M6)

Sinonimleri:
A. niger var. niger Tiegh. 1867
Sterigmatocystis nigra Tiegh. 1877

Subgenus: Circumdati

Section: Nigri

25°C’de 7 giinliik inkiibasyon sonrasinda Koloni Caplar1 (mm): CYA25 55-70; MEA
50-70; CY20S 68-70; CYA37 50-70; CZ 40-62.

CYA25’de konidia siyah ya da ¢ok koyu kahverengidir ve yogundur; hifler genelde
gosterigsiz, beyaz ya da soluk sar1 renkli; sklerotia, eger mevcutsa, krem, sarimsi bej,
soluk pembe renklidir; eksuda eger mevcutsa renksizdir. Ters yiizey renksiz ya da sar1
renkli olabilir; ¢dziiniir pigment bulunmaz ve koloni tekstiirii graniiler, yiiniimsii ya da

bazen 1smsal sulkattir.
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MEA’da konidial alanlar siyah; miselyum beyaz ve gosterigsiz; ters yiizey renksiz;

koloniler graniiler ya da yiiniimstidiir.

CY20S’de koloni goriinimii CYA25’e¢ benzer fakat ters yiizey rengi genelde daha

yogundur.

CYA37 ve CZ’de koloniler goriiniim olarak CY A25°dekilere benzerler.

Mikroskobik karakter 6zellikleri; Konidial baglar i1gmnsaldir; konidioforlar (300) 400-
3000 x (7) 12-17 (20) um, konidiofor g¢eperi diiz, hyalin ya da 6zellikle apikale yakin
kisimlarda hafif kahverengidir; vezikiiller (20) 30-75 (85) um genisli§inde, kiiresele
yakin; biseriattir (cok nadiren uniseriat). Metula vezikiiliin tiim yiizeyini kaplar, 12-20

(40) x 3-6 um boyutlarindadir; phialidler 7-10 x 3-4 um’dir. Konidia globoz (3) 3,5-4,5

(5) um ¢apindadir; ¢eperi genelde cok piiriizlii, nadiren az piirtizliidiir.
Yaygm goriilen bu tiir ¢cok koyu kahverengi ve siyah koloniler, biiyiik vezikiilii ve

biseriat konidial bas, uzun metula ve diizensiz olarak piiriizlenmis konidias1 ile ayirt

edilir.
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Resim 4.7 Aspergillus niger petri goriintiisii A) Czapek Yeast Agar (25°C)’ da B)Malt
Ekstrat Agar’ da C) Czapek Yeast Agar ( %20 Siikroz)’ da D)Czapek Dox Agar’ da E)

Czapek Yeast Agar (37°C)’ da goriintiiler1
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10 pm

Resim 4.8 Aspergillus niger’ in mikroskobik goriintiisii (konidial bas yapis1 ve konidia)

(40X)

4.2.1.5 Sagenomella sp. W. Gams, 1978 (M8)

Teleomorf: Sagenoma Stolk & Orr 1974

Sagenomella tiirler1 daha Once Acremonium striatisporum igerisinde gosterilmistir.
Ancak daha sonra W. Gams (1978) tarafindan ayr1 bir cins olarak tanimlanmistir

(Hasnekoglu 1991).

Biiyliime oranlar1 ve koloni morfolojisi 25°C” de oldukga azdir. 7 giin inkiibasyondan
sonra koloniler 11 ile 13 mm boyutlarindadir. Koloniler beyaz veya krem renkli,
merkezleri pamuksu ve kenarlara dogru membrandzdiir. Alt yiizeyi renksiz, ama
olgunlasmayla beraber merkezi soluk kahverengimsi renkte olabilir. Vejetatif hiifler

hyalin, 1-2 pm genisliginde ve duvarlar1 piirtizsiizdiir. Fiyalidler diizensiz sekilde siskin,

71



3-15 pum uzunlugunda ve 1-2.5 pm genisliginde, duvarlar1 piirlizsiiz, genellikle
simpodiyal olarak proliferasyon gostermekte, fiyalokonidiler zincir seklinde her iki
uclarinda baglanti kalintilar1 (konnektif) bulunmaktadir. Klamidosporlar dikey halde giil
seklindedir. Konidia hiyalin, ¢eperi piiriizsiiz veya hafif piiriizlii, piriform, fusiform
veya elipsoidal, 2.5-6.5 um uzunlugunda, 1.5-4 um genisligindedir. Klamidosporlar ¢cok
miktardadir, konidiadan daha fazla olarak bulunur ve bu tiiriin tipik bir 6zelligidir (Gene

et al. 2003).

Hyphomycetes genusu iiyelerinden Sagenomella’ nin; MEA’ daki yavas biiylimeleri
baslica karakteristik 6zeligidir. Sagenomella tiirlerinin bazilari, Subramanian taratindan
fiyalokonidilerin zincirlerinin birbiriyle baglantili olmasindan dolayr Sagrahamala
genusuna dahil edilmislerdir. Ancak hyphomycetesin farkli tiirlerinin konidial
zincirleriyle yapilan ¢alismalar sonucunda, Gams Sagrahamala’ y1 Acremonium’um
sinonimi olarak disiinmiistiir. Sagenomella i¢inde su anda 12 tiir tanimlanmistir.
Sagenoma ryukyuensi’ in anamorfu, Talaromyces ocotl ve Trichocomaceae (Eurotiales)
familyasina ait 2 askomycetes bu grupta bulunmaktadir. Ancak Sagenomella tiirlerinin
hicbirinin,  strainlerindeki ~ goézlenen = morfolojik  Gzelliklerinin ~ baglantisi
tanimlanamamistir ve bu ylizden yeni bir tiir olarak tanimlanmasi olduk¢a azdir.
Klamidospor iiretimlerinin ¢ok olmasindan dolay1 isimlendirilmektedirler (Gene et al.

2003).
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Resim 4.9 Sagenomella sp.” nin NaCl igeren Malt Ekstrakt Agar’ daki goriintiisii

Resim 4.10 Sagenomella sp.” nin mikroskobik goriintiisii (konidia ve konidiyojen

yapilar ) (100X)
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4.2.2 Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Sonuclan

FAME analiz sonucuna gore; 16:0, 18:2 CIS 9,12/18:0 a ve Sum In Feature 8 (18:1 CIS
9 (W9) ) yag asitlerine tiim izolatlarda rastlanmistir. 18:0 yag asidi M6 harig, 15:0 ISO
M2 ve M4 harig, 15:0 ANTESIO M4 ve M7 hari¢ diger tiim izolatlarda goriilmiistiir.
16:1 Cis 7 (w 9), 17:0 CYCLO, C14 Dicarbox/18:1 DMA, 19:1 (w 11), Sum In Feature
5 (16:1 Trans 9 (w7)) yag asitlerinin varhigi sadece M1 izolatinda belirlenmistir. C10
Primary alcohol, ISO 17:1 at 5 (w 12) ve 17:0 ISO ise sadece M8 izolatinda

goriilmiistiir.

M1 ve M4 izolatlar1 ayni olarak tanimlanmalarina ragmen yag asitlerinde farklilik
oldugu belirlenmistir. Her iki izolattada 14:0, 15:0, 16:1 Cis 9 (w 7), 16:0, 17:0
ANTESIO, 17:1 Cis 9 (w 8), 17:0, 18:2 CIS 9 12/18:0 a, 18:0 ve Sum In Feature 8 yag
asitleri bulunmaktadir. 15:0 ISO, 15:0 ANTESIO, 16:0 ISO, 16:1 Cis 7 (w 9), 17:0
CYCLO, C14 Dicarbox 18:1 DMA, 19:1 (w 11) ve Sum In Feature 5 yag asitleri ise
sadece M1 izolatinda belirlenmistir. M3 ve M7 izolatlar1 da identifikasyonda ayni
tanimlanmalarina ragmen bazi yag asitlerinde farklilik goriilmistiir. 15:0 ISO, 16:0 ISO,
16:0, 18:2 CIS 9 12/18:0 a ve Sum In Feature 8 yag asitleri iki izolattada belirlenmistir.
Sadece M3 izolatinda, 15:0 ANTESIO ve 17:0 ANTESIO yag asitleri tanimlanmistir.
Ayni sekilde M5 ve M6 izolatlarinda;15:0 1ISO, 15:0 ANTESIO, 16:0, 18:2 CIS 9
12/18:0 a ve Sum InFeature 8 ortak olamasina ragmen; 14:0, 15:0, 16:1 Cis 9 (w 7),
17:1 Cis 9 (w 8) ve 18:0 yag asitleri sadece M5 izolatinda; 16:0 ISO yag asidi ise sadece
M6 izolatinda belirlenmistir. Bu sonuglara goére, ayni tanimlanan izolatlarda ortak
olmayan yag asitlerinin belirlenmesinin  strain farkliligindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.1 FAME analizi sonuglart (Sum In Feature 5: 16:1 Trans 9 (w7), Sum In
Feature 8: 18:1 CIS 9 (w9) )
IZOLATLAR
M1 M2 M3 M4 MS M6 M7 M8 ORT. STD. SAPMA

FAME
14:0 0,51 0,76 0,56 0,61 0,132
15:0 ISO 0,43 2,15 0,52 431 4,05 0,43 1,98 1,826
15:0
ANTESIO 1,17 0,93 4,30 0,50 5,14 0,80 2,14 2,364
15:0 2,69 3,15 1,06 0,41 1,82 1,303
16:0 ISO 0,27 4,59 9,21 3,38 0,82 3,65 3,581
16:1 Cis 7
w9) 0,16 0,16 -
16:1 Cis 9
w7) 0,81 1,86 1,40 1,26 1,58 0,332
16:0 10,15 14,89 14,62 10,57 13,00 15,20 17,65 11,52 13,45 2,957
17:0
ANTESIO 0,49 0,74 2,39 0,81 0,80 1,04 0,865
17:1 Cis 9
(w8 15,63 1,63 17,00 0,86 2,04 7,43 7,967
17:0
CYCLO 0,33 0,33 -
17:0 3,06 1,09 2,70 0,77 1,90 1,240
Cl14
Dicarbox
18:1 DMA 0,31 0,31 -
18:2 CIS 9

12/18:0a 42,89 71,85 59,53 48,76 50,59 37,63 60,93 48,54 52,64 11,811

18:0 0,65 1,52 2,42 0,69 0,67 443 1,46 1,69 1,369
19:1 (w1l) 044 0,44 -
Sum In
Feature 5 0,27 0,27 -
Sum In

Feature8 18,73 7,34 10,00 13,70 30,43 28,52 9,54 29,38 18,45 10,373

C10 Primary

Alcohol 0,26 0,26 -
Iso 17:1

at 5 (w 12) 0,93 0,93 -
17:0 ISO 0,56 0,56 -
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4.2.3 Molekiiler Yontemle identifikasyon
4.2.3.1 DNA izolasyonu

[zmir Camalt1 Tuzla’ s1 ve Igdir/Tuzluca Kaya Tuzu Yatagi’ndan toplam 8 fungus izole
edilmistir. Izolatlarin DNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen DNA’larin agaroz jelde
varligini gozlemek igin; 3 pul DNA 0Ornegi ve 1 ul 6rnek yiikleme boyasi karistirilip
%1’lik agaroz jelde 90 voltta yiiriitiilmistiir. Jel UV transilluminatérde incelenmis ve

goriintiilenmistir.

M. M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Ms M
— —

12.000 bp

.i—i
b
-
—

Sekil 4.1 izolatlarm DNA izolasyonuna ait jel goriintiisii (M:1 kb Marker (invitrogen
10787-018) ve izolatlar:M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8)

4.2.3.2 ITS Bolgesinin, p-tubulin ve Kalmodulin Genlerinin PCR Sonuglar

izole edilen DNA’ larm ITS bodlgesinin, B-tubulin ve Kalmodulin genlerinin polimeraz
zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistir. PCR’dan sonra PCR iiriinlerinin
varligini gozlemek igin her bir 6rnek tiipiinden 5 pl alinmis ve 1ul 6rnek yiikleme
boyast ile karistirilip, %1’lik agaroz jelde 90 woltta yiiriitilmistir. Jel UV

transilluminatorde incelenmis ve goriintiilenmistir.

DNA dizi analizinde kullanmak ig¢in; goriintiilenen her bir PCR {iriinii jelden kesilerek

tiipte toplanip, kit yardimiyla saflagtirma yapilmistir. Saflagtirma iirlinlerinin varligini
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gozlemek icin her bir 6rnek tiipiinden 2 pl alinmis ve 1ul 6rnek yiikleme boyasi ile
karistirilip, %1°lik agaroz jelde 90 wvoltta yiiriiterek, jel UV transilluminatorde
incelenmis ve goriintiilenmistir. Bantlarin parlakligma bakilarak dizi analizi i¢in kurulan
PCR’ a konulacak kalip DNA’nin miktar1 belirlenmistir (Calismamizda ITS1-5.8-1TS2
bolgesi, ITS primerleri ile ¢ogaltilmistir. Tezin biitiin bolimlerinde bu bolge, ITS

bolgesi olarak verilmistir).

M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 “M™

12.000 bp

650 bp
500 bp

Sekil 4.2 Izolatlarin ITS bdlgesinin amplifikasyon iiriinlerine ait jel goriintiisii (M:1 kb
Marker ve Izolatlar:M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8)

12.000 bp

650 bp
500 bp

Sekil 4.3 izolatlarin ITS bdlgesi amplifikasyon iiriinlerinin jelden saflastirmasma ait jel

goriintiisii (M:1 kb Marker ve izolatlar:M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8)
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Sekil 4.4 Izolatlarin B-tubulin geninin amplifikasyon iiriinlerine ait jel goriintiisii (M:1

kb Marker ve izolatlar:M1, M2, M3, M5, M8)

M- M1 M2 M3 M5 M8 "M

[—

12.000 bp

€650 bp
<500 bp

Sekil 4.5 izolatlarm B-tubulin geninin amplifikasyon iiriinlerinin jelden saflastirmasima

ait jel goriintiisii (M:1 kb Marker ve Izolatlar:M1, M2, M3, M5, M8)
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12.000 bp

850 bp
650 bp
500 bp

Sekil 4.6 izolatlarm Kalmodulin geninin amplifikasyon iiriinlerine ait jel goriintiisii

(M:1kb Marker ve izolatlar:M1, M2, M3, M5, M8)

M- M1 M2 M3 M5 M8 " M-

—

12.000 bp

Bl <850 bp
- <650 bp
<500 bp

Sekil 4.7 Izolatlarm Kalmodulin geninin amplifikasyon fiiriinlerinin jelden

saflastirmasina ait jel goriintiisii (M:1 kb Marker ve izolatlar:M1, M2, M3, M5, M8)
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4.2.4 ITS Bolgesinin, B-tubulin ve Kalmodulin Genlerinin Dizi Analizleri

Izole edilen 8 izolattan DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’ larin dizi
analizleri i¢in; ITS bolgesi, B-tubulin ve Kalmodulin genleri PCR ile amplifiye
edilmistir. Amplifiye sonucu olusan iirlinlerin dizi analizleri BECKMAN COULTER
CEQ 8000 DNA dizi analiz cihazi kullanilararak yapilmstir.

Izolatlarin dizi analizi bilgileri NCBI gen bankasindaki verilerle BLASTN (Basic Local

Aligment Search Tool) programiyla dizilerin benzerleri elde edilmistir.
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Cizelge 4.2 Geleneksel ve Molekiiler Yontemle Identifikasyon (% olarak benzer dizilerle karsiliklar1) Sonuglar1

Geleneksel Yontemle Identifikasyon

Molekiiler Yontemle Identifikasyon

izolatlar

ITS Bolgesi

Kalmodulin Geni

p-tubulin Geni

M1

M2

M3

M4

M5

Penicillium citrinum

Eurotium amstelodami

Aspergillus parasiticus

Penicillium citrinum

Aspergillus niger

%94 Penicillium sp.
%94 Penicillium sp.
%94 P. chrysogenum
%94 P. chrysogenum

%99 E. amstelodami
%99 E. amstelodami
%99 A. hollandicus

%99 E. amstelodami

%98 A. sojae

%98 A. parasiticus
%98 A. toxicarius
%98 A. sojae

%97 Penicillium sp.
%97 Penicillium sp.
%97 P. chrysogenum
%97 P. chrysogenum

%94 A. niger
%94 A. awamori

%94 A. niger
%94 A. tubingensis

81

%99 P. chrysogenum
%97 P. chrysogenum
%99 P. chrysogenum
%99 P. chrysogenum

%99 A. ambiguus
%82 A. clavatoflavus
%81 A. microcysticus

%81 A. heteromorphus

%98 A. parasiticus
%98 A. parasiticus
%98 A. parasiticus
%98 A. parasiticus

sk

%99 A. tubingensis
%99 A. tubingensis
%99 A. tubingensis
%99 A. tubingensis

Identifiye edilemedi.*

%100 E. amstelodami
%100 E. amstelodami
%100 A. hollandicus

%100 E. amstelodami

%99 A. parasiticus
%99 A. parasiticus
%100 A. parasiticus
%99 A. oryzae

*

%99 A. tubingensis
%98 A. tubingensis
%99 A. tubingensis
%98 A. tubingensis



Cizelge 4.2 (Devami) Geleneksel ve Molekiiler Yontemle Identifikasyon (% olarak benzer dizilerle karsiliklarr) Sonuglar:

M6 Aspergillus niger
M7 Aspergillus parasiticus
M8 Sagenomella sp.

%97 A. tubingensis
%97 A. niger

%97 A. awamori
%97 A. niger

%91 A. parasiticus
%91 A. parasiticus
%91 A. parasiticus
%91 A. parasiticus

%94 Penicillium sp.
%94 Penicillium sp.
%94 P. chrysogenum
%94 P. chrysogenum

sk

sk

%100 A. ambiguus

%91 A. microcysticus
%83 A. clavatoflavus
%83 P. griseolum

sk

sk

%81 Sagenomella sp.
%78 A. bombycis
%78 A. bombycis
%78 A. bombycis

* Penicillium sp.” de B-tubulin geni heniiz identifiye edilememistir.

**M1 ile M4 ve M3 ile M7 izolatlarinin ITS boélgesi dizi analizi sonucu ayni oldugundan Kalmodulin ve p-tubulin genlerinin dizi

analizleri yapilmamustir.

Geleneksel ve molekiiler yontemle identifikasyon sonucu izolatlar; Penicillium chrysogenum (M1 ve M4), Eurotium amstelodami

(M2), Aspergillus parasiticus (M3 ve M7), Aspergillus tubingensis (M5 ve M6) ve Sagenonella sp. (M8) olarak adlandirilmistir.
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4.2.5 Agir Metal Calismasi

4.2.5.1 Agir Metal Toleransim1 Belirleme Sonuclar

Cizelge 4.3 Agir metal toleransinin belirlendigi degerler

IZOLATLAR
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 MS8
Agir Metaller(ul)
Cd 300 10 60 300 40 40 60 3000
Co 20 20 70 20 30 30 70 30
Cr 200 40 80 200 40 40 80 40
Cu 90 70 90 90 100 100 90 40
Ni 60 40 100 60 30 30 100 40
Pb 7000 500 900 7000 500 500 900 700
Zn 50 10 800 50 30 30 800 2600

Cizelge 4.3’ de hazirlanan stok c¢ozeltiden besiyerine eklenen agir metal miktarlari

verilmistir.

Penicillium chrysogenum olarak tayin edilen M1 ve M4 izolatlarmin kursun agir metal

tolerans1 degeri 7000 ul, Seganomella sp. (M8) izolatinda kadminyumun 3000 pl ve

cinkonun 2600 pl olarak tespit edilmistir. Bu nedenle M1 izolat1 kursunun, M8 izolat1

¢inko ve kadmiyumumun biyoremediasyon ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Aspergillus parasiticus (M3 ve M7)’ un agir metal tolerans1 degerleri; ¢inko i¢cin 800 pl

ve kursun i¢in 900 pl oldugu saptanmustir. Eurotiorum amstelodami (M2)’nin agir

metallere kars1 agir metal toleransi degerlerinin tiim izolatlar icerisinde en diisiik oldugu

gozlemlenmistir. Bunu Aspergillus tubingensis (M5 ve M6) takip etmistir.
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A B C

A B

Sekil 4.9 Penicillium chrysogenum izolatlarinin metal toleransinin belirlenmesi A) Kontrol B) 2500 ul Cd’ a spot ekim
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4.2.5.2 Agir Metal Biyosorpsiyon Calismasi

Kursun Biyosorpsiyonu

Cizelge 4.4 Kursun konsantrasyonlarinin ICP sonugclar1 ve % biyosorpsiyonlari

145 mg/ 1t Pb 644 mg/1t Pb 1388 mg/ 1t Pb

ZAMAN IcP % ICP % ICP %
(SAAT) SONUCLARI BIYOSORPSIYON SONUCLARI BiYOSORPSIYON SONUCLARI BiYOSORPSIYON

1 144 0,68 548 14,90 1308 5,76

2 145 0 332 48,44 1352 2,59

4 115 20,68 396 38,50 1356 2,30

8 145 0 424 34,16 1276 8,06

24 145 0 348 45,96 1200 13,54

28 63,4 56,27 262 59,31 1224 11,81

32 27,4 81,10 360 44,09 1120 19,30

48 9,1 93,72 318 50,62 976 29,68

52 10,6 92,68 344 46,58 1076 22,47

56 8,1 94,41 376 41,61 1012 27,08

72 16,2 88,82 328 49,06 1064 23,34

96 9 93,73 316 50,93 828 40,34

120 6,9 95,24 278 56,83 952 31,41

145 mg/lt Pb ortaminda maruz birakilan Penicillium chrysogenum’ um 28. saatte
%356,27 oraninda biyosorpsiyon gerceklestigi saptanmustir. 120. saatte (%95,24)
maksimum sorpsiyon gerceklesmis olup, 48. saatten itibaren yapilan tiim olctimlerde

(72. saat hari¢ %88,82) biyosorpsiyonun %90’ dan fazla oldugu belirlenmistir.

644 mg/lt Pb ortaminda maruz birakilan Penicillium chrysogenum’ un 28. saatte %59,31
oraninda biyosorpsiyon gerceklestigi saptanmistir. 28. saatte maksimum sorpsiyon
gerceklesmistir. 644 mg/It Pb’ nun biyosorpsiyon ¢alismasinda sorpsiyonun %60’ tan

daha az oldugu belirlenmistir.

1388 mg/lt Pb ortaminda maruz birakilan Penicillium chrysogenum’ da maksimum

sorpsiyon 96. (%40,30) saatte gergeklesmistir.
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Biyosorpsiyon (%)
100

80

—— 145 mg/lt Ph

B0 —— 644 mg/lt Pb
W EEI R

40 //'\‘\./ /

20

A4 T | | | | | | |
24 32 3B 48 52 56 72 95 120

Zaman

Sekil 4.10 M1 izolatinin Pb’ nin farkli konsantrasyonundaki ytizde (%) biyosorpsiyon
grafigi

Yapilan kursun biyosorpsiyon ¢alismasi sonucunda, agir metal miktar1 arttikca yiizde

biyosorpsiyonun azaldigi gozlemlenmistir.

Kadmiyum Biyosorpsiyonu

95 mg/lt Cd (pH 5) ortaminda maruz birakilan Sagenomella sp.” de 52. saatte %51,57
oraninda sorpsiyon gerceklestirdigi saptanmistir. 96. saatte maksimum biyosorpsiyonun
%78,63 oldugu gozlemlenmistir. 95 mg/It Cd’ la yapilan ¢alismada sorpsiyon %80’ den

az oldugu belirlenmistir.

Sagenomella sp. ile 226 mg/ml Cd’ la yapilan ¢caligmada maksimum biyosorpsiyonun

96. saatte oldugu ve %46,01 oraninda gerceklestigi saptanmustir.

310 mg/lt Cd ortamida maruz birakilan Sagenomella sp.” nin 24. (%16,12) saatte

yaptig1 sorpsiyonun en fazla oldugu belirlenmistir.

Sagenomella sp.” de 486 mg/ml Cd ile en fazla sorpsiyonun 2. saatte %19,95 oldugu

saptanmuistir.
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Biyosorpsiyon (%)
80

70

50

—— F5mgit Cd
—B— 726 mgit Cd

310 g/t Cd
e 456 myit Cd

50

40

30

20

10

Zaman

|
1 2 4 8 24 32 3% 43 52 56 72 96 120

Sekil 4.11 Sagenomella sp.” nin Cd’ un farkli konsantrasyonlarindaki yilizde (%)
biyosorpsiyon grafigi

Kadmiyum ile yapilan agir metal biyosorpsiyon ¢alismasinda metal miktar1 arttikga

sorpsiyonun azaldig1 gézlenmis olup bu oranimn %20’ nin alta diistiigii saptanmistir.
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Cizelge 4.5 Kadmiyum konsantrasyonlarinin ICP sonuglar1 ve % biyosorpsiyonlari

95 mg/ It Cd 226 mg/lt Cd 310 mg/ 1t Cd 486 mg/lt Cd
ZAMAN ICP . % . ICP . % . ICP . % . ICcp . % .
(SAAT) SONUCLARI BIYOSORPSIYON SONUCLARI BIYOSORPSIYON SONUCLARI BIYOSORPSIYON SONUCLARI BIYOSORPSIYON
1 67,7 28,73 187 17,25 280 9,67 422 13,16
2 59,7 37,15 197 12,83 281 9,35 389 19,95
4 81,2 14,52 199 11,94 272 12,25 445 8,43
8 82,2 13,47 191 15,48 286 7,74 426 12,34
24 90,8 442 193 14,60 260 16,12 444 8,64
28 74,9 21,15 183 19,02 278 10,32 460 5,34
32 86,6 8,84 194 14,15 290 6,45 440 9,46
48 64 32,63 197 12,83 284 8,83 444 8,64
52 46 51,57 187 17,25 287 7,41 472 2,88
56 80,7 15,50 181 19,91 305 1,61 472 2,88
72 22,8 76 201 11,06 300 3,22 444 8,64
96 20,3 78,63 122 46,01 298 3,87 450 7,40
120 24,6 74,10 141 37,61 310 0 468 3,70
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Cinko Biyosorpsiyonu

Cizelge 4.6 Cinko konsantrasyonlarmin ICP sonuglar1 ve % biyosorpsiyonlar1

61.9 mg/ It Zn 132.6 mg/1t Zn
ZAMAN ICP % ICP %
(SAAT)  SONUCLARI BiYOSORPSIiYON  SONUCLARI BiYOSORPSiYON
1 45,3 26,81 104,25 21,38
2 47,1 23,90 95,70 27,82
4 42,8 30,85 107,85 18,66
8 49,1 20,67 107,55 18,89
24 49,9 19,38 110,55 16,62
28 53,3 13,89 110,70 16,55
32 51,4 16,96 113,25 14,59
48 52,8 14,70 113,55 14,36
52 52,8 14,70 110,40 16,74
56 52,7 14,86 114,15 13,91
72 52,8 14,70 111,90 15,61
96 54,1 12,60 111 16,28
120 55,2 10,82 116,10 12,44

Sagenomella sp. (M8) ile ¢inko (pH 6) biyosorpsiyon ¢alismasinda, 62 mg/lt ve 133
mg/ It’ lik Zn kullanilmistir. 62 mg/lt’ de en fazla sorpsiyonun 4. saatte (%30,85), 133
mg/lt’ de ise 2. saatte (%27,82) oldugu gozlemlenmistir. Diger biyosorpsiyon

calismalarina gore en az sorpsiyonun Zn’ de ve ilk saatlerde gergeklestigi saptanmustir.
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Sekil 4.12 Sagenomella sp.” nin Zn’ nun farkli konsantrasyonlarindaki yiizde (%)
biyosorpsiyon grafigi

4.2.5.3 Biyosorpsiyon izotermleri

Calismamizda; kursun, kadminyum ve ¢inko biyosorpsiyonuna ait izotermleri
tanimlamak i¢in Freundlich ve Langmuir denklemlerinden yararlanilmistir. Cizelge 4.7,
4.8 ve 4.9’ da kullanilan agir metallerin biyosorpsiyonunun Freundlich ve Langmuir
biyosorpsiyon izoterm sabitleri ve izoterm egrilerine ait korelasyon katsayilari
bulunmaktadir (K;: Freundlich sabiti, n: Freundlich sabiti, R’ Korelasyon katsayisi, b:
Langmuir sabiti, O: Langmuir sabiti) (Freundlich ve Langmuir izotermleri ¢izilirken

calisilan bazi saatler ¢ikarilmistir).

Cizelge 4.7 Kursunun Freundlich ve Langmuir biyosorpsiyon izoterm sabitleri

Freundlich izotermi Langmuir izotermi
Agir Metal n Ky R’ 0 b R’
145 mg/lt Pb  -4,4830 89,571 0,872 46,3821  -0,7805 0,820
644 mg/ltPb  -0,8911  82,444.179 0,969 62,5390  -6,21x10° 0,925
1388 mg/lt Pb  -0,2522 1,11x10"™ 0,922 29,7530  -1,29x10° 0,744
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Cizelge 4.8 Kadmiyumun Freundlich ve Langmuir biyosorpsiyon izoterm sabitleri

Freundlich izotermi Langmuir izotermi
Agir Metal n Ky R’ 0 b R’
95mg/ltCd  -0,8634  1,175.357 0,854 8,6602 -0,0619 0,680
226 mg/lt Cd ~ -0,3589  30,647,849.05 0,941 2,0644 -6,18x10” 0,959
310mg/ltCd  -0,0007 2,57 x10% 0,910 1,5288 -4,12x10° 0,914
486 mg/ltCd  -0,0717 1,15x10™ 0,939 2,4965 -2,67x10° 0,745
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Cizelge 4.9 Cinkonun Freundlich ve Langmuir biyosorpsiyon izoterm sabitleri

Freundlich izotermi Langmuir izotermi
Agir Metal n Ky R’ 0 b R’
61.9 mg/lt Zn -0,2484 30,935,703.74 0,966 0,9234 -0,0255 0,865
132.6 mg/lt Zn -0,2432 2,169,751 0,970 1,9417 -0,0117 0,744

040 —

03 - & m
= o0as 4
og 4
0a0 o
azF
8 02s -
2
= 05
o020 4
as
0,15
[ ]
04
T T T T T T T T T T T T 1 D'1D T T T T T T T T T T T 1
162 150 188 188 170 172 178 178 0ots  opie op0 op2t 002 0023 024
Log Ce 1Ce

Sekil 4.20 Cinkonun (61,9 mg/It) Freundlich ve Langmuir biyosorpsiyon izoterm grafikleri
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Cizelge 4.7 de goriildigi gibi her iki izoterm korelasyon katsayilari
karsilastirildiginda, kursun biyosorpsiyonunun Freundlich izotermine (R”:0,969) daha

uygun oldugu gorilmiistiir.

Kadminyum biyosorpsiyonunda Freundlich ve Langmuir izotermlerinin korelasyon
katsayilar1 karsilastirildiginda (Cizelge 4.8), izotermlerin ortlamasma gore Freundlich

izoterminin (R”:0,939) daha uygun oldugu gozlemlenmistir.

Freundlich ve Langmuir izotermlerinin ¢inko biyosorpsiyonun i¢in korelasyon
katsayilar1 karsilastirildiginda, Freundlich izoterminin (R”:0,970) ¢inko biyosorpsiyonu

icin daha uygunlugunun daha fazla oldugu goériilmiistiir (Cizelge 4.9).

4.2.5.4 FT-IR Spektrometre Sonuclari
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Sekil 4.22 Penicillum chrysogenum’ um Pb biyosorpsiyonu FT-IR spektrometresi
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Sekil 4.24 Sagenomella sp.” nin Zn biyosorpsiyonu FT-IR spektrometresi

Calismamizda; agwr metal biyosorpsiyonda FT-IR spektrometresi sonuglarina gore,

funguslarn hiicre ylizeyinde agir metal tutma bdlgelerinin biiyiik olasilikla amid (1595-
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1700 cm™) gruplari oldugu saptanmustir. Alman piklere gore fonksiyonel amid
gruplarmm; N-imonosubstituted amide (1650-1700 cm™), N,N-disubstituted amide
(1640-1680 cm™), N-unsubstituted amide (1650-1700 cm™), N-alkyl aromatic amide
(1595-1670 cm™) ve N-unsubstituted aromatic amide (1595-1670 cm™) olabilecegi

diistiniilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Ekstrem habitatlardaki biyolojik c¢esitlilik arastirmacilar arasinda dikkat ¢ekmektedir.
Ciinkii bu sistemlerin arastirilmasiyla; ekstrem kosullara adapte olma mekanizmalari,
organizmalar ve onlarin ¢evreleri arasindaki iliski anlasilmaya c¢alisilmaktadir

(Horikoshi ve Grant 1998, Oren 1999).

Sodyum dogada bol bulunan bir katyondur, ancak ¢ok az konsantrasyonlar1 bile yasayan
hiicreler icin toksiktir. Dogal salin sistemlerde yasayan canli hiicrelerde, asir1 tuz
miktarlar1 yliksek ozmotik basinca neden olmaktadir. Bu nedenle; hiicre icindeki
sodyum iyonlarmin konsantrasyonu yiikselir, diisiik su konsantrasyonunda hiicreler
canl1 kalabilir ve c¢ogalabilirler. Halofilik mikroorganizmalar ozmotik basinci
dengelemek i¢in farkli yontemler gelistirmiglerdir. Extrem halofilik Archaealar,
cevrelerinde yiiksek tuzluluga maruz kaldiklar1 zaman molar diizeyine kadar potasyumu
akiimiile ederler. Bunun aksine, dkaryotik mikroorganizmalarin ¢ogu yiiksek hiicre i¢i

iyon konsantrasyonlarini tolere etmezler (Kogej et al. 2005).

Okaryotik model mikroorganizmalarin tuz toleransi mekanizmalari, cogunlukla tuza
duyarli Aspergillus nidulans gibi filamentli halotolerant funguslar, Saccharomyces
cerevisiae, Debaryomyces hansenii (Almagro et al. 2000), Candida versatilis (Silva-
Graca and Lucas 2003), Rhodotorula mucilaginosa ve Pichia guillermondii (Lahav et
al. 2002) gibi mayalar ¢alisilmistir. Funguslar {izerindeki ¢alismalar, yiiksek tuzlulukta
pozitif turgor basmcin siirdiiriildiigiinii gostermistir. Tuzlu ¢evrelerde; gliserol, trehaloz
ve diger organik eriyebilen maddelerin birikimi ve iiretimi artar. Ancak tuza toleransl
D. hansenii gibi belli funguslarin, osmotik strese cevap i¢in hiicre icinde bulunan major
katyonlarla ozmotik ayarlamalar yapar. D. hansenii gibi birka¢ maya grubunun, tuz
stresi altinda gelistikleri zaman hiicre icinde oldukca yiiksek miktarda sodyum
bulundurdugu rapor edilmistir. Bu mayalar Na' igeren organizmalar olarak

tanimlanmiglardir (Kogej et al. 2005).
Son zamanlarda siyah pigmentli mayalarin farkli tiirleri solar tuzlalardaki hipersalin

sulardan izole edilmislerdir. Bu mayalar 6karyotik halofillerin yeni grubu olarak

tanimlanir ve bu grupta Hortaea werneckii, Phaeotheca triangularis, Trimmatostroma
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salinum, and halotolerant Aureobasidium pullulans (Gunde-Cimerman 2000) tiirleri yer
alir. ayn1 zamanda, H. werneckii dkaryotik halofil grubunun iiyesi olmaktadir (Gunde-
Cimerman 2005). Tuzlalardan alinan hipersalin sularmn biitiin orneklerinde, siyah
pigmentli mayalar %20’ den fazladwr. H. werneckii tuzlulukta biiyiime aralig1 in vitro
olarak belirlenmis, %0 NaCl satlirasyonundan %32’ ye kadar degistigi ve optimum

araligin %6-10 arasinda oldugu saptanmaistir.

A. pullulans’ da, tuzlu batakliklar ve diisiik tuzluluktaki solar tuzlalardan izole edilen
halotolerant siyah pigmentli bir maya tiridir. A. pullulans, NaCl olmadan da
gelisebilir, ama %17’ ye kadar NaCl’ u tolere edebilmektedir. Yapilan ¢aligsmalar, H.
werneckii (Petrovic et al. 2002) ve A. pullulans (Hernandez-Saavedra et al. 1995) salin
cevrelerde gelistikleri zaman gliserol akiimiile etigini gostermistir. Giliniimiizde yapilan
calismalarla halofilik H. werneckii ve halotolerant A. pullulans’ 1n sodyum ve potasyum
miktarmin ayarlamasini osmotik strese cevap olarak mi olusturduklar1 arastirilmaktadir.
Kojec ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada (2005); halofilik H. werneckii ve halotolerant
A. pullulans’ 1kendi dogal ekolojik ¢evrelerindeki gibi genis tuzluluk araliklarina maruz
birakmiglar, tuza veya tuzsuzluga adapte olurken hiicre i¢inde olusan katyonlar1 ve

gelismelerini arastirmiglardir.

Abdel-Hafez yaptig1 calismada (1981), Suudi Arabistan’ daki ¢o6l topraklarindan
halofilik fungus izole edip tanimlamistir. 25 cins, 68 tiir ve 4. chevalieri, A. flavus, A.
nidulans’ a ait varyeteleri, ¢ollerden aldig1 40 toprak 6rneginden %5’ lik NaCl iceren
Czapek Dox Agar’ da izolasyonlarinm1 yapmistir. En ¢cok bulunan cinsler Aspergillus (20
tiir + 3 varyete), Penicillium (14 tiir), Drechslera (2 tiir) ve Ulocladium (3 tiir)’ olarak
belirlenmis. Bunu; Stemphylium (1 tiir), Scopulariopsis (2 tiir), Trichoderma (1 tiir)
Botryotrichum (2 tiir), Cladosporium (3 tiir), Myrothecium (1 tiir) ve Alternaria (1 tiir)
takip etmistir. Calismanin sonuglariyla, Suudi Arabistan topraklarindaki halofilik

fungus florasi belirlenmistir.
Grishkan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada (2003); Olii Deniz (Dead Sea)’ in bati

kiyilarinda bir yil boyunca (1999-2000) toprak mikrofunguslarmi arastirmiglardir. 40

cinsten toplam 78 tiir izole edilmis ve anahtarlara gére tanimlarken g¢alisilan bolgenin
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belirgin 6zelliklerine gore ayirmislardir. Tanimlanan 9 tiiriin (4/ternaria alternata, A.
raphani, Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, Chaetomium globosum, Ch.
murorum, Cladosporium cladosporioides, Penicillium aurantiogriseum ve Stachybotrys
chartarum) bu cevrede izole edilen tiirlerin gecici ve kalici oluslart kiy1 bolgesinin
karakteristik bir dzelligi olarak diisiiniilmiistiir. Bu arastirmayla; Olii Deniz’ in kiy1
bdlgesinin gecici ve kalict ¢esitliligi ile asir1 stres altinda yasayan mikobiotasini ortaya

koymuslardir.

Butinar ve arkadaslar1 (2005¢); Slovenya’ da bulunan tuzlalarin hipersalin sularindan
cevreye Ozgli fungal toplulugun Eurotium cinsine ait iiyelerini izole etmislerdir. E.
amstelodami, E. herbarium ve E. repens’ in adapte olma yetenekleriyle hipersalin (%25
NaCl) kosullarda canliliklarini siirdiirebildiklerini, E. rubrum, E. chevalieri ve E.
halotolerans’ m diisik tuzluluga sahip sularda (%5-15) yasabildiklerini ortaya

koymuslardir.

Calismamizda; Camalt1 Tuzlas1 ve Igdw/Tuzluca Kaya Tuzu Yatagl’ ndan alinan
orneklerle yaptigimiz izolasyon sonucunda, Penicillium, Aspergillus, Eurotium
cinslerine ait halotolerant 7 izolat ve Sagenomella cinsine ait halofil 1 izolat identifiye

edilmistir.

Bilimsel yontemler kullanilarak, canlilarin bireysel benzerlik ve farkliliklarinin genis bir
bakis acis1 ile incelenmesi ve siniflandirilmasi, asirlar 6nce baslamis olan ve
giiniimiizde de devam eden bir siiregtir. Hayatin ¢esitliligi ve yayilimiyla ilgili olaylarin
modelini ortaya ¢ikaran ve ilgili filogenetik agacin yeniden yapilandirilmasini i¢ine alan
biyoloji sahasi sistematik olarak adlandirilir. Sistematigin amaci, organizmalar
arasindaki evrimsel gegmisin ve birbirleriyle olan iliskilerin belirlenmesi (filogeni) ve
daha sonra organizmalarin siniflandirilmasinda bu bilgilerin kullanilmasidir. Sistematik
alaninda yapilan ¢alismalarla, tiim yasam formlarmin filogenetik bir agacla
baglantisinin kurulmasi, son donemlerin en 6nemli kesiflerinden birini olusturmaktadir

(Kiligoglu ve Ozkog 2008).
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Filogenetik sistematigin 0zl de tiiremis (apomorfik) karakterler kullanarak ortak ata
iligkisini yeniden diizenlemek ve taksonlar1 ortak ata temelinde gruplamaktir (Kilicoglu
ve Ozkog¢ 2008). Son yillarda molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yasanan bas
dondiiriicti gelismeler sistematik alaninda yeni tekniklerin ortaya ¢ikisini kaginilmaz

hale getirmis ve bu gelismeler fungal sistematikte de etkisini gdstermistir.

Geleneksel olarak funguslarin siniflandirilmasinda temel kriter eseysiz iireme
yapilaridir. Molekiiler karakterlerin kullaniminin avantaji da, aseksiiel funguslarin
smiflandirilmasindaki belirsizligi ortadan kaldirip onlarin en yakin akrabalari i¢inde

siniflandiriimalarmi saglamasidir (Kilicoglu ve Ozkog 2008).

Molekiiler verilerdeki mevcut sinirlamalara ragmen, fungal sistematigi anlamamizi
kolaylastirdig1 ve bu konuyla ilgili verilerdeki artisa bagl olarak gelecekte sistematik

uygulamalarda daha ac¢iklayici olabilecegi diisiintilmektedir (Bridge et al. 2005).

Funguslarin identifikasyonunda geleneksel yontemler (morfolojik, biyokimyasal vb.) ve
molekiiler yOntemler kullanilmaktadir. Fungal sistematikteki ¢alismalarin  daha
giivenilir ve yeterli olmasi i¢in her iki yontemde kullanilmaktadir. Boylelikle geleneksel
yontemle identifiye edilen organizmalarin molekiiler olarak da incelenmeye alindiginda
kisisel hatalarin ve hatalardan dogacak sonuglarin en aza indirebilecegi

diistiniilmektedir.

Kis-Papo ve arkadaslarinmn yaptiklar1 ¢alismada (2000); hipersalin Olii Denizi’ de
mevsimsel olarak filamentli funguslarin degisimini inceledigi ¢alismasinda izolatlarini
geleneksel yontemlerle identifiye etmistir ve Aspergillus sp.” de, Eurotium herbarium,

Penicillium westlingii, Cladosporium sp. tlrlerinin stabil oldugunu saptamstir.
Israil’ de yapilan baska bir calismada ise (Grishkan et al. 2003); identifikasyonda yine

geleneksel yontemler kullanilarak tuzcul ortamlardan izole edilen funguslar identifiye

edilmis, Aspergillus tiirlerinin dominant oldugu goriilmiistiir.
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Calismamizda yaptigimiz geleneksel yontemle identifikasyona gore izolatlar;
Penicillium citrinum (M1 ve M4), Eurotium amstelodami (M2), Aspergillus parasiticus
(M3 ve M7), Aspergillus niger (M5 ve M6) ve Sagenomella sp. (M8) olarak
tanimlanmistir. Grishkan ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismaya benzer olarak

Aspergillus cinsine ait tiirlerinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Yag asitleri; fungal membrandaki lipidlerin yapisinda bulunan 6nemli bir bilesendir.
Yag asitleriyle yapilan ¢aligsmalar; funguslardaki gelisim, spor olusumu, germinasyon ve
onlarin icerdigi gesitli psikolojik islemlerde yag asidlerinin 6nemli bir bilesen oldugu
gosterilmistir (Weete 1981). Genellikle funguslardaki yag asidleri homolog seriler
halinde C;¢’ dan C,s’ e kadar olan karbon zincirlerinden olusur. Baz1 yag asitleri belli
mikroorganizmalarda bulunmaktadir ve bunlar kemotaksonomi c¢alismalarinda

biomarker olarak kullanilmaktadir (Devi et al. 2006).

Cantrell ve ark.(2006) yaptiklar1 ¢alismada hipersalin ¢evrelerden elde edilen ve farkl
kosullarda her tabakada bulunan funguslarin yag asitlerini identifiye edip
karsilagtrmiglardir. Yag asit profillerine gore; fungal hiicre membranindaki fosfolipid
yag asidlerinin bilesimi i¢cindeki degisimi bu hipersalin bolgede baska bir adaptasyon
sekli oldugunu ortaya koymuslardir.

Devi ve arkadaglarinin yaptigi calismada (2006); 4 farkl fungal kiiltiir izole etmislerdir.
Bu tiirler; Trichoderma pseudokoningi, Curvularia lunata, Penicillium chrysogenum ve
Aspergillus niveus olarak belirlenmistir. Bu organizmalari yag asit analizleri her bir
yag asidi i¢in 12 C ile 24 C aras1 degistigini gostermislerdir. Tim kiiltiirlerde
parcalanmamis yag asitleri ortalamasi1 %57,86-85,23 arasinda degistigi, parcalanmis yag
asidleri oraninmn ise %14,12-41,26 arasinda oldugu saptamuslardir. Trichoderma ve
Aspergillus tiirleri en az laurik asit (12:0)’ in %0,019 ile 0,029 arasinda degisen en az
rastlanan yag asidi oldugu ve, Curvularia lunata, Penicillium chrysogenum tiirlerinde
bu yag asidinin bulunmadigin1 saptamislardir. 4 izolattada bulunan yag asitleri ise
miristik (14:0), palmitik (16:0), stearik (18:0), oleik (18:1 n-9), linoleik (18:2 n-6),
linolenik (18:3 n-3), arakhidik (20:0), behenik (22:0), lignoserik (20:0) oldugunu
bildirmislerdir.
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Calismamizda FAME analiz sonucuna gore; 16:0, 18:2 CIS 9,12/18:0 a ve Sum In
Feature 8 (18:1 CIS 9 (w9) ) yag asitlerine tiim izolatlarda rastlanmistir. En fazla
bulunan yag asiti 18:2 CIS 9, 12/18:0 a (%52,64) olup, bunu Sum In Feature 8 (%18,45)
ile 16:0 (%13,45) takip etmistir. En az goriilen yag asiti 16:1 Cis 7 (w 9) (%0,16)’ dir.
Benzer sekilde de Cantrell ve arkadaslar1 (2006) hipersalin funguslarda en ¢ok rastlanan
yag asitinin 18:2 w6 oldugunu bildirmislerdir. Ancak mevsimsel olarak yag asitlerinin

profillerinin degisebilecegini saptamiglardir.

Lopes da Silva et al.(1998) yaptig1 calismada; Penicillium tiirlerinde total yag asitlerinin
%7’ sini linolenik asidin olusturdugunu bildirmistir. Konjuge olmus linolenik asit
(CLA) kansere ve ateroskleroz’ e karsi olduk¢a koruyucu oldugu bilinmektedir.
Calismamizda; Pencillium sp.” de 18:0 (stearik), 18:2 CIS 9, 12/18:0 a ve Sum In
Feature 8 (18:1 CIS 9 (w9)) yag asitlerine rastlanmaistir.

Eras ve arkadaglar1 (2008) Aspergillus niger ile yaptiklart FAME c¢alismasinda; en fazla
C16, bunu takiben C18 1b, C18 2b yag asitlerine rastlamislardir. Bizde ¢calismamizda
Aspergillus sp. izolatlarimiz da (M3, M5, M6, M7) en ¢ok rastlanan yag asiti 18:0, 18:2

ve 18:1 olarak gdriilmiistiir.

Stahl ve Klug (1996) yag asitleri kompozisyonuna gore filamentli funguslarin
farkliliklarin1 ortaya koymuslardir. Yaptiklar1 ¢calismada; Aspergillus alliaceus tiiriinde
16:0 (15,74), 18:0 (5,32), 18:1 (20,28) ve 18:2 (58,39) yag asitlerinin bulundugunu
belirlemisledir. Penicillium paraherquei’ de 14:0 (0,29), 15:0 (0,80), 16:0 (13,73), 16:1
(0,46), 17:0 (2,42), 17:1 (2,67), 18:0 (3,30), 18:1 (25,41) ve 18:2 (40,46) yag asitlerinin
oldugunu, Penicillium simplicissimum’ da ise bulunan yag asitlerinin 14:0 (0,49), 15:0
(0,61), 16:0 (16,93), 16:1 (0,39), 17:0 (0,77), 17:1 (0,48), 18:0 (5,90), 18:1 (25,98) ve
18:2 (46,81) oldugunu saptamislardir. Yag asidi profillerinin farkliligimi P<0.001 gore
istatistik olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda da Penicillium olarak
saptadigimiz 2 izolatimizda (M1 ve M4) yag asidi profillerinin farkli oldugu
goriilmiistiir. Sum In Feature 5 (16:1 Trans 9 (w7)) yag asitlerinin varlig1 sadece M1

izolatinda belirlenmistir. M1 izolatinda en fazla goriilen yag asidi 18:2 CIS 9,12/18:0 a
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(42,89) olup, bunu Sum In Feature 8 (18:1 CIS 9 (w9)) (18,73) ve 17:1 Cis 9 (w 8)
(15,63) takip etmistir. M4’ te en fazla bulunan yag asitleri 18:2 CIS 9,12/18:0 a (48,76),
17:1 Cis 9 (w 8) (17,00) ve Sum In Feature 8 (13,70) olarak saptanmustir.

Molekiiler veriler Fungi alemindeki yiiksek seviyeli taksonomik gruplarin ve biiyiik
evrimsel soylarm belirlenmesinde, diisiik taksonomik seviyelerde ise tiirlerin, kismi
populasyonlarin ve bireylerin teshisinde kullanilmaktadir. Ancak molekiiler verilerin
yaygin kullaniminda bazi sinirlandirmalar da mevcuttur. Bunlardan bazilari, farkh
fungal gruplar arasinda yontemlerin karsilastirilabilirligi ve uyumluluguyla iliskiliyken
bazilar1 fungusun adapte oldugu hayat dongiisiinlin ¢esitliligiyle iliskilidir. Molekiiler
verilerdeki mevcut sinirlandirmalara  ragmen, fungal sistematigi anlamamizi
kolaylastirdig1 ve bu konuyla ilgili verilerdeki artisa bagl olarak gelecekte sistematik

uygulamalarda daha acgiklayici olabilecegi diisiiniilmektedir (Bridge et al. 2005).

Funguslarin  sistematigi olduk¢a degiskendir. Fungi alemi i¢indeki gruplarin
belirlenmesi ve smiflandirilma cabalar1 oldukga eski olmakla birlikte, 2004 yilinda
baslatilan ve su anda da devam eden AFTOL adi verilen ortak bir calisma ile (yeni
molekiiler filogenetik yontemler kullanilarak) funguslarin tiim gruplarmin en ytiksek
seviyede molekiiler (filogenetik) siniflandiriimasi hedeflenmistir (Kilicoglu ve Ozkog

2008).

Funguslarin molekiiler olarak smiflandirilmasinda PCR temelli bir¢ok yotem vardir.
Bunlar; RAPD, RFLP, AFLP ve DNA dizi analizidir. Dizi analizi yontemi ile
funguslardaki rDNA’ nin c¢ogaltilip, niikleotid dizileri belirlenebilmektedir. Bu diziler
hem degisken hemde korunmus bolgeleri igerdigi icin, farkli taksonomik seviyelerdeki

organizmalarin karsilastirilmasina ve ayrilmasina olanak saglamaktadir.

DNA dizi analizi yonteminde; PCR amplifikasyonu i¢in secilecek ideal bdlgenin
ozellikleri (Bruns ve Gardes 1993) dikkate alindiginda, ribozomal RNA’larin
kodlandig1 genler (rRNA) bu kriterlerin ¢ogunu igerir ve kapsamli bir sekilde analiz
edilebilirler. rDNA bdlgelerinin g¢ogaltilmas1 i¢in primerlerin dizayn edilmesi,

funguslarin taksonomik ¢aligmalarini oldukga kolaylagtrmistir (White et al. 1990).
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Hu ve arkadaslar1 (2007) ; ribozomal DNA (ITS ve 5.8S) ve B-tubulin gen bolgeleriyle
yaptiklar1 identifikasyon ¢alismasmda ITS genlerinin B-tubulin gen bdlgesine gére daha
az bilgi verici oldugunu saptamislardir. Yine de taksonomik ¢alismalarda en az farkl 2

gen bolgesinin kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Calismamizda molekiiler identifikasyonda DNA dizi analizi yontemi kullanilmistir.
DNA dizi analizinde; ITS bolgesi, Kalmodulin ve B-tubulin geni dizilenmistir. Sadece
M1 ve M4 izolatlarmin B-tubulin gen bolgesine ait dizi bilgisi elde edilememistir. Diger
identifikasyon teknikleri ile Penicillium cinsine ait oldugu belirlenen bu izolatlara ait -

tubulin gen bolgesi ile ilgili daha 6nce yapilmig bir ¢caligma bulunmamaktadir.

Izolatlarm geleneksel ve molekiiler identifikasyonlar1 yapilarak tanimlanan tiirler
karsilagtirilmistir. M1 ve M4 izolatinin dizi analizi verileri sonucunda Penicilliim
chrysogenum olarak tanimlanmistir. Ancak geleneksel yontemde Penicillium citrinum
olarak adlandirilmistir. Pitt (2000)’ in anahtarina gore Penicillium chrysogenum;
Furcatum subgenusu i¢indeki Penicillium citrinum tiri ile benzerdir. Bu benzerlik
ozelliklede 37°C’ deki zayif gelisme ile kendini gostermektedir. Ancak Penicilliim
chrysogenum tiirii diger tiim oOzellikleri ile Penicillium boliimiindeki tiirlere birincil
derecede benzerlik gostermektedir ve bu nedenle Penicillium bolimii altinda
incelenmektedir. Geleneksel yontemlerle identifikasyon arastirmacinin tecriibe, bireysel
goriis ve becerisine dayanmaktadir. Bu nedenle identifikasyon siirecinde yanlisliklarin
yapilmasi olduk¢ca muhtemeldir. Gelismis molekiiler teknikler ise bu tip yanligliklara
olanak tanimamaktadir. M1 ve M4 izolatlarinda karsilasilan ¢eliski kullanilan molekiiler
teknikler ile c¢oziimlenip, bahsi gecen izolatlar Penicilliim chrysogenum olarak

tanimlanmaistir.

M2 izolati; geleneksel identifikasyon, ITS bdlgesi ve B-tubulin gen bolgesine ait dizi
bilgilerinin incelenmesi sonucu Eurotium amstelodami olarak identifiye edilmistir
(Cizelge 4.2). Ilaveten Kalmodulin gen bdlgesi de incelenmis olup bu izolat igin verimli
sonuclar elde edilememistir. Ancak uygulanan identifikasyon yontemlerine gére M2

1zolat1 Eurotium amstelodami olarak belirlenmistir.
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M3 ve M7 izolatlar1 ITS bolgesi, Kalmodulin ve B-tubulin gen bolgelerine ait dizi
analizlerine gore Aspergillus parasiticus (Cizelge 4.2) olarak tanimlanmistir. Ayrica
geleneksel siiflandirmada Aspergillus parasiticus’ a ait temel 6zellikler gdzlemlenmis

olup, M3 ve M7 izolatlar1 Aspergillus parasiticus olarak identifiye edilmistir.

Aspergillus tiirleri biyoteknolojik proseslerde 6nemlidir. Serra ve arkadaslarinin (2006)
yaptig1 calismada Aspergillus tiirlerini ITS-5.8S rDNA ve Kalmodulin gen bolgelerinin
sekans analizini kullanarak identifiye etmislerdir ve yeni taksonlarn oldugunu
bildirmislerdir. Bu calisma sonucunda Nigri boliimiinde bulunan A. carbonarius ve A.

niger tiirlerinden farkli olan yeni bir tiirii A. ibericus olarak adlandirmislardir.

ITS bolgesi, Kalmodulin ve B-tubulin genlerinin dizi analizlerine gore; M5 ve M6
izolatlar1 Aspergillus tubingensis (Cizelge 4.2) olarak identifiye edilmistir. Ayrica
geleneksel identifikasyon yontemlerine gore incelendiginde de Aspergillus niger olarak
tanimlanmistir. Klich (2002)’ in anahtarina gore; Al-Musallam (1980) A4. tubingensis’ 1,
A. niger’ in sinonimleri arasinda gostermistir. Molekiiler veriler 4. tubingensis tiiriini
ayr1 bir smif (takson) olarak belirlemistir. Elimizdeki verilerle bu izolatlar; Aspergillus

tubingensis olarak identifiye edilmistir.

M8 izolatmin ITS bolgesi, Kalmodulin ve B-tubulin genlerinin dizi bilgileri gen
bankasinda yer alan dizilerle karsilastirildiginda ¢ok farkl tiir listesiyle karsilagilmistir
(Cizelge 4.2). Ancak geleneksel tanimlamada Sagenomella sp. olarak adlandirilmistir.
Yapilan son ¢aligmalara gére Sagenomella cinsine ait 12 tiir tanimlanabilmistir (Gene et
al. 2003). B-tubulin gen bolgesine ait dizi bolgesi ile de Sagenomella sp. elde edilmistir

ve geleneksel identifikasyon sonucu desteklenmistir.

Akuatik c¢evrelerde agwr metallerin uzaklastirilmasinda bisorpsiyon kullanimi son
yillarda oldukca dikkat ¢ekmektedir. Funguslar kobalt, nikel, altin vb. gibi metallerin ve
agir metallerin biyosorpsiyonunda kullanilan potansiyel organizmalarin basinda yer alir.
Funguslarin agir metal biyoakiimiilasyonu fiziksel (pH, tuz konsantrasyonu vb.)
sartlara bagl olarak degisir. Baz1 funguslar metale kars1 direng gosterebilirler (Moore et

al. 2007). Biyoremediasyon calismalarinda agir metal direnci gosteren funguslar
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Neurospora, Penicillium, Aspergillus, Rhizopus ve Pleurotus bu ama¢ icin

kullanilmaktadir (Saglam ve Cihangir 1995).

Zafar ve arkadaslarinin yaptiklar1 metal toleransi ve biosorpsiyon ¢alismasinda (2007);
metalle kontamine olmus tarim topragindan izole ettikleri Aspergillus, Penicillium,
Geotrichum, Fusarium, Rhizopus, Monilia ve Trichoderma genuslarina ait funguslara
Cd, Ni, Cr, Cu ve Co metalleri kullanilarak minimum inhibe konsantrasyon testi
uygulanmistir. Bu testte yliksek direng gosteren Rhizopus sp., Aspergillus spp. tirleri
CdCl; ve K,Cr;07 metallerinin 2, 4, 6, 8 mM’ lik sulu ¢6zeltileri ilk pH’1 5 olacak
sekilde 25°C° de 4 saat ¢alkalamali etiivde muamele edilmistir. Agir metal
konsantrasyonlar1 atomik absorpsiyon spektrofotometre cihazi ile analiz edilerek SPSS
istatistik testi uygulanarak karsilastrma yapilmistir. Cd ve Cr’ un biyosorpsiyon ig¢in

Rhizopus sp. ve Aspergillus spp. tiirlerinin kullanilabilecegini gostermislerdir.

Calismamizda da; izolatlarin agir metal toleransi belirlenmistir. Penicillium citrinum
olarak tayin edilen M1 ve M4 izolatlarinin kursun agir metal toleransi degerinin 7000
ul, Sagenomella sp. (M8) izolatinda kadminyumun 3000 pl ve ¢inkonun 2600 pl olarak
tespit edilmistir. Bu nedenle M1 izolat1 kursunun, M8 izolat1 ¢inko ve kadminyumumun
biyoremediasyon c¢alismalarinda kullanilmistir. Niu ve arkadaslarinin P. chrysogenum’
la yaptiklar1 kursun biosorpsiyon c¢alismasinda (1993); fungusun metal alma
kapasitesinin pH 4-5 araliginda daha yiliksek oldugunu rapor etmislerdir. Bu nedenle

calismamizda kursun biyosorpsiyon deneyleri pH 5’ te yapilmustir.

Alkali ile muamele edilmis A. niger’ in Cd+2, Cu+2, Zn+2, Ni*? ve Co™ metallerinin ayri
ayr1 uygulanarak yapilan biosorpsiyon c¢alismasinda; biyomas agirliginin metal
baglamada %10 kadar etkili oldugunu ve metal baglama kapasitesi acisindan
Neurospora, Fusarium ve Penicillium tirleri ile karsilastirilmas: ortaya koyulmustur

(Akthar et al. 1996).
Calismamizda da; Aspergillus parasiticus (M3 ve M7)’ un metal tolerans1 degerlerinin;

c¢inko i¢cin 800 pl ve kursun i¢cin 900 pl oldugu saptanmustir. Eurotiorum amstelodami

(M2)’nin agir metallere kars1 agir metal toleransinin tiim izolatlar igerisinde en diisiik
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oldugu goézlemlenmistir. Bunu Aspergillus niger (M5 ve M6) takip etmistir. Bu iki
izolat agmr metal ¢alismalarinda kullanilmamistir. Akar ve arkadaslar1 (2006),
Aspergillus parasiticus’ un kursun biyosorpsiyon kapasitesinin pH 5’ te 20°C sicaklikta

4,02x10™ mol olarak belirlemislerdir.

Zafar ve arkadaslar1 (2006) yaptiklari metal kontamine olmus tarim topraklarindan izole
edilmis funguslarla yaptiklar1 biyosorpsiyon ¢alismasinda Aspergillus sp.1’ in kromun
1,20 mg (1 gram biyomasla) ve kadmiyumu 2,72 mg biyosorbe ettigini belirlemislerdir.
Izole ettikleri baska bir Aspergillus tiiriiniin krom ve kadmiyumu Aspergillus sp. 1’ e
gore daha az akiimiile ettigi saptanmustir. Calismamizda da; Aspergillus sp.” ler agir
metallere karsi diger izolatlarimiza gore daha toleransli olmalar1 nedeniyle

biyosorpsiyonda kullanilmamastir.

Biyosorpsiyon c¢alismamizda; 145 mg/lt Pb ortaminda (pH 5) maruz birakilan
Penicillium citrinum (M1)’ un 28. saatte %56,27 oraninda biyosorpsiyon gerceklestigi
saptanmistir. 120. saatte (%95,24) maksimum sorpsiyon gerceklesmis olup, 48. saatten
itibaren yapilan tiim Ol¢iimlerde (72. saat hari¢ %88,82) biyosorpsiyonun %90’ dan

fazla oldugu belirlenmistir.

644 mg/lt Pb ortaminda maruz birakilan Penicillium citrinum (M1)’ un 28. saatte
%359,31 oraninda biyosorpsiyon gerceklestigi saptanmustir. 28. saatte maksimum
sorpsiyon gerceklesmistir. 644 mg/lt Pb’ nun biyosorpsiyon calismasinda sorpsiyonun

%60’ tan daha az oldugu belirlenmistir.
1388 mg/lt Pb ortaminda maruz birakilan Penicillium citrinum (M1)’ da maksimum
sorpsiyon 96. (%40,30) saatte ger¢eklesmistir. Bu nedenle ¢alismamizda diger tiirlerden

daha toleransli olan M1 susu biyosorpsiyon ¢aligmalari i¢in segilmistir.

Yapilan kursun biyosorpsiyon ¢alismasi sonucunda, agir metal miktar1 arttik¢a yiizde

biyosorpsiyonun azaldigi gozlemlenmistir.
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Tunali ve Akar (2006)’ m yaptiklar1 biyosorpsiyon ¢alismasinda 6lii Botrytis cinerea
biomasi ile Zn (II) agir metalini kullanmiglardir. Zn (II)’ nun pH 5-6’ da baslangigta 100
mg/ It bulunan iyon konsantarasyonunda %98’ lik bir iyilesme gercgeklestigini
saptamiglardir. FT-IR spektrometresini kullanarak yaptiklar1 analizde hiicre-metal

etkilesimlerinin azot (N) igeren biyoligandlarda oldugunu belirlemislerdir.

Bizde calismamizda; Sagenomella sp. (M8) ile c¢inko (pH 6) biyosorpsiyon
calismasinda, 62 mg/lt ve 133 mg/lt’ lik Zn kullanilmistir. 62 mg/lt’ de en fazla
sorpsiyonun 4. saatte (%30,85), 133 mg/lt’ de ise 2. saatte (%27,82) oldugu
gozlemlenmistir. Diger biyosorpsiyon ¢aligmalarina gore en az sorpsiyonun Zn’ de ve

ilk saatlerde gergeklestigi saptanmustir.

Rostami ve Joodaki (2002) yaptigr Aspergillus niger ve Penicillium austurianum
funguslariyla kadmiyum agir metalini kullanadiklar1 adsorpsiyon ¢aligmasinda pH 4 ve
5’ te 22° C de aktif funguslarin agir metal giderimi i¢in uygun oldugunu ileri

stirmiislerdir.

Calismamizda; 95 mg/lt Cd (pH 5) ortaminda maruz birakilan Sagenomella sp. (M8)’
nin 52. saatte %351,57 oraninda sorpsiyon gerceklestirdigi saptanmistir. 96. saatte
maksimum biyosorpsiyonun %78,63 oldugu gozlemlenmistir. 95 mg/lt Cd’ la yapilan

calismada sorpsiyon %80’ den az oldugu belirlenmistir.

Sagenomella sp. (M8)’ nin 226 mg/ml Cd’ la yapilan c¢alismada maksimum

biyosorpsiyonun 96. saatte oldugu ve %46,01 oraninda gerceklestigi saptanmaistir.

310 mg/lt Cd ortaminda maruz birakilan Sagenomella sp. (M8)’ nin 24. (%16,12) saatte

yaptig1 sorpsiyonun en fazla oldugu belirlenmistir.

Sagenomella sp. (M8)’ nin 486 mg/ml Cd ile en fazla sorpsiyonun 2. saatte %19,95

oldugu saptanmastir.

111



Kadmiyum ile yapilan agir metal biyosorpsiyon calismasinda metal miktar1 arttik¢a

sorpsiyonun azaldig1 gézlenmis olup bu oranin %20’ nin altna diistiigli saptanmustir.

Calismamiza benzer olarak Pasifik sedimentlerinden izole edilen kursun direncli
Penicillium tirlerinin 24 mM Pb (NOs), konsantrasyonunda gelisebildigi 4 mM’ lik
konsantrasyonda kursunu graniiller halinde hiicre duvarinda adsorbe edebildigi elektron
mikroskobu ile belirlenmistir. Arastirmacilar Pasifik Okyanusu’ ndan izole ettikleri
kursuna direncgli Psf-2 izolatinin kursunu hem hiicre duvarinda biyosorbe ettigi, hemde
hiicre i¢inde (protoplazma ve vakuollerde) diizensiz graniiller (15-100 nm) halinde
akiimiile ettigi gozlemlenmistir (Sun and Shao 2007). Mergeay ve arkadaslar1 (2003)
yaptiklar1 ¢alismada Ralstonia metallidurans CH34’ te metal direncinden hiicreye
kursun transportundan sorumlu olan P tip ATPaz’ i rol oynadigimi bildirmislerdir.
Arthobacter sp. (Trajanovska et al. 1997), Pseudomonas marginalis, Bacillus
megaterium (Roane 1999), Staphylococcus aureus ve Citrobacter freundii (Levinson
and Mahler 1998) tiirlerinin kursuna direngliligi saptanmasma ragmen direncin neden

kaynaklandig1 Ralstonia metallidurans CH34’ teki gibi belirlenememistir.

Sanyal ve arkadaslarmin (2005) yaptiklar1 caligmada; patojenik bir fungus olan
Fusarium oxysporium’ u kursun ve kadminyum agmr metalleriyle muamele ettikten
sonra FT-IR Gl¢limlerine gore agir metal kristallerinin spesifik proteinlerle etkilesime
girdigini, bununda amin (I ve II bantlar1) grubunda gerceklestigini gézlemlemislerdir.
Bu spesifik proteinler ekstraseliiler proteinler olup biyoremediasyon ¢aligmasinda bu

organizmanin kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir.

Bayramoglu ve arkadaslar1 (2006) Lentinus sajor-caju fungusuyla yaptiklari uranyum
(VI) akiimiilasyonu ¢alismasinda FT-IR spektrometresi ile uranyumu hiicre duvarmdaki

kitin ve kitosanin akiimiile ettigi fonksiyon gruplar oldugu belirlenmistir.
Liu ve arkadaslarinin (2007) bir fungus tiirii olan Mucor racemosus ile Cr (V1) agir

metal giderimini caligmislardir. FT-IR spektrometresi ile donilisimsliz agir metal

baglayici gruplarin amido grubu oldugunu ileri siirmiiglerdir.
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Rostami ve Joodaki (2002) Aspergillus niger ve Penicillium austurianum funguslar ile
kadmiyum adsorpsiyonu c¢aligmalarinda; Langmuir ve Freundlich izoterminin
korelasyon katsayilar1 karsilastirildiginda, Langmuir izoterminin (R*:  0,99)

uygunlugunun daha fazla oldugunu gézlemlemislerdir.

Tunali ve Akar’ in Botrytis cinera biomasi ile ¢inko biyosorpsiyonu caligmalarinda
(2006); Langmuir ve Freundlich izotermlerini kullanmiglardir. Langmuir izoterminin
korelasyon katsayis1 (R*: 0,948) daha yiiksek oldugundan, bu izotermin ¢alismalarinda

daha uygun oldugunu gézlemislerdir.

Ileri (2006)’ nin bakir iyonlarmmn sivi ortamdan biyosorpsiyonla giderimi ¢aligmasinda;
BET, Langmuir ve Freundlich izotermlerinin  determinasyon  sayilarini
karsilastirdiginda, Freundlich izoterm (R2: 0,970) modelinin kullanilmasinin daha uygun

oldugunu goérmiislerdir.

Calismamizda da; kursun, kadmiyum ve ¢inko biyosorpsiyonunda Langmuir ve
Freundlich izotermlerinin korelasyon katsayilarinin karsilastirilmast yapilmistir. Bu
metallerin biyosorpsiyon ¢aligmasinda Freundlich izoterminin (R2 0,939, 0,969, 0,970)

uygun oldugu gorilmiistiir.

Calismamizda; agwr metal biyosorpsiyonda FT-IR spektrometresi sonuglarina gore,
funguslarn hiicre ylizeyinde agir metal tutma bdlgelerinin biiyiik olasilikla amid (1595-
1700 cm™) gruplari oldugu saptanmustir. Alman piklere gore fonksiyonel amid
gruplarmm; N-imonosubstituted amide (1650-1700 cm™), N,N-disubstituted amide
(1640-1680 cm™), N-unsubstituted amide (1650-1700 cm™), N-alkyl aromatic amide
(1595-1670 cm™) ve N-unsubstituted aromatic amide (1595-1670 cm™) olabilecegi

diistiniilmektedir.

Ekstrem kosullarda yasayan mikroorganizmalarin remediasyon calismalarinda
kullanilmalar1 son yillarda dikkat ¢eken konularin basinda gelmektedir. Ozellikle
kirleticiler ile kontamine olmus ortamlarda, remediasyon g¢alismalarinda kullanilan

bircok organizmanin bu kosullarda yasama sansi bulamamakta ve biyoremediasyon
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calismalar1 basarisizlikla sonuglanmaktadir. bu nedenle kirleticilerin bulundugu ve
ekstrem kosullarin olustugu ortamlarda dayanikli organizmalarin kullanimi daha etkin

olacaktir.

Agir metal giderimi ile ilgili bircok calisma yapilmis olmasmna ragmen tuzcul

funguslarla yapilmis ancak birka¢ ¢alisma vardir. Calismamizda;

1- Izmir Camalt1 Tuzlas1 ve Igdir/Tuzluca Kaya Tuzu Yatag:r’ dan alinan &rneklerle 7
halotolerant ve 1 halofil fungus (Kaya tuzu Orneginden) olmak {izere toplam 8 tane

fungus izolasyonu yapilmistir.

2-  lizole edilen funguslarm geleneksel ve molekiiler ydntemle identifikasyonu
yapilmistir. Ayrica yag asidi metil esterleri analizi (FAME) ile funguslarda bulunan yag

asitleri belirlenmistir.

3- Yapilan agir metal ¢alismasinda halotolerant Penicillium chrysogenum tiriiniin
kursun, halofil Sagenomella sp. tiriiniin ise kadmiyum ve ¢inko gideriminde etkin

olduklar1 saptanmistir.

4- Bildigimiz kadariyla, bu calisma Sagenomella sp. ile yapilan ilk agir metal giderimi
calismasidir. Bu tiirlin agir metal gideriminde kadmiyum (%78,63) ve ¢inko (%55,2)
metallerini biyosorbe ettigi g6z Oniine alindiginda remediasyon calismalarinda

kullanilabilecegi goriilmektedir.

5- Agir metal biyosorpsiyon calismasma ait Freundlich ve Langmuir biyosorpsiyon
izotermleri ¢izilmistir. Izotermlerin korelasyon katsayilarnin karsilastirilmasiyla

Freundlich izoterminin bu ¢alisma i¢in daha uygun oldugu gézlemlenmistir.
6- FT-IR spektrometre analizi ile biyosorpsiyon g¢alismasinda kullanilan biyomaslarin

agir metali biiyiik olasilikla hiicre ylizeyinde bulunan fonksiyonel amid gruplari

tarafindan gergeklestigi diistiniilmektedir.
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Sonug olarak, endiistrilesmeye paralel kirliligin gittikce arttig1 diinyamizda bu
calismada tuzcul ortamlardan izole ettigimiz funguslar agwr metal giderimi
calismalarinda kullanilabilir. Farkli fiziksel ve besinsel kosullardan izole edilen bu
funguslar diger biyoremediasyon calismalarinda da denenebilir. Ancak, optimum
deneysel sartlarin belirlenmesi ve iyilestirme mekanizmalarinin agiga cikarilmasi da

faydali olacaktur.
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EK 1: M1 izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E085023.76A 13741 M1

Volume: DATA File: E085023.76A
Type: Samp Bottle: 2

Created: 5/2/2008 9:49:18 AM

Sample ID: M1 2. TEKRAR

Seq Counter: 3
Method: FUNGI

1D Number: 1374

___RT]| Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | C 1 Comment2
1.536 | S5.086E+8 | 0.022 - 7.095-| SOLVENT PEAK ~—— | <minrt
1.626 20014 | 0.021 - - | < minrt
1.757 592 | 0.028 - - | < min rt
1.212 | 2451 0.022 ---- —- [ <minnt
1.852 1050 | 0.026 B o —- | <mintt
1503 543 0.022 T <minn
L 1.958 506 | 0.027 — |<minrt
2.052 659 | 0.028 L ---- | <minrt .
6.800 |-~ 3663°| 0.037 0.978 14:0 6.51 | ECL deviates <0.001 ‘Reference -0.603
7.739 3108 | 0.043 0.964 15:0180 043 | ECL deviates 0.000 Reference -0,003
7.874 8571 | 0.038 0.962 15:0 ANTEISO 1.17 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
8.311 19766 | 0.039 0.956 15:0 2.69 | ECL deviates 0.001 Reference -0.003
9336 1982 | 0,038 | 0946 16:0 150 027,/ ECL deviates 0.000 Reference 0,004
9.575 1189 | 0.039| 0.944 16:1Cis 7 (W9) "70.16 | ECL deviates -0.002
9.642 13496 | 0.042 0.944 16:1 Cis 9 (w 7) 1.81 | ECL deviates -0.005
9.711 1991 ) 0.037 0.943 Sum In Feature 5 0.27 | ECL deviates -0.002 16:1 Cis 10/15120H
5.951 75776 | 0,040 01942 16:0 10.15 | ECL deviates- 0.001 Reference -0.003
11,179 3681 | 0.040 0.934 17:0 ANTEISO 0.49 | ECL deviates -0.003 Reference -0.007
11.295 117623 | 0.045 0.934 17:1Cis 9 (w 8) - 15.63 | ECL deviates -0.005
11.466 2506 | 0.042 0.933 17:0CYCLO 0.33 | ECL deviates -0.001 Reference -0.005
11.663 23087 | .0.045 0.932 17:0 .3.06 | ECL deviates 0.002 Reference -0.002
12.092 2358 | 0.051 0.930 C14 Dicarbox/18:1DMA 0.31 | ECL deviates =0.008 ’
12.916 324917 | 0.046 0.928 18:2 C15 9,12/18:0a 42.89 | ECL deviates- 0.001
12.999 141938 | 0.049 0.928 Sum In Feature 8 18.73 | ECL deviates -0.005 18:1 CIS 9 (w 9)
13403 | 4924 | 0.044 0.926 18:0 0.65 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004
14.704 - 33281 0.03% 0.923 191 (wll> 0.44 | ECL deviates -0.004 g
Pt 1991 = = Summed Feature 5 0.27 | 16:1 Trans 9 (w 7y 15:0 ISO 20H/16:1t9
----- - e N ---- | 16:1 Cis-10/15120H )
141938 - -=- --—- | Summed Feature 8 18.73 [ 18:1 CIS 9 (w 9) 18:1 {fw 8) -

ECL Deviation: 0.003
Total Response: 753905
Percent Named: 100.00%

Reference ECL Shift: 0.004
Total Named: 753905
Total Amount: 702777

*#* No Matches found in FUNGI

Sherlock Version 4.5 (0209B)

Xvi

Number Reference Peaks: 10

Printed on 02-May-2008




EK 2: M2 izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E08C227.184A [1389] M2

Volume: DATA
Type: Samp

Sample ID: 6 HAZIRAN M2

File: EO8C227.18A
Bottle: 3
Created: 12/22/2008 6:26:24 PM

Seq Counter: 4 1D Number: 1389

Method: FUNGI

ECL

RT | Response | Ar/Ht . RFact] L] Peak Name o Percent | Commentl o ! Comment2
1536 4.942B+8| 0.023 —-| 7,101 | SOLVENT PEAK S <minc T i
7.869 1818 | 0.038 0.931] 14711 | 15:0 ANTEISO 0.93 | ECL deviates 0.000 _Reference -0,004 i
o994 29271 | 0.040° 0923 | 16.00016%0 14.89 | ECL deviates 0.000 [ Reference 0004
“iL177 14601 0.044 0923 | 16.721 | 17:0 ANTEISO 0.74 | ECL deviates -0.001 . Reference -0.005 *‘
(1283} = 3189 0047 = 0923| 16782 |17:1Cis9 (w8} 1.63 ) ECL deviates -0.010 - |
S 14658 2147 0,045 0924 17.001 170 - 1.0% | ECL deviates 0.001 ] B i
12.504 141305 0.042 . 0923 17.715 . 18:2CIS9,i2/18:0a 71.85 | ECL deviates -0.003 1
12587 14442 © 0.045 0.923 17.763 : Sum In Feature § 734 | ECL deviates -0.010 1B CISO (w9 &
C 13402 2954 0.044 0921} 18000 !18:0 1.52 | ECL deviates 0.000 “Reference -0.003
17.807 7641 0113 -1 20534 o > maxmt i -
e 14442 - - | —-- | Summed Feature § 7341 18:1 CIS9(w9) 1181 (w8) -

ECL Deviation: 0.005
Total Response: 196637
Percent Named: 100.00%

Matches:
Library
FUNGI 3.80

Sim Index
0.711
0.645
0.632
0.551
0.432
0.428
0.417
0.386
0.376

Sherlock Version 4.5 (0209B)

Reference ECL Shift: 0.004
Total Named: 196637
Total Amount: 181475

Number Reference Peaks: 5

Entry Name
Aspergillus-glaucus*®
Trichophyton-mentagrophytes*
Trichophyton-rubrum*
Microsporum-canis
Epidermophyton floccosum
Phoma spp.
Penicillium-notatum*
Microsporum-gypseum
Chaetomium spp.*

Printed on 22-Dec-2008
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EK 3: M3 izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E08C227.18A [1390] M3

Volume: DATA File: E08C227.18A
Type: Samp Bottle: 4
Created: 12/22/2008 6:51:13 PM
Sample ID: 6 HAZIRAN M3
RT 'Res-p'oﬁse P ACHE " RFact] ECL 1 Peak Namc
5371 4.966E+8 | 0.022 -

1735 1389 | 0,038 W’Qiéng_tgi 0150 o
77777 73701 2778 0.0371 09311 147111150 ANTEISO
© 8331 5591 | "0.042 - 0924 15627] 160180
9943 | 9s22| 00401 0923 1 16.000 16:0
Cni76] T 1585 00427 0923 | 16721 | IVOANIEISO |
12500 738797 | 0.044 . 0923 [ 1 17714 1 182 CIS 9,12/18:0a
12085 76518 | 0.046 0523 7765 | Sum In Feature 8
99| 1582 00421 0921 | 18.000] 180
160191 67341 0.131 0896[ 19.517 | Unknown 19.521
| 6518 e ol ot | Summed Feature 8

ECL Deviation: 0.003
Total Response: 71865
Percent Named: 90.63%
Profile Comment: Review report comments.

#*++ No Matches found in FUNGI

Sherlock Version 4.5 (0209B8)

Seq Counter: 5
Method: FUNGI

7.093 | SOLVENT PEAK

Reference ECL Shift: 0.004
Total Named: 65132
Total Amount: 66176

xXviil

Commentl
s | <minrt

ID Number: 1390

59, 53 l ECL deviates. 0, 006 .
ECL deviates -0.008
ECL deviates 0. 000
- | > max at/it )

lobglisnciss Sw9

" I Comment2

v [ Reference w0004
1462 | ECL deviates 0.000

2.39 | ECL deviates -0.001 _ Reference -0.006

" Referenee -0.005

Tig1CISo (w9 o
_ Reference -(0005 L
!

J

isTwE)

Number Reference Peaks: 6

Printed on 22-Dee-2008



EK 4: M4 izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E08C227.18A [1391] M4

Volume: DATA File: E08C227.18A Seq Counter: 6 ID Number: 1391
Type: Samp Bottle: 5 Method: FUNGI

Created: 12/22/2008 7:16:00 PM

Sample ID: 6 HAZIRAN M4

: RT \ Response | Ar/Ht . RFact ECL ! Pealk Name | Percent | Commentl
1.336 | 4.952E+8 | 0.023 . - 7.094 | SOLVENT PEAK —- | <mintt
1.626 | 9386 ¢ 0.018 - 7.289 N ] --- | <minrt
£.904 | 307 | 0.019 - 78098 T T e Emin |
6797 2091 0.038: 0944| 13999140 e 0.76 | ECL deviates -0.001 Reference -0.004
8306, 88341 0037: 0928 - 15001 ;150 . - | 3.15 | ECL deviates 0.001 , Reference -0.003 .
C 96361 5250 0042 0935 15813 (161 Cis 9wy 186 | ECL deviates -0.004 B )
9945 29819 | 0.040 09231 16.001|16:0 . 10.57 | ECL deviates 0.00] Reference -0.004 ]
c O ILITL 2289 0923 | 16.718  17:0 ANTEISO ] _0.81 | ECL deviates -0.004 | Reference -0.009
11.286 ¢ 47948 | 0.923 16.786 | 17:1 Cis 9 (w 8) 17.00 | ECL deviates -0.006
11,656 70l 0.924 | 17.002 : 17:0 2,701 5L deviaes 0.002 Relerence -0.004 |
122,904 i 137634 - 1923 : 17717 : |H:'J.\( TN Q12K ARO[ ECL devintes -0.003 |
12.991 ! 38688 - 0.052 .923 , 17.767 ‘ Sum In Feature 8 | 13.70 | BCL dieviates -(L0006 18:3 CIS 9 (w9) :
13.399 | 1960 0.042 1,921 ‘ 13.000 - 18:0 | . i 0.69 | ECL deviates 0.000 Relerence -0.005
15.999 5420 i 0.146 . b | 16.506 L i -, > max ar/ht : ) :
e 38688 | - - | . === Summed Featurc 8 i 1370 1 181 CIS9(w9) 7 18:1{w &) :
BECL Deviation: .004 Reference ECL Shift: 0.005 Number Reference Peaks: 6
Total Response: 287543 Total Named: 282124
Pereent Named: 98.12% Total Amount: 260470

*#4+ No Maltches found in FUNGI

Sherlock Version 4.5 (0209B) Printed on 22-Dec-2008
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EK 5: M5 izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E085013.99A [1365] M5

Volume: DATA File: E085013.99A Seq Counter: 7 1D Number: 1365
Type: Samp Bottle: 6 Method: FUNGI

Created: 5/1/2008 12:01:38 PM

Sample ID: M5 TEKRAR:

T RT | Respon:
1538 | 4.957ES
1855

—1.905
L2098 \ .

| Commentl

" %810| _ 2072] 0.040} 0079 | 14.0
[ 7749 1950) 0.04 0964 |

0,942 l'16:

jﬁ_%ﬂbﬁoﬁ_ﬁ
A } 77171C:s9(w8)

17718 | 18:2 CIS 9,12/18;

Jeﬂ, «

0.86 lECL devxate 0.0
5099 | ECL devxat

17769 LSum ToFeaturc® | 3043 _{_ECL devi :
[ P043 | 180 - 067 [ ECL deviates 0.000 5 ;
IR P03 1B1CSI W) [BIwE
ECL Deviation: 0.003 Reference ECL Shift: 0.001  Number Reference Peaks: 6
Total Response: 393722 Total Named: 387570
Percent Named: 98.44% Total Amount: 359522
Matches:
Library Sim Index Entry Name
FUNGI 3.80 0.841 Geotrichum-candidum*
0.749 Phoma spp.
0.702 Botrytis spp.
0.699 Aspergillus-niger*
0.628 Nigrospora spp.*
0.572 Aspergillus-terreus™
0.532 Acremonium spp.
0.514 Fusarium-species®
0.498 Penicillium-notatum®
0.482 Pithomyces spp.*
Sherlock Version 4.5 (0209B) Printed on 01-May-2008
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EK 6: M6 Izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E085013.99A [1366] M6

Volume: DATA File: E085013.99A Seq Counter: 8 ID Number: 1366
Type: Samp Bottle: 7 Method: FUNGI

Created: 5/1/2008 12:26:22 PM

Sample ID: M6 TEKRAR

i... RT| Response ]| Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Comment] . C 2
1.538 | 48458 0.024 | - |01 SOLVENT PEAR = <minnt
1855 1224 | 0,621 — ] 17.793 < mintt
2.162 2857 | 0.024 | 8463 — [ <mintt
43852 3900 | 0.031 — | 12431
7.748 1607 | 0.038 0964 | 1463171 150 1S5 431 | ECL deviates 0.000 Reference 0.001
7.883 19201 0.037 | 0962 14.711 | 150 ANTEISO 5.14 | ECL deviates 0.000- Reference 0.000
9.346 3503 | 0.039 0945 | 15.626 | 16:0ISO 921 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
99590 5813 | 0.042] -0.940] 16.000]16:0 1520 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
12918 | _ 14631 | 0,044 0.9241 17715 [ 182 CI§9.12/180a 37.63 | ECL. deviates -0.005
130061 11094 | 0062 06347 17.765 | Sum In Feature 8 2852 | ECL deviates -0.008 181 CISG{w ey
17632 945 | 0,154 -] 736,445 S max vt
-] 7 11094 - - —-| Summed Feature § 2852 | 18:1 CIS9 (w9) 181 (w8
ECL Deviation: 0.004. Reference ECL Shift: 0.001  Number Reference Peaks: 4
Total Response: 41469 Total Named: 38569
Percent Named: 93.01% Total Amount; 35949

*** No Matches found in FUNGI

Sherlock Version 4.5 (0209B) Printed on 01-May-2008

Xx1



EK 7: M7 izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E08C227.18A [1394] M7

Volume: DATA File: E08C227.18A Seq Counter: 9 ID Number: 1394
Type: Samp Bottle: 8 Method: FUNGI

Created: 12/22/2008 8:30:22 PM

Sample ID: 6 HAZIRAN M7

Responsc | Ar/H t | Rtht | 'ECL | Peak Name . Percent ] Commentl . ‘.E_Co_mmcntl
j 4. 917E+8 0024 --- L 7.103 | | SOLVENT PEAK == <mingt I T
1504 | 0.038 0.931] 1471 1j 15:0 ANTEISO 4, ECL deviates 0.000 Reference -0.005

1264 0,032 " 0.924| 54

es 0.001 | Reference -0.004 .
Rcforence 0. 005 e

6604|0041 0923 16.00 o
37502 | 0045 0923 17714182 CIS9,19/180a

17.65 | ECL dev

I
L
i 338 | ECL devi
|

O 933 | 7. 765 | Sum Tnl Feﬂlurc L ) 95471 ECngi' es -0. OOS o CIS 9 (w 9
] _18.000 18:0 . " 443 \ ECL deviates 0. 0"0,,,,,,, 0 szercncc -0. 006 o
- Summed Feawre 8 - | 954 18:1 CIS9 (W 9) 181 (w8) |
ECL Deviation: 0.004 Reference ECL Shift: 0.005  Number Reference Peaks: 4
Total Response: 37407 Total Named: 37407
Percent Named: 100.00% Total Amount: 34531
#*% No Matches found in FUNGI
Sherlock Version 4.5 (020913) Printed on 22-Dec-2008

xxii



EK 8: M8 izolatinin Yag Asidi Analizi Sonucu

E08C233.94A [1409] M8

Volume: DATA File: E08C233.94A  Seq Counter: 5 ID Number: 1409
Type: Samp Bottle: 4 Method: FUNGI

Created: 12/23/2008 11:05:15 AM

Sample ID: M8-2

RT | Response RF‘ACC ECL E’g:;ﬂiiNzimé . :Percen_t [ Comment1 ) Comment2 ‘
1.538 | 4.878E+8 7.100 | SOLVENT PEAK --- | <minrt :
1824 1704 | _1a27 ) <minrt N S _
1.904 1661 7.902 - | <minrt ! |
2619 586 9.466 | C10 Primary alcohol | 0.26 | ECL deviates -0.002 T
70321 1425 14622 |15:01SC | 0.43 | ECL deviates 0.001 _ Reference-0.003 A
7.867| 2622 14711 ] 15:0 ANTEISO 0.80 | ECL deviates 0.000 Reference-0,003
8.304 1347 | 0.037 ; 15.000 | 15:0 B 041 ] ECL deviates 0.000  Reference-0.002
9330 2705 | 0043 0924 15623160180 | 082 ECLdeviates-0.003 ' ‘Reference-0.003
9.635 4167 15809 | 161 Cis9wT) 126 | ECL deviates -0.008
9.944 38217 15997160 | 1152 TECL deviates -0.003 Reference -0.003
10.738 3092 16461 [lso I7:tat5 (w12) | 093 | ECL deviates 0,001
110470 1870 16.642 | 1T.01SO 0.56 | ECL deviates 0.013 Reference 0012
11.176 2666 16717 | 17:0 ANTEISO |00 | ECL deviates -0.005 Reference -0.003
11287 6770 16782 | 17:1Cis9 (w8) | 2.04 | ECL deviates -0.010 . o
11.655 2570 16997 170 0.77 | ECL deviates -0.003 Reference -0.003
T 12904] 161187 17716 | 182 CIS 9,12/18:0a 48.54 | ECL deviates -0.004
L 12,9891 97567 | 0. 17.765 | Sum In Feature § 29.38 | ECL deviates -0.008 181C1IS9 (w9 |
-4 ‘ 4872 17,999 1806 . 1.46 | ECL deviates -0.001 Reference -0.006
. 15993 | 6350 . 18.499 | e | === >maxar/ht i
18217 944 20.793 -e- | >maxrt o BT
18.444 59510, 20.925 - [Smaxrt B - —
o= 97567 | --- = ---- | Summed Feature 8 | 2938 18:1CIS9(w9) ) 18I (w8
ECL Deviation: 0.006 Reference ECL Shift: 0.005  Number Reference Peaks: 9
Total Response: 338012 Tota! Named: 331662
Percent Named: 98.12% Total Amount: 306036
Maltches:
Library Sim Index Entry Name
FUNGI 3.80 0.620 Geotrichum-candidum*
0.544 Aspergillus-fumigatus
0.503 Botrytis spp.
0.430 Penicillium-chrysogenum®*
0.416 Penicillium-notatum*
0.413 Pithomyces spp.*
0.382 Aspergillus-terreus*
0.357 Phoma spp.
Sherlock Version 4.5 (0209B) Printed on 23-Dec-2008

xxiil



EK 9: M1 izolatinin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores
<do 4050 80200 >=200

I 1 | | I I
0 100 200 300 400 500

: o Max Total Query E Man
Accession Description A& .
score score Coverage value ident
El4o7955.1  Penicilliurn sp. F23 185 ribosornal RNA qene, partial sequence: intern: 7g5 785 a1%, 0.0 949,
EL497943.1  Penicilliom sp, 36 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 785 785 0y, 0.0 04,
EFzoongnd  Penicilliurn chrysogenum isolate NRRL 35635 internal transcribed spac 7a5 785 a1, 0.0 949,
EU1zgsa2a1  Penicillium chrysogenum strain 32P 135 ribosomal RMA qene, partial ¢ 785 785 0ie o0 04,
El1zg591.1  Penicillium chrysogenum strain 16F 183 ribosomal RNA qene, partial ¢ 7g5 785 a1, 0.0 949,

gb|EU497955.1| Penicillium sp. F23 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=609 Score = 785 bits
(870), Identities = 507/536 (94%), Gaps = 23/536 (4%)

gb|[EU497943.1| Penicillium sp. 36 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=609 Score = 785 bits
(870), Identities = 507/536 (94%), Gaps = 23/536 (4%)

gb|EF200090.1]| Penicillium chrysogenum isolate NRRL 35635 internal transcribed spacer 1,
5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=1132 Score = 785 bits (870), Identities =
507/536 (94%), Gaps = 23/536 (4%)

gb|EU128598.1| Penicillium chrysogenum strain 32P 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=580 Score = 785 bits (870), Identities = 507/536 (94%), Gaps = 23/536 (4%)

gb|EU128591.1| Penicillium chrysogenum strain 16P 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequenceLength=565 Score
= 785 bits (870), Identities = 507/536 (94%), Gaps = 23/536 (4%)

M1 Reverse
CCTGGTGCGGCCATGTATGTTACCTTTGTTGTTACGGGATTCAATTACCCCCGAGTGAGGGG
GCCCCTCTTGGGGTTCCAACCTTCCCCACCCCGGTGTTTATTTTAACCCTTGTTGCTTCGGCG
GGCCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGCCCCGCGCCCGCCGGAGACA
CCCTCGAACCTCTGTCTGAAGATTTGTAGTCTGAGTGAAAACTATAAATTATTTTAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCGGGCATCGATGAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTACTGT
GAATTGCAATTCAGTAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCC
GATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCGTCGAGCGTATGG
GGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTCTATCCA
GGTTGACCGTCGGATCAGGTAGG

XX1v



EK 10: M2 izolatimin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

<40 40-50
e e O
Accession Description ‘ L Total Uiz O E ‘ _Mau
score score coverage value ident
EFs52084.1  Ewrctium amstelodami isolate NRRL 35697 185 ribosomal RNA e 917 917 97% 0.0 95,
EFAS2083.1  Eurotium amstelodamiisolate NRRL 35696 185 ribosomnal RMA e 917 917 97% 0.0 99%,
EFeSz082.1  Asperaillus hollandicus isolate NRRL 25850 185 ribosomal RNA g8 917 917 97% 0.0 99%,
EFAS2079.1  Eurotium amstelodamiisolate NRRL 4716 185 ribosonal RMA ger 917 917 97% 0.0 99%,
EFAS2078.1  Eurotium cristatumn isolate NRRL 4222 185 ribosomal RMA qene, | 917 917 97% 0.0 99%,

gb|EF652084.1| Eurotium amstelodami isolate NRRL 35697 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1111 Score = 917 bits (1016), Identities = 518/522 (99%), Gaps = 2/522 (0%)

gb|EF652083.1| Eurotium amstelodami isolate NRRL 35696 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1111 Score = 917 bits (1016), Identities = 518/522 (99%), Gaps = 2/522 (0%)

gb|EF652082.1] Aspergillus hollandicus isolate NRRL 25850 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1111 Score = 917 bits (1016), Identities = 518/522 (99%), Gaps = 2/522 (0%)

gb|EF652079.1| Eurotium amstelodami isolate NRRL 4716 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1111 Score = 917 bits (1016), Identities = 518/522 (99%), Gaps = 2/522 (0%)

gb|EF652078.1] Eurotium cristatum isolate NRRL 4222 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1111 Score = 917 bits (1016), Identities = 518/522 (99%), Gaps = 2/522 (0%)

M2 Forward
CTATATCTCAGAGATGCGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCATCCGTGTCTATCTGTACCCTGT
TGCTTCGGCGTGGCCACGGCCCGCCGGAGACTAACATTTAGAACGCTGTCTGAGTTTGCAGT
CTGAGTTTTTAGTTAAACAATCGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCT
GCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTTCCGTCCCTGGCAACGGGGACGGGCCCAAAAGG
CAGTGGCGGCACCATGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCCCGTAGGTC
CAGCTGGCAGCTAGCCTCGCAACCAATCTTTTTAACCAGGTTGACCTCGGATCAAGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAAAGCATATCAGTAAGCGGAGGAA

XXV



EK 11: M3 izolatimin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Coler key for alignment scores

<40 40-50
B T e R R
Accession Description Max L=l Query A E _Mau
score | score | coverage [ value ident
AYa73867.1 Asperaillus soiae strain ATCC 14895 185 ribosonal RNA aene, partial - o7g 973 ooy, 0.0 089,
AY373850.1 fsperaillus parasiticus strain MRRL 502 185 ribosomal RMA oene, part 975 973 gy, 0.0 059,
ABDOR471 1 Asperaillus toxicarius qene for 185 rRNA, 585 rANA and 285 rRNA D 975 975 100%, 0.0 a5,
LBODA419.1 Asperaillus soiae qene for 185 rRNA, 5,85 rRNA and 235 rRNA, partia 975 978 100% 0.0 98%
ABODB41E.1 Asperqillus parasiticus gene for 185 rRNA, 5.8% rRNA and 285 rRNA, | o078 078 100%, 0.0 g,

gb|AY373867.1| Aspergillus sojae strain ATCC 14895 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence Length=619 Score = 978 bits (1084), Identities = 557/564 (98%), Gaps = 2/564 (0%)

gb|AY373859.1| Aspergillus parasiticus strain NRRL 502 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence Length=619 Score = 978 bits (1084), Identities = 557/564 (98%), Gaps = 2/564 (0%)

dbj|AB008421.1| Aspergillus toxicarius gene for 18S rRNA, 5.8S rRNA and 28S rRNA, partial
and complete cds Length=576 Score = 978 bits (1084), Identities = 559/566 (98%), Gaps =
3/566 (0%)

dbj|AB008419.1| Aspergillus sojae gene for 18S rRNA, 5.8S rRNA and 28S rRNA, partial and
complete sequence Length=576 Score = 978 bits (1084), Identities = 559/566 (98%), Gaps =
3/566 (0%)

dbj|AB008418.1| Aspergillus parasiticus gene for 18S rRNA, 5.8S rRNA and 28S rRNA, partial
and complete cds Length=576 Score = 978 bits (1084), Identities = 559/566 (98%), Gaps =
3/566 (0%)

M3 Reverse
TTTCCGTAGGATCACCTGCTGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACT
CCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTCATGGCCGCCGGGGGA
GCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTT
GATTGTATCGCAATCAGTTAAAGACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCATGAAA
CGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCA
AGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCG
GCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCG
GCGCTTGCCGAACGCAAAACAACCATTTTTCCCAGGTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC

XXVi



EK 12: M4 izolatinin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

<40 4050
R o o e a0 sho
Accession Description VLEE Total Query Y E _Mau
score score coverage value ident
El497955,1  Penicilliun sp. F23 185 ribosomal RNA qene, partial sequence; in 904 o904 96% 0.0 5%
El497943.1  Penicilliumn sp. 36 185 ribosornal RMA gene, partial sequence; it 904 904 6% 0.0 9a%
1285981 Penicillium chrysogenum strain 32P 185 ribosornal RNA gene, pa - 904 904 6% 0.0 93%
1285911 Penicillium chrysogenum strain 16P 185 ribosornal RNA gene, pa - 904 904 6% 0.0 93%
ElU139860,1  Penicilliurm sp, M1100 185 ribosornal RNA qene, partial sequence . 904 904 96% 0.0 95%

gb|EU497955.1| Penicillium sp. F23 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; partial
sequence Length=609 Score = 904 bits (1002), Identities = 516/522 (98%), Gaps = 3/522 (0%)

gb|EU497943.1] Penicillium sp. 36 18S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=609
Score = 904 bits (1002), Identities = 516/522 (98%), Gaps = 3/522 (0%)

gb|EU128598.1| Penicillium chrysogenum strain 32P 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence Length=580 Score = 904 bits (1002) Identities = 516/522 (98%), Gaps = 3/522 (0%)

gb|EU128591.1| Penicillium chrysogenum strain 16P 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence Length=565 Score = 904 bits (1002), Identities = 516/522 (98%), Gaps = 3/522 (0%)

gblEU139860.1] Penicillium sp. M1100 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence Length=551 Score = 904 bits (1002), Identities =
516/522 (98%), Gaps = 3/522 (0%)

M4 Reverse
TTCTCCGAGCGACTGCGAATCTCATTACTGAGTGAGGCCCTCTGGTCCAACCTCCCACCCGT
GTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGTGCCTGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCC
CGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAA
TATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGG
CTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCAC
CGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTG
CCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTGACCTCGGATCAGGTAG

XXVil



EK 13: M5 izolatimin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Coleor key for alignment scores

<a0 40-50
R R e T N )

P el I e T
ABS69598.1 #speraillus niger qenes far small subunit rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS: gzo a20 q6, 0.0 0 5,
EF151436.1 #speraillus awamnori isolate F11 internal transcribed spacer 1, partial ¢ gzg az0 6%, 0.0 049,
EF136365.1 Aspergillus niger 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal 820 az0 a6, 0.0 045,
DO778910.1 asperaillus tubinaensis IBL 03117 185 ribosomal RNA aene, partial se . gz az0 6%, 0.0 949,
EF621571.1 Asperqillus tubingensis strain 34342 185 ribosomal RN& gene, partial az0 az0 a6 a0 04 %,

dbj|AB369898.1| Aspergillus niger genes for small subunit rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2 and
large subunit rRNA, strain: IFM 54309 Length=623 Score = 820 bits (908), Identities = 531/560
(94%), Gaps = 19/560 (3%)

gblEF151436.1| Aspergillus awamori isolate F11 5.8S ribosomal RNA gene complete sequence
partial sequence Length=600 Score = 820 bits (908), Identities = 531/560 (94%), Gaps = 19/560
(3%)

gb|EF136365.1] Aspergillus niger 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 5.8S ribosomal
RNA gene, and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=599 Score = 820 bits (908),
Identities = 531/560 (94%), Gaps = 19/560 (3%)

gb|DQ778910.1| Aspergillus tubingensis IBL 03117 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=576 Score = 820 bits (908),
Identities = 531/560 (94%), Gaps = 19/560 (3%)

gb|EF621571.1] Aspergillus tubingensis strain 3.4342 18S ribosomal RNA gene, 5.8S ribosomal
RNA gene, partial sequence Length=674 Score = 820 bits (908), Identities = 531/560 (94%),
Gaps = 19/560 (3%)

MS5 Reverse
AACTTTTGTCGCGGGGGGAAAGGGCCCCCCGGGGAAAAAGGGGGCCCCCAAAGAACCGTA
TTATAAAACCGAGGGGGGCCCCAAAATCCGTAGTGAACTTTCGCAGGATTATTACCGAGTGG
GGTCCTTGGGGCCCACCTCCATCGGGTTAATATACCCTGTGCTTCGGCGGCCGCCGCTTTCGC
CGCGGGGGGCGCTTTGCCCCCCGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCACACGAACACTGTCTGA
AGGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGG
TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCG
AGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGG
ACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCAC
ATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCACAGGTTGACTC
GGATTCGGTA

XXViii



EK 14: M6 izolatimin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

<40 4050
av yl 1 [l | ] ] 1
0 100 200 300 400 500 60(
. L Max Total uer . E Max
Accession Description Query A5 .
sCore score coverage value ident

EF634380.1 asperqgillus tubinqensis isalate NRRL 35179 185 ribosarnal RMA o 930 930 2% 0.0 7%
4P369895.1  Asperaillus niger aenes for small subunit rRMA, ITS1, 5,85 rRNA, 939 939 9% 0.0 7%
EF151436.1 Asperaillus awamori isolate F11 internal transcribed spacer 1, pa 39 939 92% 0.0 a7,
EF136365.1 Asperaillus niger 185 ribosomal RNA qene, partial sequence; inte 39 939 92% 0.0 a7,
EF621571.1 Asperqgillus tubingensis strain 3.4342 185 ribosomal RNA gene, p 39 939 2%, 0.0 7%

gb|EF634380.1| Aspergillus tubingensis isolate NRRL 35179 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=1156 Score = 939 bits
(1040), Identities = 549/563 (97%), Gaps = 4/563 (0%)

dbj|AB369898.1| Aspergillus niger genes for small subunit rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2 and
large subunit rRNA, strain: IFM 54309 Length=623 Score = 939 bits (1040), Identities =
549/563 (97%), Gaps = 4/563 (0%)

gb|EF151436.1| Aspergillus awamori isolate F11 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length =600 Score =
939 bits (1040), Identities = 549/563 (97%), Gaps = 4/563 (0%)

gb|EF136365.1] Aspergillus niger 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=599 Score = 939 bits (1040), Identities = 549/563 (97%), Gaps = 4/563 (0%)

gb|EF621571.1] Aspergillus tubingensis strain 3.4342 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence Length=674 Score = 939 bits (1040), Identities = 549/563 (97%), Gaps =
4/563 (0%)

M6 Forward
AAGATATTACCGAGTGCGGGTCTCTTGGGCCCAACCTCCCTATCCGTGTCTATTATACCCTGT
TGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTG
CCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGC
AATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTAGAACGCACATTG
CGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCTGGC
TTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACC
GCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCCTG
CCGACGTTTTCCACCATTTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGGGAT
GAAACATATGGGGGTCGGGGAACCCCCCCGGTTTTCTTACGCCGCCT

XXIX



EK 15: M7 izolatimin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

cuer] T ) T | T
o 100 200 300 400 500
Accession | Description Haxscore| Total score \ Query coverage |;\ E value | Max ident

Aspergillus parasiticus strain 2999 185 ribosomal RNA gene, part 646 f46 95% 0.0 91%
fsperaillus parasiticus isolate NRRL 6433 185 ribosomal RNA ger £43 85% 0.0 51%
tsperaillus parasiticus isolate NRRL 424 185 ribosomal RNA gene £43 85% 0.0 51%
Asperqillus parasiticus isolzte NRRL 4123 185 ribosomal RNA ger £43 85% 0.0 51%
Asperqillus parasiticus isolzte NRRL 1988 183 ribosomal RNA ger £43 85% 0.0 51%

L=
P
o

L=

=
P | T
G

=

i
o

gb|DQ467988.1| Aspergillus parasiticus strain 2999 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=595 Score = 646 bits (716),
Identities = 470/513 (91%), Gaps = 36/513 (7%)

gblEF661568.1| Aspergillus parasiticus isolate NRRL 6433 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=1152 Score = 643 bits (712),
Identities = 469/513 (91%), Gaps = 37/513 (7%

gblEF661557.1| Aspergillus parasiticus isolate NRRL 424 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=1152 Score = 643 bits (712),
Identities = 469/513 (91%), Gaps = 37/513 (7%

gblEF661555.1| Aspergillus parasiticus isolate NRRL 4123 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=1152 Score = 643 bits (712),
Identities = 469/513 (91%), Gaps = 37/513 (7%

gblEF661546.1| Aspergillus parasiticus isolate NRRL 1988 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=1152 Score = 643 bits (712),
Identities = 469/513 (91%), Gaps = 37/513 (7%

M7 Forward
CTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGAAAAAATCGGTTGTGTTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCC
GGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCTCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGC
TGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCCGGAGAGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTG
ATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCG
TTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTTATCGCATTTCGCTGCGT
TCCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCACTCGTTAGAAATTGTTTTAACTGACTCGCGA
TACAAATCAACTCAAGACTTCACTAGAATCAAGAACACAGTTCCGTGGGTGTCCTCCGTGGC
GGGGCGCCGGGGCCCGGGGGGCTGAACGACCCCCCGGGGCGGCCATTGAACGGGCGGGGC
CCCGCCCAAAAGCAACCTAAGGGTTCCCGTTAAAACAACGGGGGTGGG

XXX



EK 16: M8 izolatinin ITS Bélgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

1 [l
100 200 300 400 500 600

Accession | Description | Max score | Total score | Query coverage | _. Evalue | Max ident
AF502829.1 Leaf litter ascomycete strain its317 isolate 1000529907 internal t 634 634 80% e-178 51%

5.4 Botryosphaeria dothidea isolate NW338 185 ribosomal RNA gene 632 632 80% fe-178 91%
Penicillium sp. F23 185 nibosomal RNA gene, partial sequence; in 632 632 80% fe-178 51%
; Penicillium sp. 36 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; int fa2 632 80% fe-178 91%
EU063423.1 Penicillium sp. MZKI P-267 185 ribosomal RNA qene, partial seal 632 632 80% fe-178 91%

gb|AF502829.1| Leaf litter ascomycete strain its317 isolate 1000529907 partial sequence
Length=559 Score = 634 bits (702), Expect = 2e-178 Identities = 463/508 (91%), Gaps =
35/508 (6%) Strand=Plus/Plus

gb|EU520105.1| Botryosphaeria dothidea isolate NW338 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; Length=580 Score = 632 bits (700), Expect = 6e-178 Identities = 463/508 (91%),
Gaps = 35/508 (6%)

gb|EU497955.1] Penicillium sp. F23 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence Length=609 Score = 632 bits (700), Expect = 6e-178
Identities = 463/508 (91%), Gaps = 35/508 (6%)

gb|EU497943.1] Penicillium sp. 36 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence Length=609 Score = 632 bits (700), Expect = 6e-178
Identities = 463/508 (91%), Gaps = 35/508 (6%)

gb|EU069429.1] Penicillium sp. MZKI P-267 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; and
28S ribosomal RNA gene, partial sequence Length=535 Score = 632 bits (700), Expect = 6e-
178 Identities = 463/508 (91%), Gaps = 35/508 (6%)

MS8 Reverse
TTTTCCGTGTTGTGGTTGTGCACCCCGTGGCGGGGAAGTGGATTTCAATTTACCCCGGAGGT
GGAGGGGGCCCCCTTTTTGGGGGTTCCCAACCCTTCCCCCAACCCCGGGTGTTTTATTTTTTA
CCCTTTGGTTGGCTTCCGGGCGGGGCCCGTCCTTAACGTGGGCGCGCGGGGGGGGCTTACGC
CCCCCGGGACCCGCGCCCGCCAGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGGAAGATTGTAGTCTGA
GTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACTGGATCTCTTGGTTCCGGCATTCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATACGTGATGTGAATTGCAAATTCAGTGTATCATCGTAGTCTTT
GAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC
TCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGCATCCCGGGGGACGGGCCCCGCACAAG
GCAGCGGCGGCACCTGCGTCCGGTCGCTCGCAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCGTCTGTA
GGCCCGGCGCGGCGCCTTGCCGATCTAACCCCACGATTTTTATCACAGGTTGACCTCGGTAT
TCAGGT
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EK 17: M2 izolatinin B-tubulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

G I i 1 I
80 160 240 320 400
Accession | Description Max score ‘ Total score | Query coverage |;Eua|ue ‘ Max ident

EF6S1902.1  Eurstium emstelodamiisolate NRRL 35657 beta-tubulin qene, partia 06 708 93% 0.0 100%
EFestantl  Eurotium amstelodami isolate NRRL 35696 beta-tubulin qene, partia I} 708 93% 00 100%
EFeston0l  Asperqilus hollandicus isolate NRRL 25850 beta-tubulin gzne, partia I 708 03, 0. 100%
EF51a091  Eurotium amstelodami isolate NRRL 4716 beta-tubulin gene, partial 0 08 03, 00 100%
EFe51898.1  Eurotium amstelodami isolate NRRL 108 beta-tubulin qene, partial ¢ 0 708 93, 00 100%
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gblEF651902.1| Eurotium amstelodami isolate NRRL 35697 beta-tubulin gene, partial cds
Length=409 Score = 706 bits (782), Identities = 391/391 (100%), Gaps = 0/391 (0%)

gblEF651901.1| Eurotium amstelodami isolate NRRL 35696 beta-tubulin gene, partial cds
Length=409 Score = 706 bits (782), Identities = 391/391 (100%), Gaps = 0/391 (0%)

gb|EF651900.1] Aspergillus hollandicus isolate NRRL 25850 beta-tubulin gene, partial cds
Length=409Score = 706 bits (782), Identities = 391/391 (100%), Gaps = 0/391 (0%)

gblEF651899.1] Eurotium amstelodami isolate NRRL 4716 beta-tubulin gene, partial cds
Length=409 Score = 706 bits (782), Identities = 391/391 (100%), Gaps = 0/391 (0%)

gb|EF651898.1| Eurotium amstelodami isolate NRRL 108 beta-tubulin gene, partial cds
Length=409 Score = 706 bits (782), Identities = 391/391 (100%), Gaps = 0/391 (0%)

M2 Reverse
CTGGTTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTTTTTAAAATATTGGGAGATGGATTGGG
AGATATACTAACAGTATCACAGGCAGACTATCTCCGGCGAGCACGGTCTCGACGGCTCTGGT
GTGTAAGTACAGTCGGGTCTCCGAGATGGACGCGTATCGGATATGGATATCTAACGGATTTC
AGCTACAACGGATCCTCCGACCTCCAGTTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTTG
CCTATCCGTTCGTGTTTGTGTGGAAACAGCTCTGACAGTGATAGGCCTCCAACAACAAATAT
GTCCCCCGTGCCGTCCTCGTCGACCTTGAGCCAGGTACCATGGATGCCGTCCGTGCCGGTCC
CTTCGGTCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCC
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EK 18: M3 izolatinin B-tubulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

R 0 I 0 1 T
0 100 200 300 400 500
Accession | Description | Max score \ Total score | Query coverage |_',Eua|ue \ Mar ident

8Y0175371  heperaillus parasiticus NRRL 502 beta-tubulin qene, partial cds a4 904 7%, 00 99%,
1493861 feperaillus parasiticus beta-tubulin aene, exons 1-8, complete cds 9 890 7%, 00 999,
EFfEl48il  Asperaillus parasiticus isolate NRRL 502 beta-tubulin qene, partial o 7 870 8% 00 100%
APO074691  Asperaillus oryzae RIB40 DA, SCO38 3 o7 929, 0.0 100%
870175361 Asperqilus flavus NRRL 1957 beta-tubulin qzne, partial cds 3 365 92, 00 3%,
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gb|AY017537.1| Aspergillus parasiticus NRRL 502 beta-tubulin gene, partial cds Length=795
Score = 904 bits (1002), Identities = 504/506 (99%), Gaps = 0/506 (0%)

gb|L49386.1|ASNBT Aspergillus parasiticus beta-tubulin gene, exons 1-8, complete cds
Length=2076 Score = 890 bits (986), Identities = 501/506 (99%), Gaps = 0/506 (0%)

gb|EF661481.1] Aspergillus parasiticus isolate NRRL 502 beta-tubulin gene, partial cds
Length=498 Score = 870 bits (964), Identities = 482/482 (100%), Gaps = 0/482 (0%)

dbj|AP007169.1| Aspergillus oryzae RIB40 DNA, SC038Length=1725576 Score = 865 bits
(958), Identities = 496/506 (98%), Gaps = 1/506 (0%)

gb|AYO017536.1| Aspergillus flavus NRRL 1957 beta-tubulin gene, partial cds Length=795
Score = 865 bits (958), Identities = 496/506 (98%), Gaps = 1/506 (0%)

M3 Forward
CTTCGAGTTAATATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTA
TTATATCTGCCACGTGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTT
GACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATATGGCAT
TAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCTGATCTCCAGCTGG
AGCGTATGAATGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTTCAGCATCTATGAAAACG
CTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTC
GTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGT
CCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAATCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACAC
TGAAGGTAGGGGGGGAACCTTCAANCCTCCCCCATTTGGTTTCCA
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EK 19: M5 izolatinin B-tubulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

1050
Query
) 1 I I 1 1
Q 100 200 300 400 500
Accession | Description Max score ‘ Total score | Query coverage |_'\E|.'alue | Max ident

009025791 Asperaillus tubingensis beta-tubulin qene, partial sequence 395 895 9%, 00 999,
araz0009.1  Aspergillus tubingensis strain CBS 42565 beta tubulin gene, exons 884 834 999, 0.0 93%
DO768442.1  Asperaillus tubingensis strain CIRM-BRFM 115 beta-tubulin azne, pa 8717 877 96% 0.0 9%
avazonizd  Aspergillus tubingensis strain CBS 11732 beta-tubulin-like qene, pa g 866 99%, 00 93,
argzo0iod  Aspergilus tubingensis strain CBS 12652 beta-tubulin-like qene, pa g 863 9% 00 39,
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gb|DQ902579.1| Aspergillus tubingensis beta-tubulin gene, partial sequence Length=511 Score
= 895 bits (992), Identities = 506/510 (99%), Gaps = 2/510 (0%)

gb|AY820009.1| Aspergillus tubingensis strain CBS 42565 beta tubulin gene, exons 3 through 6
and partial cds Length=550 Score = 884 bits (980), Identities = 507/515 (98%), Gaps = 4/515
(0%)

gb|DQ768442.1| Aspergillus tubingensis strain CIRM-BRFM 115 beta-tubulin gene, partial cds
Length=500 Score = 877 bits (972), Identities = 496/500 (99%), Gaps = 2/500 (0%)

gb|AY820012.1| Aspergillus tubingensis strain CBS 11732 beta-tubulin-like gene, partial
sequence Length=553 Score = 866 bits (960), Identities = 504/514 (98%), Gaps = 6/514 (1%)

gb|AY820010.1| Aspergillus tubingensis strain CBS 12652 beta-tubulin-like gene, partial
sequence Length=537 Score = 863 bits (956), Identities = 500/510 (98%), Gaps = 5/510 (0%)

MS5 Forward
CACTGGATTGGGGATGGAACTCATCTCTCAAGCTATCTTAGCTTGAGTTCGATGTTATCCATC
GGGGATATAGCTACGGTTACGAACACGTCTAACAACTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGA
GCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACTTTTTCACACCTCTCAATTGGTCAACA
ATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGC
TGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGA
CAATATCATCAATGTCCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCGTGCC
GTCCTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCCAGCT
CTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTC
ACTACACTGAGGGTGGG
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EK 20: M8 izolatinin B-tubulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

<40 4050
Guery 1 1 1 | 1
o) 20 180 270 360 450
Accession | Description \ Max score | Total score | Query coverage L‘Eualue \ Max ident

EUt40824.1  Sanenomela sp, HMH-2007a beta-tubulin (TUBZ) qene, partial sequ 388 385 89% 1e-103 B1%
80175741 Aspergillus bombryeis NARL 29241 beta-tubulin azne, partial cds 3 3% 89% Ge-80 8%
Bi017547.1  Asperallus bombecis KRRL 26010 beta-tubulin azne, partial cds 3 3% B8% Se-89 76%
Bi017546,0  Asperailus bombycis KRRL 25593 beta-tubulin azne, partial cds i 3% 8% Ge-89 75%
Bi017540,0  Asperailus tamarii HRRL 20818 beta-tubulin nzne, partial cds 3 336 8% 5e-80 78%

()

[
=

[
==

[
[=

gblEU140824.1] Sagenomella sp. HMH-2007a beta-tubulin (TUB2) gene, partial sequence
Length=1550 Score = 385 bits (426), Expect = 1e-103 Identities = 348/429 (81%), Gaps =
13/429 (3%)

gb|AYO017574.1| Aspergillus bombycis NRRL 29241 beta-tubulin gene, partial cds Length=795
Score = 336 bits (372), Expect = 5¢-89 Identities = 344/440 (78%), Gaps = 33/440 (7%)

gb|AYO017547.1| Aspergillus bombycis NRRL 26010 beta-tubulin gene, partial cds Length=795
Score = 336 bits (372), Expect = 5¢-89 Identities = 344/440 (78%), Gaps = 33/440 (7%)

gb|AY017546.1| Aspergillus bombycis NRRL 25593 beta-tubulin gene, partial cds Length=795
Score = 336 bits (372), Expect = 5¢-89 Identities = 344/440 (78%), Gaps = 33/440 (7%)

gb|AY017540.1] Aspergillus tamarii NRRL 20818 beta-tubulin gene, partial cds Length=801
Score = 336 bits (372), Expect = 5¢-89 Identities = 343/437 (78%), Gaps = 28/437 (6%)

MS8 Forward
TGACAACGGGTCCTTGGAACATAGATTCTGAGCGTGCCTGGGTGTCAATTGCTGTTTTCTAA
CTGCTACGCAGGCAAACTATCGCTGGCGAGCATGGCCTGGACGGCTCTGGTGTGTATGTAAC
TCAACCAACGTTTTGGTGTTTCGGATAATCCCGAAAATGGATCGCGGCCTGACTGGGGGACA
GGTACAATGGCACCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTCGT
ACTAGCGTTCGATTTAGCTACGTGAGCATGCTCAATTCTGACCGCATCCCAGGCCAGTGGAA
ACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGACCTTGAGCCCGGTACCATGGATGCTGTCCGTT
CCGGTCCCTTTGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTTGTTTTCGGCCAGTCGGGTGCTGGTA
ACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGGTAG
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EK 21: M1 izolatimn Kalomodulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alighment scores

<40 40-50 80-200 >=200
e ry | —
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0 100 200 300 400 500 600

Accession | Description Max score | Total score ‘ Query coverage |_'.E value | Max ident
419204371 Penicillium chrysonenum Wisconsin 54-1255 complete qename, con 1211 08% 00 999,
EF198585.1  Penicillium chrysogenum strain NRAL 35635 calmadulin gene, partia 1151 9% 0.0 97%
009111301 Penicilium chrysogenum strain imiz4314 calmodulin (cmd) aene, p: 1007 1% 0.0 995
are785e31  Penicillum griseoroseum strain A33.4302 calmodulin {cmd) gene, p 1007 81 00 994,
A678570.0  Penicilliom chrysooenum strain A53.6555 calmadulin (crd] aene, p 9 993 % 00 94,
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emb|AM920437.1| Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 complete genome, contig
Pc00c22 Length=6387817 Score = 1211 bits (1342), Identities = 677/681 (99%), Gaps = 0/681
(0%)

gb|EF198585.1] Penicillium chrysogenum strain NRRL 35635 calmodulin gene, partial cds
Length=715 Score = 1151 bits (1276), Identities = 664/681 (97%), Gaps = 0/681 (0%)

gb|DQ911130.1]| Penicillium chrysogenum strain imi24314 calmodulin (cmd) gene, partial cds
Length=579 Score = 1007 bits (1116), Identities = 561/563 (99%), Gaps = 0/563 (0%)

gb|AY678563.1| Penicillium griseoroseum strain AS3.4302 calmodulin (cmd) gene, partial cds
Length=579 Score = 1007 bits (1116), Identities = 561/563 (99%), Gaps = 0/563 (0%)

gb|AY678570.1| Penicillium chrysogenum strain AS3.6555 calmodulin (cmd) gene, partial cds
Length=579 Score = 993 bits (1100), Identities = 558/563 (99%), Gaps = 0/563 (0%)

M1 Reverse
AATCACAAGTGCCACCGAACTTGTGGTCAAAAGGAAAACGAGAGGGTTAGCAATTTGGG
GAGGCAAGGCCCGTAGGGCTCCAAGATTGTTTCCAAAACATACAGTNGATCCGGCCATCAC
CATCCTGGTCCGCCTCGCGGATCATCTCGTCCACTTCGTCGTCGGTCAGCTTCTCGCCGATGG
AAGTCATGACGTGGGCGAAGCTCGGCGGCGGAAATGAACCCGTTGTTTATCGCGATCGAAG
ACCTTGAATGCCTCGCGGATCTCCTCCTCGGAATCGGTATCCTTCATCTTACGAGCCATCATT
GTAAGGAATTCTACCGCACGTCAGTAGCCGTCTCTCGTTTATACCAGTAGATTATGGTGAAG
TACCGGGGAAGTCAATAGTGCCGTTGTTGTCGGCATCAACCTCGTTGATCATATCCTGCAAT
TCGGACTCGGAGGGGTTCTGACCCAGCGAGCGCATGACTGTGCCAAGTTCCTTGGTGGTGAT
TTGCCCTATTTGTAGGATTGCATGTTAGAATGTTTTCTTTTCTCTCGAGATTCCATCGCCGAG
GACCCTGCTGTGGGCTCGACTAAGCTGTGTCGGGCGCGACCACACGTACCATCGCCATCCTT
GTCCTATTTCGCAACAAAACAAACCCCGGTCAGCATGTATTCGATGATCACATCTTCTAATG
TGTGTGTGGTGT
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EK 22: M2 izolatinin Kalomodulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores
<40 40-50 B80-200 >=200

1 1 [l [l I 1 1
0 100 200 300 400 500 600

Accession \ Description | Max score | Total score | Query coverage |A'E value \ Max ident
EFER0564.1  Asperaillus ambiquus isolate NRRL 4737 calmodulin gene, partial od 403 448 £9% £e-109 96%
EFepiie9l  Asperaillus heteromorphus isolate NRRL 4747 calmodulin geng, part 398 398 £9% 38-107 81%
EFeR07001  Asperaillus clavatoflavus isolate NRRL 5113 calmodulin gene, partia 398 308 £5% 3e-107 82%
EF68565.1  Asperaillus microcysticus isolate NRRL 4748 calmodulin aene, partia 9 438 £9% 38-107 93%
AMdzide1l  Asperaillus heteromorphus partial cal gene for calmodulin, type stre 9 308 £0% 3e-107 a1%

1)
==}

[
oo

gbl[EF669564.1| Aspergillus ambiguus isolate NRRL 4737 calmodulin gene, partial cds
Length=728 Score = 403 bits (446), Expect = 6e-109 Identities = 344/416 (82%), Gaps =
15/416 (3%)

gb|EF661169.1] Aspergillus heteromorphus isolate NRRL 4747 calmodulin gene, partial cds
Length=687 Score = 398 bits (440), Expect = 3e-107 Identities = 363/446 (81%), Gaps =
18/446 (4%)

gb|EF669700.1] Aspergillus clavatoflavus isolate NRRL 5113 calmodulin gene, partial cds
Length=780 Score = 398 bits (440), Expect = 3e-107 Identities = 344/416 (82%), Gaps =
13/416 (3%)

gblEF669565.1| Aspergillus microcysticus isolate NRRL 4749 calmodulin gene, partial cds
Length=725 Score = 398 bits (440), Expect = 3e-107 Identities = 343/419 (81%), Gaps =
22/419 (5%)

emb|AM421461.1| Aspergillus heteromorphus partial cal gene for calmodulin, type strain ITEM
7045T Length=700 Score = 398 bits (440), Expect = 3e-107 Identities = 363/446 (81%), Gaps =
18/446 (4%)

M2 Forward
TCCCCTGTTCCAGCTGCAGACGACGAACTCACTGATCCCAAACAGGACAGGATGGCGATGG
TTAGTGCGAGACTCTCTTGGCCACTCTCCCGGTCGGTACCCACAGTGCTGATACGACTCGAT
ATCCAGGCCAAATCACGACCAAGGAGCTGGGGACGGTCATGCGACTCTTTAGGCCAAAACC
CGTCCGAGTCCGAGACTGCAGGACATGATTAACGAGGTTGATGCGGACAACAATGGCACCA
TCGATTTCCCCGGTACGATGCGAACCTTTTCCTGTGGGTGGACTCCATTCCCGGACGGATGT
TGACGTATTGCAGAATTCCTTACCATGATGGCCCGCAAGATGAAGGATACCGATTCGGAGG
AGGAGATCCGGGAGGCATTCAAGGTCTTCGACCGCGATAATAACGGCTTCATCTCCGCCGC
TGAGCTGCGCCACGTCATGACTTCCATCGGGGAGAAGCTCACCCGACGATGAAGTGGACGA
GATGATCCCGTGAAGCCCGATCCGGACGGCGATGGCCGGATTGACTGTACGTGTCCCTCGTC
TGTTGTCGCGTGCCTCAATCCTGACCGTCTGCAAGACCAGTTTGTCCTTCTGATTCAAAAAA
AGGCTCAAACATAA
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EK 23: M3 izolatinin Kalomodulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Celor key for alignment scores
<40 40-50 B0-200 >=200
- ________ ________________ ]
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0 100 200 300 400 500 600 700

Accession | Description ‘ Max score | Total score | Query coverage ‘_‘.E value | Max ident
EFeR1S1A1  Aspergillus parasticus isolate NRRL 4123 calmodulin gene, partial o 12 1222 98% 0.0 98%
EFefi5i7.  Asperaillus parasiticus isolate NRRL 1986 calmadulin gene, partisl o 1222 8% 0.0 03,
EFppiGind  Asperailus parasitious isolate NRRL S02 calmodulin azne, partial od: 1222 98% 0.0 98%
EFeA15i5.1  Asperaillus parasiicus isolate NRRL 424 calmodulin aene, partial cd: 1222 8% 0.0 03,
FFeR1Gi9.0  Asperailus parasiticus isolate NRRL 6433 calmodulin nene, partial o 1216 98% 0.0 98%
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gb|EF661518.1] Aspergillus parasiticus isolate NRRL 4123 calmodulin gene, partial cds
Length=736 Score = 1222 bits (1354),Identities = 700/710 (98%), Gaps = 4/710 (0%)

gblEF661517.1] Aspergillus parasiticus isolate NRRL 1988 calmodulin gene, partial cds
Length=736 Score = 1222 bits (1354), Identities = 700/710 (98%), Gaps = 4/710 (0%)

gblEF661516.1| Aspergillus parasiticus isolate NRRL 502 calmodulin gene, partial cds
Length=736 Score = 1222 bits (1354), Identities = 700/710 (98%), Gaps = 4/710 (0%)

gblEF661515.1| Aspergillus parasiticus isolate NRRL 424 calmodulin gene, partial cds
Length=736 Score = 1222 bits (1354), Identities = 700/710 (98%), Gaps = 4/710 (0%)

gblEF661519.1] Aspergillus parasiticus isolate NRRL 6433 calmodulin gene, partial cds
Length=736 Score = 1216 bits (1348), Identities = 699/710 (98%), Gaps = 4/710 (0%)

M3 Reverse
AATCACAAGTGCCACCGAACTTNGTGGTCAAAAGGAAAACGAGAGGGTTAGCAATTTGGG
GAGGCAAGGCCCGTAGGGCTCCAAGATTGTTTCCAAAACATACAGTGATCCGGCCATCACC
ATCCTGGTCCGCCTCGCGGATCATCTCGTCCACTTCGTCGTCGGTCAGCTTCTCGCCGATGGA
AGTCATGACGTGGGCGAAGCTCGGCGGCGGAAATGAACCCGTTGTTTATCGCGATCGAAGA
CCTTGAATGCCTCGCGGATCTCCTCCTCGGAATCGGTATCCTTCATCTTACGAGCCATCATTG
TAAGGAATTCTACCGCACGTCAGTAGCCGTCTCTCGTTTATACCAGTAGATTATGGTGAAGT
ACCGGGGAAGTCAATAGTGCCGTTGTTGTCGGCATCAACCTCGTTGATCATATCCTGCAATT
CGGACTCGGAGGGGTTCTGACCCAGCGAGCGCATGACTGTGCCAAGTTCCTTGGTGGTGATT
TGCCCTATTTGTAGGATTGCATGTTAGAATGTTTTCTTTTCTCTCGAGATTCCATCGCCGAGG
ACCCTGCTGTGGGCTCGACTAAGCTGTGTCGGGCGCGACCACACGTACCATCGCCATCCTTG
TCCTATTTCGCAACAAAACAAACCCCGGTCAGCATGTATTCGATGATCACATCTTCTAATGT
GTGTGTGGTGT
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EK 24: M5 izolatimn Kalomodulin Geni DNA Dizi Analizi Sonucu

Color key for alignment scores

<40 40-50 B0-200 »=200
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Accession | Description | Maxscore| Totalscore| Query coverage \_'lEuaIue | Max ident

EFae1149.1 Asperaillus tubingensis isolzte NRRL 365 calmodulin gene, partial cd 1256 1256 995 00 9%
EF661150.1 Asperqillus tubingensis isolzte NRRL 4851 calmodulin gene, partial ¢ 25 1251 998, 0.0 g%,
EF661151.1 Asperqillus tubingensis isolzte NRRL 4875 calmodulin gene, partial ¢ 2 12% 998, 0.0 g%,
A1954a76.1 Aspernillus tubingensis partial cdl gene for calmaduling exons 2-3, 5 A 1211 959, 00 99,
EF681152.1 Aspernillus tubingensis isolzte HRRL 4750 calmodulin gene, partial ¢ 16 1166 999, 00 97,
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gb|EF661149.1] Aspergillus tubingensis isolate NRRL 365 calmodulin gene, partial cds
Length=724 Score = 1256 bits (1392), Identities = 701/703 (99%), Gaps = 1/703 (0%)

gblEF661150.1] Aspergillus tubingensis isolate NRRL 4851 calmodulin gene, partial cds
Length=724 Score = 1251 bits (1386), Identities = 700/703 (99%), Gaps = 1/703 (0%)

gblEF661151.1] Aspergillus tubingensis isolate NRRL 4875 calmodulin gene, partial cds
Length=725 Score = 1236 bits (1370), Identities = 698/704 (99%), Gaps = 2/704 (0%)

emb|AJ964876.1| Aspergillus tubingensis partial cdl gene for calmodulin, exons 2-3, strain
ITEM 7040 Length=696 Score = 1211 bits (1342), Identities = 678/681 (99%), Gaps = 1/681
(0%)

gblEF661152.1] Aspergillus tubingensis isolate NRRL 4750 calmodulin gene, partial
cdsLength=723 Score= 1166 bits (1292), Identities = 682/703 (97%), Gaps = 2/703 (0%)

MS5 Reverse
AATCACAAGTGCCACCGAACTTNGTGGTCAAAAGGAAAACGAGAGGGTTAGCAATTTGGG
GAGGCAAGNGCCCGTAGGGCTCCAAGATTGTTTCCAAAACATACAGTNGATCCGGCCATC
ACCATCCTGGTCCGCCTCGCGGATCATCTCGTCCACTTCGTCGTCGGTCAGCTTCTCGCC
GATGGAAGTCATGACGTGGGCGAAGCTCGGCGGCGGAAATGAACCCGTTGTTTATCGCGA
TCGAAGACCTTGAATGCCTCGCGGATCTCCTCCTCGGAATCGGTATCCTTCATCTTACGA
GCCATCATTGTAAGGAATTCTACCGCACGTCAGTAGCCGTCTCTCGTTTATACCAGTAGA
TTATGGTGAAGTACCGGGGAAGTCAATAGTGCCGTTGTTGTCGGCATCAACCTCGTTGAT
CATATCCTGCAATTCGGACTCGGAGGGGTTCTGACCCAGCGAGCGCATGACTGTGCCAAG
TTCCTTGGTGGTGATTTGCCCTATTTGTAGGATTGCATGTTAGAATGTTTTCTTTTCTCT
CGAGATTCCATCGCCGAGGACCCTGCTGTGGGCTCGACTAAGCTGTGTCGGGCGCGACCA
CACGTACCATCGCCATCCTTGTCCTATTTCGCAACAAAACAAACCCCGGTCAGCATGTAT
TCGATGATCACATCTTCTAATGTGTGTGTGGTGT
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Accession | Description | Max score | Total score \ Query coverage |_'lE value | Max ident
EFegosed.l  Asperaillus ambiguus isolate NRRL 4737 calmadulin gene, partial cd 448 502 78% 2e-122 100%
EFe69565.1  Asperaillus microcysticus isolate NRAL 4749 calmodulin gene, partia 3 489 79% 8e-120 919,
EFfR700.1  Asperailus clavatoflavus isolate NRRL 5113 calmodulin cene, partia 435 £4% le-118 83%
EFongzazl  Penicilliom arisenlum isolate NRRL 2671 calmodulin qene, partial cd: 430 £4%, 4g-117 3%
EFtossdd 1 Penicillium toxicariom strain NRRL 35655 calmodulin gene, partial e 430 £4% de-117 83%
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gbl[EF669564.1| Aspergillus ambiguus isolate NRRL 4737 calmodulin gene, partial cds
Length=728 Score = 448 bits (496), Expect = 2e-122 Identities = 385/470 (81%), Gaps =
12/470 (2%)

gblEF669565.1| Aspergillus microcysticus isolate NRRL 4749 calmodulin gene, partial cds
Length=725 Score = 439 bits (486), Expect = 8e-120 Identities = 383/473 (80%), Gaps =
20/473 (4%)

gb|EF669700.1] Aspergillus clavatoflavus isolate NRRL 5113 calmodulin gene, partial cds
Length=780 Score = 435 bits (482), Expect = 1e-118 Identities = 346/412 (83%), Gaps = 8/412
(1%)

gb|EF506232.1| Penicillium griseolum isolate NRRL 2671 calmodulin gene, partial cds
Length=717 Score = 430 bits (476), Expect = 4e-117 Identities = 348/419 (83%), Gaps =
14/419 (3%)

gblEF198644.1| Penicillium toxicarium strain NRRL 35655 calmodulin gene, partial cds
Length=680 Score = 430 bits (476), Expect = 4e-117 Identities = 343/410 (83%), Gaps = 7/410
(1%)

MS8 Forward
TCTCCCCTGTTCCAGCTGCAGCGCGAACTCACATGATCCCAAACAGGACAAGGATGGCGATG
GTTAGTGCGAGCTCTCTTGGCCACTCTCCCGGTCGGTACCCACAGTGCTGATACGCTCGATAT
CCAGGCCAAATCACGACCAAGGAGCTGGGGACGGTCATGCGCTCTTTAGGCCAAAACCCGT
CCGAGTCCGAGCTGCAGGACATGATTAACGAGGTTGATGCGGACAACAATGGCACCATCGA
TTTCCCCGGTACGATGCGAACCTTTTCCTGTGGGTGGACTCCATTCCCGGACGGATGTTGACG
TATTGCAGAATTCCTTACCATGATGGCCCGCAAGATGAAGGATACCGATTCGGAGGAGGAG
ATCCGGGAGGCATTCAAGGTCTTCGACCGCGATAATAACGGCTTCATCTCCGCCGCTGAGCT
GCGCCACGTCATGACTTCCATCGGGGAGAAGCTCACCGACGATGAAGTGGACGAGATGATC
CGTGAAGCCGATCAGGACGGCGATGGCCGGATTGACTGTACGTTGTCCCTCGTCTGTTTGTC
GCAGTGCCTCCGAATAGTGACCGTGTGCAAGACAACGAGTGTGTCCGCCTCATGTGTCAAAA
AATTTTTTCCCACGGGCGG

x1



