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OZET

AMILAZ ENZiMi URETEN YERLI FUNGUS iZOLATLARINI DNA
BARKODLAMASI

PARIM EROGLU, MERVE
Yiiksek Lisans Tezi
Terimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog.Dr. Arzu UNAL
Temmuz 2023, 27 Sayfa

Hem Biyoteknolojik potansiyelleri hem de termostabilite ¢alismalarinda
kullanilmak {izere iyi bir model olmalar1 nedeniyle hipertermofilik, termofilik ve
mezofilik funguslardaa amilolitik enzimlerin karakterize edilmesine verilen 6nem giin
gectikge artmaktadir. Ulkemizde giderek gelismekte olan gida endiistrisi de amilaz
enzimine olan ilginin artmasina neden olmaktadir.

Fungus tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik yontemler yeterli degildir. Bu
nedenle hizli ve dogru tanimlamada DNA verilerine dayal1 yeni tekniklerin kullanilmasi
on plana ¢ikmaktadir. Bu kapsamda calismamizda yerli Aspergillus niger fungus
izolatimizin  pleomorfik dogasi nedeniyle DNA barkodlamasinin  yapilmasi
amaglanmistir

Bu galismada Afyon, Eskisehir, Usak ve Ankara illerine ait termal alanlarindaki
toprak ve su Orneklerinden elde edilen yerli fungus izolatlarimizdan en yiiksek amilaz
enzim aktivitesi gosteren Aspergillus niger tiirlinin DNA barkodlamasi yapilmistir.
Bakanlik destekli proje kapsaminda Tiirkiye’deki Ege Bélgesi ve I¢ Anadolu Bolgesi
orijinli termal alanlardan elde ettigimiz yerli ve milli alfa-amilaz enzim aktivitesi 38.6
U\mg olan Aspergillus niger G 2-1 (Unal vd., 2022) fungus izolatimizin patent
siirecinde DNA Barkodlamasina ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle bu ¢alisma planlanmis
olup ilk kez gergeklestirilmistir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar
dogrultusunda mikrobiyal gen bankalarina fungus genetik materyali olusturulmasi, elde
edilen yerli fungal enzimin gida endiistrisinde uygulamaya ve ekonomiye aktarilmasina
yonelik Ar-Ge ¢aligmalarinin yapilmasi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, Amilaz, Yerli fungus izolati, DNA Barkodlama



ABSTRACT

DNA BARCODING OF THE NATIVE FUNGI ISOLATES PRODUCING
AMYLASE ENZYME

PARIM EROGLU, Merve
Master's Thesis
Department of Thermal Biotechnology
Thesis Advisor: Assoc. Dr. Arzu UNAL
July 2023, 27 Pages

The importance given to the characterization of amylolytic enzymes in
hyperthermophilic, thermophilic and mesophilic fungi is increasing day by day due to
their biotechnological potential and being a good model to be used in thermostability
studies. The food industry, which is gradually developing in our country, also causes an
increase in the interest in the amylase enzyme.

Morphological methods are not sufficient for the identification of fungal species.
For this reason, the use of new techniques based on DNA data for rapid and accurate
identification comes to the fore. In this context, in our study, it was aimed to perform
DNA barcoding due to the pleomorphic nature of our native Aspergillus niger fungus
isolate.

In this study, DNA barcoding of Aspergillus niger species, which has the highest
amylase enzyme activity, was performed from our native fungus isolates obtained from
soil and water samples in the thermal areas of Afyon, Eskisehir, Usak and Ankara. DNA
in the patent process of our Aspergillus niger G 2-1 (Unal vd., 2022) fungus isolate with
a local and national alpha-amylase enzyme activity of 38.6 U\mg, which we obtained
from the thermal areas originating in the Aegean Region and Central Anatolia Region in
Turkey within the scope of the Ministry-supported project. Due to the need for
barcoding, this study was planned and carried out for the first time.
In line with the results obtained from this thesis, it is planned to carry out R&D studies
for the creation of fungal genetic material for microbial gene banks and the transfer of
the obtained local fungal enzyme to the application in the food industry and economy.

Keywords: Aspergillus niger, Amylase, Native fungi isolate, DNA Barcoding



ONSOZ ve TESEKKUR

Molekiiler Biyoloji’'nin sagladigi  Genetik arastirmalari, Biyoteknolojik
yontemler ve araglar ile genetik kaynaklarin ve yerel {irlinlerin orijinalligini kanitlamak
ve onaylamak, tiiketicilerin tercihi ve iireticilerin {riinlerini ispatlamasi ag¢isindan
olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada Afyon Gazligdl iline ait (Aspergillus niger)
yerli fungus izolatinin DNA barkodlamasi gerceklestirilmistir. DNA barkodlama ile
Aspergillus niger izolatinin ITS barkod bolgesine ait DNA dizileri ortaya ¢ikarilarak bu
izolata ait Ozgiin DNA barkodlar1 elde edilmistir. Bu sayede istenildigi takdirde
Aspergillus niger’in genetik analizleri yapilabilerek triin orijinalligi konusunda hem
tiketici  bilgilendirilmis olabilecek hem de iretici {rliniiniin  orijinalligini
ispatlayabilecektir. Ayrica bu tez c¢alismasindan elde edilen veriler Endiistriyel

Biyoteknoloji bilim diinyasina ve literatiire katki saglanmistir.

Bu tez c¢alismasinin planlanmasinda, gerceklestirilmesinde, tez yaziminda ve
hazirlanmasinda yardimlarini ve destegini higbir zaman esirgemeyen, tez c¢alismam
boyunca her tiirlii yol gosterici olan, olumlu tavirlariyla beni cesaretlendiren ve bugiine
gelmemi saglayan degerli danisman hocam Saym Dog. Dr. Arzu UNAL’a ve
laboratuvar c¢aligmalarinda ve tez yazim siirecinde bilgi birikimleriyle her tiirlii destegi
saglayan Saym Dr. Ogr. Uyesi Kaan HURKAN’a, Dr. Ogr. Uyesi Tuba Geng
KESIMCI’e ve Ogr. Gor. M. Zahid OZOGLU’na en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Egitim hayatim boyunca maddi manevi tiim desteklerini gdsteren, hep yanimda
olan sevgili annem Yiiksel EROGLU, babam Suat EROGLU ve tiim aileme, hayat
ortagim ve bu siirecteki en biiyiik destek¢im canim esim Mehdi Can PARIM’e sonsuz

tesekkiir ederim.

Yiiksek Lisans Tezim Igdir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan ZiF0622Y29 No’lu proje ile desteklenmistir. Bu
desteklerinden dolayr Igdir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)

Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir etmeyi bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Enzim hakkindaki bilgiler eskilere dayanmakla birlikte enzimlerin laboratuvar
Olcegindeki iiretiminden endiistriyel Olgekteki liretimine gegisin saglanmasi oldukca

bliylik 6nem arz etmektedir.

Bu zamanlarda hem biyoteknolojik firsatlar1 hem de termostabilite ¢alismalarini
kesfetmek i¢in uygun bir model olmalar1 nedeniyle mezofilik, termofilik ve
hipertermofilik mikroorganizmalarda amilolitik enzimlerin karakterize edilmesine

verilen dnem giin gectikce artmaktadir.

Endiistriyel acidan 6nemli olan bazi siiregler Biyoteknoloji teknikleri ve
enzimlerin de yardimiyla daha hizli ve kolay bir bicimde gergeklestirilebilmektedir.
Boylelikle enzimlerin endiistri sektdriinde kullanilmasi 6nem kazanmistir. Endiistride

enzimlerden yararlanilmasi ekonomik agidanda bir¢ok yarar saglamaktadir.

Diinya capindaki endiistriyel enzim pazari degeri 1,4 milyar dolar olarak tahmin
edilmektedir ve yillik olarak %10'un lizerinde bir biiylime oramn ile birlikte %4 ila %5
arasinda satis artiglar1 gostermektedir. Endiistriyel enzimlerin kullanim alanlar1 arasinda
gida endiistrisi de bulunmakta ve gida endiistrisi endiistriyel enzim iiretiminin %75'ini
olusturmaktadir, bu da endiistride en yaygin kullanim alaninin gida endiistrisi oldugunu

gostermektedir (Cowan, 1996).

Cesitli enzimler, gida endistrisinde mikrobiyal kaynaklardan elde edilmekte ve
kullanilmaktadir. Bunun nedeni, bu enzimlerin diger bitkisel veya hayvansal enzimlere
kiyasla daha yiliksek katalitik aktiviteye sahip olmalari, stabil olmalari, kolayca
iretilebilmeleri, yan {liriin olusumu riskinin diisiik olmas1 ve maliyet agisindan avantajh

olmalaridir.

Amilaz enzimine olan ilgi, lilkemizdeki gida endiistrisinin hizla geligsmesiyle
birlikte artmistir. 2015 yili itibariyle iilkemizde yillik ortalama 9.700 ton enzim yurt
disindan ithal edilmektedir. Hesaplamalar yillik 263 milyon TL’ye karsilik geldigini

gostermektedir. Bu oran diinya enzim pazariin %25-33{inii temsil etmektedir.

Ekmek tiretiminde alfa amilaz enzimi hamurun gaz tutma kapasitesini ve ekmek

hacmini artirir, ekmegin raf omriinii uzatir, ekmegin i¢ rengi beyaz ve yapisina



homojenlik saglar, ince kabuk ve kabuga istege gore renk ayarlar, ekmegin daha uzun
stire saklanmast ve ufalanmasin1 Onler, ekmek i¢inin gozenekli yapismin kaliteli

olmasin1 saglar (Unal vd., 2020).

DNA barkodlama son yillarda gittik¢e dnem kazanmistir. Funguslarin molekiiler
diizeyde tanimlanmasinda da kullanilmasi tiirler arasindaki farkliliklart goz Oniine
sermistir. DNA barkodlamada kullanilan standart bir gen bolgesi alinarak hizli ve dogru

bir sekilde tanimlanir.

Calismamizda funguslarin tanimlanmasinda hizli ve dogru bir sekilde elde edilen
DNA verileri kullanilarak yerli Aspergillus niger fungus izolatimizin DNA
barkodlamas1 ilk defa yapilmistir. Afyon, Eskisehir, Usak ve Ankara illeri ve
cevrelerinin termal alanlarindaki toprak ve su orneklerinden elde edilen yerli fungus
izolatlarindan en yiikksek amilaz aktivitesi gosteren Aspergillus niger’in DNA
Barkodlamas1 gergeklestirilmistir. DNA barkodlama ile amilaz enzimi iireten yerli
fungus izolatlarin1 ITS barkod bolgesine ait DNA dizileri ortaya c¢ikarilmis ve
Aspergillus niger’e 6zgii DNA barkodlar1 elde edilmistir. Boylece istenildigi takdirde
amilaz enzimi ireten Aspergillus niger fungusunun genetik analizleri yapilarak {iriiniin
endiistri pazarinda hem tiiketici bilgilendirilmis olacak hem de iiretici {iriiniiniin

orijinalligini ispatlayabilecektir.

Calismamiz kapsaminda enzim {iretiminde disa bagimliligi azaltarak i¢
tiretimimizde enzim pazarina katki saglamak, enzim teknolojisinin gelisimine yardime1
olmak, alfa-amilaz enziminin yurt iginde iiretimiyle gida endiistrisinde uygulanmasina
onciliik etmek, mikrobiyal gen bankalarina materyal teminini saglamak, literatiire ve

biyoekonomiye katki saglamak amaglarimiz arasinda yer almistir.

Yerel orneklerin benzersizliginin dogrulanmasi ve onaylanmasi, tiiketicilerin
tercihlerini belirlemede ve ureticilerin triinleri hakkinda kanitlar sunarak etkilerini

ortaya koymada biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

Calismamizda {ilkemiz yerel izolat Orneklerinin DNA barkodlar1 ortaya
cikarilmis ve yerel degerlerimizin genetik olarak da koruma altina alinabilmesi i¢in

gereken metodoloji ortaya ¢ikarilarak sonraki ¢caligmalara onciiliik etmesi saglanmastir.

Calismamizda patent siirecinde de 6nem arz eden DNA Barkodlamanin

Biyoteknolojik avantajlarinin ortaya konmasi amaglanmistir. Bu sayede ekstrem
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kosullardan izole edilen izolatlar arasindan ekmek yapiminda 6nemi olan alfa-amilaz
enzimi agisindan yiikksek enzim aktivitesi gosteren fungal izolatin molekiiler diizeyde
tespiti, mikrobiyal gen bankalarina materyal olusturulmasi, DNA Barkodlamasi
gergeklestirilen fungusdan elde edilen alfa-amilaz enziminin gida endiistrisinde

uygulamaya ve ekonomiye aktarilmasina yonelik Ar-Ge ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Endiistriyel uygulamalarda olduk¢a 6nemli olan bir¢ok islem, biyoteknolojik ve
enzimatik yontemlerle daha verimli bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Bu siirecler
sayesinde, geleneksel yontemlere gore daha az enerji harcanarak daha yiiksek kaliteli
iriinler elde edilebilmektedir. Ayrica, biyoteknolojik ve enzimatik siireclerin gevre

dostu olmasi da endiistriyel agidan biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Enzimlerin endiistride kullanimi, enerji gereksinimleri yiiksek olan yontemlere
kiyasla daha ekonomik bir segenek sunar. Ozellikle yiiksek sicaklik ve basing gibi zorlu
kosullar altinda gerceklestirilebilen geleneksel islemler yerine, enzimatik siiregler daha
diisiik enerji tiiketimiyle ayni1 veya daha iyi sonuglar verir. Bunun yani sira, enzimlerin
seciciligi sayesinde istenmeyen yan iirlinlerin olusumu da azalir. Bu sekilde, endiistriyel

tiretimde daha verimli, ¢cevre dostu ve ekonomik bir yol sunulmus olur (Cetin, 1983).

Gida sanayisinde mikrobiyolojik kaynakli bir¢ok enzimden yararlanilmaktadir
ve bunlar arasinda amilazlar 6nemli bir yer tutar. Amilazlar, ekmek tiretimi gibi pek ¢ok
farkl1 gida endiistrisi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinya genelinde ticari
enzim pazarinin yaklasik %25-33"linii temsil eden amilazlar, gida endiistrisi i¢in 6nemli

bir etkiye sahiptir ve sektdrde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Nguyen 2002).

Fungal alfa amilaz kullanimi, islemlerin yiiksek sicakliklarda gerceklestirildigi
durumlarda bakteriyel ve viral kontaminasyon riskini azaltmak i¢in etkili bir yol olarak
goriilmektedir. Bu enzimler, yliksek sicakliklarda bile stabil kalabilen sicakliga
dayanikli o6zelliklere sahiptir. Dolayisiyla, gida endiistrisi iglemlerinde fungal alfa
amilaz kullanimi, triinlerin hijyenik kosullarda tiretilmesine yardimci olur ve tiriinlerin
kalitesini arttirir. Ayn1 zamanda, bakteriyel ve viral kontaminasyon riskini minimize

ederek tiretim siirecinin giivenligini saglar (Fujiwara, 2002).

Enzimlerin tiretimindeki gelismeler, son yillarda biiylik bir 6nem kazanmuigtir.
Bu gelismeler sayesinde, endiistriyel olarak 6nemli enzimler daha saf, ucuz ve bol
miktarda iiretilebilmektedir. Enzim biyoteknolojisi, bu siirecin 6nemli bir parcgasidir ve
yeni teknolojiler sayesinde enzimlerin {iretimi daha verimli hale getirilmistir.
Enzimlerin tarihsel siirecine bakildiginda, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal

kaynaklardan elde edildigi goriiliir. Ancak endiistriyel ihtiyaclar1 karsilamak igin,
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ozellikle bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler yeterli olmamistir. Bu nedenle,
endistriyel uygulamalar i¢in giderek daha fazla mikrobiyal kaynakli enzim
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar, genetik yapilar1 ve biyokimyasal c¢esitlilikleri
nedeniyle enzim iiretimi i¢in miikemmel bir kaynak olarak goriilmektedir. Ayrica
mikroorganizmalar, genetik manipiilasyonlarla istenen oOzelliklerde enzimlerin

uretilmesine de olanak tanimaktadir.

Bu o6zellikleri sayesinde, mikrobiyal enzimler endiistriyel uygulamalarda 6nemli
bir role sahiptir. Mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, yiiksek katalitik
aktiviteleri, yan {iriin olusturmayan o6zellikleri ve diisilk maliyetli iiretimleri nedeniyle
bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore ¢ok daha avantajhdir.
Mikroorganizmalarin kontrol altinda yetistirilmesi sayesinde, istenilen enzimler biiyiik
miktarlarda ve diisiik maliyetlerle {iretilebilir. Ayrica, mikrobiyal enzimlerin stabilitesi
ve performansi da genellikle daha yiiksektir, bu da endiistriyel uygulamalarda daha iyi

sonuglar alinmasini saglar (Yaras, 2011).

Biyokimya tarihinde yapilan arastirmalarin biiyiik bir kismi, enzimler {izerine
odaklanmistir. Enzimlerin ozellikleri ve islevleri hakkindaki bilgilerimiz, modern
biyoteknolojik araclarin kullanimiyla birlikte, birgok iiretim silirecinin gelistirilmesine
onemli katki saglamistir. Bu teknolojinin amaglar1 arasinda, daha az enerji, su ve
hammadde kullanimi ile daha az atik ve gevresel kirlilik yer almaktadir. Endiistriyel
enzimlerin kullanim alanlarinin giderek genislemesi, ekonomik degerinin yliksek olmasi
ve enzim teknolojilerindeki gelismeler, bu alanda yapilan aragtirmalarin daha da 6nemli
hale gelmesine neden olmustur. Endiistriyel enzimlerin kullanimi, bir¢ok endiistriyel
slireci daha verimli, daha gevre dostu ve maliyet etkin hale getirmektedir (Keskin,
2015).

Endiistriyel sektorlerde kullanilan amilaz enzimi, hayvansal, bitkisel ve
mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilse de ¢cogunlukla mikroorganizmalardan iiretilir.
Mikroorganizmalardan elde edilen amilazlar, ucuz ve bol miktarda iiretilebildikleri,
istenmeyen yan iiriin olusturmadiklar1 ve yiiksek katalitik aktiviteye sahip olduklar i¢in
endiistriyel uygulamalarda tercih edilen bir secenektir. Amilaz enzimleri, toplam enzim

pazarinin  %25'ini  olusturmaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal kaynakli amilaz



enzimlerinin aragtirmasi ve gelistirilmesi, endiistriyel uygulamalar acisindan son derece

onemlidir (Yaras, 2011).

Amilaz iireten funguslarin en yaygin tiirleri arasinda ozellikle Aspergillus yer
almaktadir. Son yillarda, mayalarin amilolitik aktiviteleri lizerindeki ilgi artmistir ve bu

grup iizerine de bir¢ok ¢aligmalar yapilmistir (Batur ve Aygan, 2015).

Aspergillus tiirleri, diinya genelinde yaygin olarak bulunan hifli mantarlar
arasindadir. Bu mantarlar, toprakta ciirliyen bitki materyalleri gibi dogal ortamlarda
yasarlar ve irettikleri enzimler sayesinde organik maddeleri ayristirarak besinlerini
saglarlar. Aspergillus tiirleri genellikle saprofit olarak yasarlar ancak uygun kosullarda
bitki, hayvan ve insanlarda patojen hale gegebilirler. Bu mantarlarin iireme hiz1 oldukc¢a
yiiksektir ve zincirler halinde c¢ok sayida konidiyum {iretebilirler. Konidyumlar
genellikle 2-5 u c¢apinda ve hava ile tasinabilen bir hiicrelidir. Duvarlar1 diiz veya
puriizlii, dikenli; seffaf veya pigmentli olabilirler. Aspergillus tiirleri, bu o6zellikleri

sayesinde biyolojik, endiistriyel ve tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir (Ugar, 2011).

Cizelge 2.1. Aspergillus niger’in filogenetik taksonomisi

Alem Fungi

Filum Ascomycota
Alt filum Pezizomycotina
Simf Euwrotiomycetes
Takim Eurotiales
Familya Trichocomacea
Cins Aspergillus

Tir niger




Komdospor

Konidium @

Cimnlenen
konidinmn

stenigmata

emkil
Hif olusumu
komdiofor

ayak hiicres

9 Dallamas cok
cekirdekh
maselyum g

Sekil 2.1. Aspergillus genusuna ait tiirlerin eseysiz lireme evlerinin genel sematik

gosterimi (A) ve bu yapilarin sematik goriiniimii (B)

Aspergillus tiirleri, 151k mikroskobu altinda incelendiginde, iplik seklinde yapilar
olustururlar. Bu yapilar kii¢iik iplik¢iklerden olusur ve her birine "hif" ad1 verilir. Hifler
bir araya gelerek "misel" adi verilen bir ag olustururlar. Misel, bir tiiriin bulundugu
alanda bulunan tiim hiflerin birlesiminden olusur. Hiicreler, birbirlerinden "septum" adi
verilen bolme duvarlar ile ayrilirlar. Bu bdlme duvarlari, hiicrelerin i¢indeki yapilarin
ve molekiillerin birbiriyle karigsmasini onleyerek, ayr1 islevlere sahip hiicrelerin
olusumunu saglar (Sekil 2.1.). Fungal spor, mantar biiylimesinin ilk adimi olarak kabul
edilir. Bu sporlar, uygun cevre kosullar1 saglandiginda ¢imlenirler ve bir hiicreden
baslayarak ipliksi yapida hifler meydana getirirler. Hifler belirli bir biiyiiklige
ulastiktan sonra genellikle dallanir. Miselyum adi verilen bu dalli aglar, kat1 ortamlarda
olgunluga ulastiklarinda konidioforlar iiretmeye baslarlar. Konidioforlar, miselyumun
tizerinde meydana gelen ve konidiosporlari iceren yapilar olarak tanimlanir. Bu sayede
mantarlar, sporlarin olusumu ile baslayan iireme siklusunu tamamlamig olurlar (Sekil
2.1.). Hiicre biiyiimesi ve sekli, ¢evresel faktorlere bagli olarak degismektedir. Bu
faktorler arasinda ortam bilesenleri ve ortam pH's1 gibi ¢esitli etmenler yer almaktadir.
Hiicrelerin biiyiime hiz1 ve sekilleri bu ¢evresel faktorlere gore farklilik gostermektedir

(Deveci, 2008).

Cok sayida arastirma yapilmis olmasma ragmen, amilaz enzimi {retim
teknolojisi patent altinda oldugu icin detayli bir sekilde aciklanamamaktadir.

Ulkemizdeki gida endiistrisinin gelismesi, amilaz enzimine olan ilgiyi arttrrmistir ancak
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bu enzim hakkindaki bilgiler yeterli degildir. Amilaz enzimleri, dnemli enzimler

arasinda yer almasina ragmen heniiz tam olarak anlagilamamuistir (Yaras, 2011).

Iyi hacimli ekmek eldesi, yeterli alfa-amilaz aktivitesine ve optimum gaz tutma
kapasitesine (gluten kalitesine) baglidir. Bu nedenle ekmek yapiminda kullanilacak
unun alfa-amilaz enzim aktivitesi yetersiz ise disaridan ilave edilmesi gereklidir. Alfa-
amilaz enzimi, hamurun viskozitesini azaltarak isleme kolayligi saglar ve bunun
sonunda eskisinden daha yumusak ve hacim olarak yiiksek ekmek elde edilmis olur. Bu
enzimin etkisiyle hamurun yapisal 6zellikleri degistiginden, ekmek {iretimi siirecinde
onemli bir rol oynar. Enzim teknolojisi, son yillarda hizla geliserek kullanim alanlariin
cesitliligini arttirmis ve ekonomik degeri de yiiksek bir sektdr haline gelmistir. Bu
nedenle, enzimlerle ilgili arasgtirmalarin dnemi giderek artmaktadir. Ozellikle bazi

iilkeler disinda diger iilkelerin enzim kaynaklarina tamamen bagimli olmasi, bu

konunun daha da biiyiik bir 5nem kazanmasina neden olmaktadir (Unal vd., 2022).

Mantar (Fungus) DNA barkodlama arastirmasi ilk olarak 2003 yilinda
Kanada'daki Guelph Universitesi'ndeki arastirmacilar tarafindan yapilmistir. Barcode of
Life (CBOL) Konsorsiyumu tarafindan 2004 yilinda 6nemli ilerleme kaydedilmistir.
Daha sonra DNA Barkod Referans Kiitiiphanesinde daha gilivenilir tanimlama araglari

toplanmistir (Danesh Rezaee ve Demir, 2020).

DNA barkodlama, canl tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan bir yontemdir ve
belirli bir gen veya genlerden alinan kisa DNA boéliimleri kullanilir. Molekiiler
markdrler araciligiyla yapilan bu islem, 1980'lerden gilinlimiize kadar hizla
yaygmlasmistir. Ornegin, 1986 yilinda GenBank veritabaninda mevcut olan 606 adet
DNA barkod dizisi, 2018 yili itibariyle yaklagik 210 milyon seviyesine yiikselmistir,
yani 340 bin kat artmigtir (NCBI, 2019).

Molekiiler Biyolojideki son gelismeler ve DNA tabanli molekiiler yontemlerin
gelismesiyle birlikte, bilim adamlar1 mantarlar1 hizli ve dogru bir sekilde tanimlamak

igin bu yontemleri kullandilar (Danesh vd., 2020).

Bugiin itibariyle, ortalama 1.5 milyona ulagan mantar ¢esidi bulundugu
diisiiniilmektedir, ancak bunlarin sadece %10'undan azi mevcut bilgilerimiz dahilinde

tanimlanmistir. Ozelllikle son dénemde gelisen molekiiler biyoloji teknolojisi, funguslar



gibi ¢esitli canli organizma gruplarinda yeni tiirlerin kesfedilmesini ve tanimlanmasini

kolaylagtirmaktadir.

DNA Barkodlama; genomun kisa parcalarindan elde edilen DNA niikleotit
dizilerinin ortaya ¢ikarilmasidir. Onceleri morfolojik veya anatomik ozelliklerin tiirleri
ve genotipleri tanimlama konusunda yetersiz oldugu durumlarda ihtiya¢ duyulan DNA
barkodlama, giiniimiizde sistematik tanimlamalarda, filogenetik analizlerde, canlilarin
beslenme sekillerini ortaya c¢ikarmada, herbaryum veya fosil gibi tarihsel orneklerin
tanimlanmasinda, kriminal Orneklerin teshislerinde, gida iiriinlerinin igeriginin
belirlenmesinde, gida iirlinlerindeki orijinalligin ve sahteciligin belirlenmesi gibi
canlilarin oldugu tiim alanlarda genis kullanima sahip Biyoteknolojik bir yontemdir. Bu
sadece bir siniflandirma sistemi degil, aym1 zamanda tiim organizmalarin tim
boliimlerindeki tiirleri molekiiler diizeyde tanimlamanin olduk¢a verimli ve dogru bir
yoludur. Genel olarak DNA barkodlamas1 taksonomi, molekiiler filogeni ve popiilasyon

genetiginin tamamlayicisidir (Demir vd., 2020).

Morfolojik yOntemlerin yetersiz kaldigit durumlarda, fungus tiirlerinin
tanimlanmasinda DNA verilerine dayali teknikler daha etkili olabilmektedir. Bunun i¢in
kullanilan yeni tekniklerden biri de DNA barkodlamadir. Bu teknik, fungus ve benzeri
mikroorganizmalar1 hizli ve dogru bir sekilde tespit etmek i¢in kullanilir. ITS-rDNA
bolgesi, ribozomal RNA genindeki uygun bir barkod dizisi olarak kabul edilir. Bu
bolgenin sekans verileri, farkli mikologlar tarafindan bir¢ok fungusta standart bir

barkod olarak kullanilmasini saglamistir (Danesh Rezaee ve Demir, 2020).

DNA barkodlamanin kullanimi son 15-20 yilda ekolojik arastirmalarin 6nemli
bir parcas1 haline geldi ve biyolojik ¢esitlilige ve farkli mantar gruplar1 arasindaki
farkliliklara yeni bir yaklagim getirdi (Hebert vd., 2003; Frézal ve Leblois, 2008). DNA
barkodlama, tiirler arasindaki farkliliklar1 tanimlamanin bir yolu olarak kisa, standart bir
gen bolgesini kullanarak tiirleri hizli, dogru ve otomatik olarak tanimlamanin bir
yoludur. Ekolojik ¢alismalarda ve tiir i¢i ¢esitlilikte tiirleri dogru bir sekilde tanimlamak
icin bir ara¢ olarak kullanilan giivenilirdir ve yiiksek uzmanlik gerektirmez (Hebert vd.,
2003; Frézal ve Leblois, 2008; Das ve Deb, 2015; Gosavi, 2016; Xu 2016; Yahr vd.,
2016; Chaudhary ve Dahal, 2017). COX1 geni ilk olarak mantarlar i¢in bir mantar
barkod gostergesi olarak kullanilmistir (Taylor vd., 2000; Hebert vd., 2003). Ancak



bugiin, Uluslararas1 Mikoloji Dernegi, COX1 replikasyonu, farkli uzunluklarda c¢ok
sayida hareketli intron varligi, bu genin birden fazla kopyasinin varligr ve tamamen
netlik eksikligi gibi ¢esitli problemler nedeniyle ITS-rDNA'nin yerini bir referansla
degistirmistir. COX1'in metazoa grubunda (Crous vd., 2009; Schoch vd.,2012; Das ve
Deb, 2015). Ribozomal RNA operonu, canli organizmalarin genomunda ¢oklu
kopyalarla ¢ift kopya seklinde var olan ¢esitli pargalari igerir. Bu alan kii¢iik alt birim,
bliyiik alt birim, IGS, ITS ve 5S bdélgelerini igerir.

Ribozomal RNA operonunun yapisi, ardindan ITS1 ve ITS2 dizilerini iceren
ITS bolgesi olan kiiciik alt birim (SSU) tarafindan takip edilir ve bu iki boliim arasinda
5.8S genini gozlemleyebiliriz. ITS bolgesinden sonra biiyiikk alt birim (LSU) ve
genellikle IGS1 ve IGS2 olmak iizere iki boliimden olusan IGS bdlgesi gelir. Bu iki
boliim arasindaki mesafede, bazi gruplarda 5S bolgesi yer almaktadir. VOG / ITS4, ITS1
/ ITS4, ITS5 / ITS4 ve ITS1 / ITS4 dahil olmak {izere farklt mantar gruplarinda bu alani
cogaltmak i¢in ¢ok sayida primer tasarlanmistir (Crous vd., 2009; Schoch vd., 2012).
Genom i¢inde ¢ok sayida kopya bulunan ITS bolgesi, farkli mantar gruplart ve diger
canli organizmalar arasinda iyi ¢esitlilik, primerlerin tasarimi i¢in korunmus sekanslar
ve farkli evrimsel hizlara sahip ¢esitli genler, barkodlama ¢aligmalarinin referans temeli
olarak kabul edilir. Su anda Uluslararasi Niikleotid Dizi Veritabaninda (GenBank) ve
diger veri tabanlarinda mantarlar i¢in 100.000'den fazla ITS dizisi bulunmaktadir ve
genel olarak ITS'nin mantar tiirlerinin tanimlanmasinda tamamlayic1 bir ek olarak
kullanilmasit yaygin bir yontemdir (Crous vd., 2009; Schoch vd., 2012; Das and Deb,
2015; Mahmoud and Zaher, 2015; Gosavi, 2016; Xu, 2016; Badotti vd., 2017)

Funguslarin pleomorfik dogasi, tiirlerinin tanimlanmasini zorlastirir ve bu
nedenle DNA barkodlamasi gibi molekiiler tekniklerin kullanimi oldukg¢a 6nemlidir. Bir
cok canli organizmanin yiiz binden fazla referans barkod dizisinin olusmasi DNA
barkodlama projeleri sayesinde olmustur. Bu veriler, tiirlerin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasina olanak saglar. Ancak, gelecekteki ¢aligmalar, tanimlama siirecini daha
da hizlandirmak i¢in DNA barkodunun ydnetimi ve otomasyonu {izerine odaklanacaktir

(Danesh Rezaee ve Demir, 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Fungus izolatlarinin Uretimi, Cogaltinn ve Muhafazasi
Aspergillus niger G 2-1 izolatimin stok Kkiiltiirlerini zenginlestirmek ve
stirekliligini saglamak amaciyla; fungus liretimi i¢in uygun olan Potato Dextrose Agar

(PDA) kat1 besiyeri ortam1 kullanilmistir.

Calismalarimizda oncelikle Potato Dextrose Agar’in kullanimi tercih edilmistir.
Potato Dextrose Agar (PDA) in vitro (canli hiicre disinda, laboratuvar ortaminda)
yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde maya ve kiifler icin selektif kati besiyeri
olarak kullanilmistir. Bilesimdeki karbohidrat ve patates inflizyon maya ve kif
gelisimini desteklerken, diisiik pH, bakteri gelisimini baskilamistir.  Kiifler bu

besiyerinde tipik morfolojilerini gostererek gelismistir.

25°C°de 7-10 giinliik inkiibasyondan sonra elde edilen fungus kiiltiirlerimiz her 3
haftada bir ekim yapilarak yatik Potato Dextrose Agar besiyerlerine transfer edilmistir.
Stok fungus Kkiiltiirleri g¢aligmalarda kullanilmak iizere +4 %C’de buzdolabinda

saklanmustir.

3.2. DNA Barkodlama
3.2.1. DNA izolasyonu

Ornegimiz oda sicakliginda (15-25°C) dengelenmistir. Su banyosunu 1sitilmistir.
DNA izolasyonu yapilacak olan 6rnegin iizerine 20 pl proteinaz K ekleyerek vorteksle
karistirtlmistir ve doku temizlenene kadar 56°C'de inkiibe edilmistir. Numuneyi
dagitmak icin inkiibasyon sirasinda ara sira vortekslenmistir. Numuneye 200 pl Liziz
tamponu (ATL) ekledikten sonra, 15 sn darbeli vorteksle karistirilmistir ve su
banyosunda 70°C'de 10 dakika bekletilmistir. Cikardiktan sonra mikrosantrifiij tiiptinii
kisaca santrifiijlenmistir. Numuneye 200 ul etanol (%96-100) ekledikten sonra vorteks
ile karistirllmistir. 15 saniye Karistirdiktan sonra, 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiiptinii
santrifiijlenilmistir. Karisim ticari kit kolonuna eklenmistir. Kapagi kapatilmistir ve
6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlenilmistir. Kolonun alt kismini yenisi ile
degistirilmistir. Kitimizin kolonunu dikkatlice agilmis ve 500 ul Birinci yikama
tamponu (AW1) eklenmistir. Kapagi kapatilmis ve 6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika

santrifiijlenmistir. Kitimizin kolonunu dikkatlice tekrar agtiktan sonra 500 ul ikinci
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yikama tamponu (AW2) eklenmistir. Kapagi kapatilmis ve tam hizda santrifiij edin
(20.000 x g; 14.000 rpm) 3 dk. Kitimizin kolonunu yeni bir 2 ml'lik ependorf tiipiine
yerlestirilmistir siiziintiiyle birlikte eski toplama tiiptinii atilmistir. Kitimizin kolonunu
temiz bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirilmis ve siiziintiiyli iceren toplama
tipl atilmistir. Kitimizin kolonuna 200 pl Elisyon tamponu (AE) eklenmistir. 1 dakika
oda sicakliginda bekletilerek ve ardindan 6000 x g'de (8000 rpm) santrifiijlenmistir.

Santrifiijden sonra ependorf tiipiine indirilen DNA -20 C ‘de saklanmustir.

Sekil 3.1. DNA izolasyonu

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR)

DNA barkodlamas1 yapilacak bolgeler icin kullanilacak primer dizileri ilgili
bilgi literatiirlerden alinmistir (Cizelge 3.1). 25 pl PCR karisimi igin 0.1 hacimde 10x
High-Fidelity Tampon, 0.5 ul 2.75 mM dNTP 2 ul 11 mM MgCI2, 0.5 pl 10 uM
primer, 0.1 pl 5 tinite High-Fidelity polimeraz, 17.90 ul niikleaz igcermeyen ultra saf su
ve lul (~50 ng ul-1) genomik DNA kullanilmistir. PCR islemi Sensoquest Lab Cycler
model cihazda, 95 oC 5 dakika ilk denatiirasyonu takiben, 35 dongii 95 oC’de 1 dakika
denatiirasyon, 550C 1 dakika baglanma ve 72 oC’de 1 dakika uzama adimlar
uygulanarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon 72 oC’de 10 dakika son uzama ile
tamamlanmistir. Kurumumuzda DNA dizileme sistemi bulunmadigi i¢in bu islem

hizmvdimi yoluyla i¢in Macrogen Inc. (Hollanda) firmasinda, ABI 3100 Genetic
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Analyzer cihazinda, her iki yondeki primerler kullanilarak ¢ift yonlii okuma seklinde

yapilmustir.

Cizelge 3.1. DNA barkodlamas1 yapilan bolgeler i¢in primer dizileri

Barkod Primer dizisi (5°-3”) Kaynak
TS ITS1I TCCGTAGGTGAACCTGCGG White vd., 1990
ITSA TCCTCCGCTTATTGATATGC White vd., 1990

& eiiiii

° S

10:11 am 61 475" 12:01

Staged

720°C 720°C

Sekil 3.3. PCR’da yliriitme islemi
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3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PCR iiriinleri %1°lik 0.5 pg/ml ethidium bromide igeren agaroz jelde (0.5 X
TBE tampon) kosturulmustur. Yaklasik 5 pul PCR iirlinii jel yiikleme boyasi ile birlikte
karistirllarak jele yiiklenmis ve 100 voltta 1 saat boyunca kosturulmustur. Elektroforez

isleminin ardindan jel goriintiileme sisteminde UV 1s1k altinda incelenmistir.

Sekil 3.4. Agaroz Jel elektroforezi kosturulmasi

3.3. ITS-rDNA Gen Bolgesinin Analizi

ITS-rDNA sekanslama hizmvdimi ile yapilmistir (Macrogen Hollanda). ABI
PRISMR BigDye™ FS, AmpliTagR DNA Polimeraz iceren Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak PE Applied Biosystems tarafindan onerilen

protokole gore hizmvdimi yolu ile yaptirilmistir.

3.3.1. Biyoinformatik ve Filogenetik Calismalar

Filogenetik, canli gruplarinin evrimsel iliskilerini ortaya ¢ikarmak icin atalar1 ve
soyundan gelenleri takip eden bir yontemdir. Canlilarin dahil oldugu molekiiler
stireclerin benzerligi, ayni atadan evrimlestiklerini gosterir. Bu nedenle, tiirler

arasindaki iliskiler, ortak atalarin varligina dayandirilabilir (X1ong, 2006).

Calismada elde edilen her bir ITS niikleotit dizisi i¢in biyoenformatik ¢alismalar
Geneious R8 (Kearse vd., 2012) ve MEGA-X (Kumar vd., 2018) yazilimlar ile
gerceklestirilmistir.  Primerlerin ¢ift  yonli  okumalarin  Kkalite  puanlan
degerlendirilmesinin ardindan primer baglanma bolgeleri kesilerek, her iki yondeki

okumalar birlestirilerek karar dizisi olusturulmustur. NCBI niikleotid veri tabaninda
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Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) analizi yapilarak dogru bdolgenin
cogaltildign ve dizilendigi onaylanmistir. Ayni yazilim kullanilarak barkod bdolgeleri

homolog diziler ile karsilastirilarak belirlenmis ve etiketlenmistir.

Filogenetik calismalar igin BLAST sonuglarinda %90 ve iizerinde benzerlik
gosteren Aspergillus niger dizileri (GenBank erisim numaralart: AY704975,
KU697373, KU697369, AY364882, KT318277, AY699977, KU931686, KU697371,
KF499511, KU931698, AY364869, KU931697) ve filogenetik ¢alismalarda dis grup
olarak kullanilmak iizere bir adet dizi (DQ022894) NCBI veri tabanindan indirilmistir.
Dizilerin hizalanmasi1 ClustalW algoritmasi (Larkin vd., 2007) varsayilan ayarlari ile
yapilmustir. Filogenetik agaglar PAUP 4.0a164 (Swofford, 2003) yaziliminda Maximum
Parsimony (MP) sezgisel arama (Heuristic Search: 1000 rastgele tekrar edilerek, her bir
adimda bir agag tutularak, bosluklar goz ardi edilerek) yontemi ile elde edilmistir. Tree-
bisection-reconnection (TBR) yontemi, dallarin Yyeniden diizenlenmesi igin

kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Genetik Kaynak Survey Calismasi
Calismada Aspergillus niger yerli fungus izolati olan G 2-1 (Afyon-Gazligél)
kullanildi. Afyon iline ait ilge, kdy ve kirsal alanlara yapilan ziyaretlerde genetik

kaynaga ait suvey calismalar1 gergeklestirilmistir.

4.2. Fungus izolatlarimin iiretimi, cogaltimi ve muhafazasi
4.2.1. Aspergillus niger G2-1 izolatimin ¢ogaltilmasi

Ulkemizin degerli sicak su kaplicalarindan olan Afyon Gazligdl bolgesinden
alinan 6rneklerimiz en yiiksek amilaz enzimi degeri gostermistir. Bu 6rnegi izole edilen
orneklerimiz ¢ogaltimi amaciyla izolatimizin stok kiiltiirlerini zenginlestirmesi ve

stirekliligi saglamasi icin Potato Dextrose Agar (PDA) kati besiyeri ortami

kullanilmagtir.

Sekil 4.1. Aspergillus niger G2-1 izolatinin 6rnekleri
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Sekil 4.2. Aspergillus niger G2-1 izolatinin ¢ogaltilmasi

Petri kabindaki 6rnegimizi ¢ogaltim islemini steril kabinde fungus 6rneklerimize
zarar vermeden ve ortamdan bulasma olmamasi i¢in dikkatli bir sekilde 5 farkli petri

kabindan yatik besiyerine ¢ogaltimi yapilmistir.

Sekil 4.3. Aspergillus niger G2-1 izolatinin ¢ogaltilmis 6rnegi

4.2.2. Aspergillus niger G 2-1 izolatinin muhafazasi

25 °C’de 7-10 giin boyunca inkiibatérde inkiibe edilmesinin ardindan fungus
kiiltiirlerimiz elde edilmistir. 3 haftada bir besiyerine transfer edilen fungus izolatlarimiz
ekim yapilarak ¢ogaltilmistir. Stok Aspergillus niger fungus kiiltiirlerimiz +4 C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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4.3. DNA Barkodlama
4.3.1 DNA Barkodlama Analizleri

Aspergillus niger fungusuna ait total DNA, proje Onerisinde verilen protokol
takip edilerek, proje raporumuzun Materyal ve Yontem Boliimii’nde belirtildigi sekilde
ekstrakte edilmistir. Qubit dlglimlerine gére 255 ng ul—1 konsantrasyonda DNA elde
edildigi tespit edilmistir. Elde edilen DNA ile evrensel DNA barkod bolgeleri olan ITS
bolgelerine ait amplikonlar (¢ogaltilan gen iiriinii), ¢ogaltilacak fungusa 6zgii primer
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile basarili bir sekilde elde edilmistir.
Elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilerek, iiriinlerin beklenen
boyutlarda olduklar1 ve spesifik amplikonlarin elde edildigi teyit edilmistir (Sekil 4.4).
DNA dizileme isleminden sonra abl formatindaki veri dosyalar1 Geneious R8 yazilimi
icerisine aktarilmig, primer baglanma noktalar1 ve diisiik kaliteli okunan bdlgeler
kesilmis, ¢ift yonlii okumalar iist iiste bindirilerek karar dizileri olusturulmustur. Karar
dizilerinin istenen bitkiye ait oldugu National Center for Biotechnology Information
(NCBI) dahilindeki BLASTn aract kullanilarak dogrulanmistir. Bu islemlerin ardindan
Aspergillus niger fungusuna ait DNA barkodlarinin elde edilmesi tamamlanmistir
(Cizelge 4.4.).

Aspergillus niger fungusuna ait ITS, DNA barkod bdlgelerine ait
amplikonlarinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii. M: DNA boy markir1 olup
bantlar 100’er bg¢ boyutundadir. Her bir barkod bolgesi icin iki tekrarli PCR
kurulmugtur. Agaroz %2, 50 V,60 dk. (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Aspergillus niger fungusuna ait ITS, DNA barkod boélgelerine ait

amplikonlarinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii

4.3.2.Biyoenformatik bulgular

Aspergillus niger tiirine ait ITS bolgesi i¢in PZR {irlinlerinin boyutunun
yaklagik 470 bg¢ oldugu tespit edilmistir. Diziler Geneious RS yazilimi igerisine alinarak
primer baglanma noktalar1 kesilmis, {st iiste bindirilmis ve karar dizisi uzunlugunun
450 bg oldugu belirlenmistir ve GenBank veri tabanina MEBP0052 erisim numarasi ile
kaydedilmistir.

Hizalama isleminden sonra tiim dizilerin uzunluklar1 indel (insersiyon ve

delesyon) alanlar1 ile birlikte toplam 470 b¢ olmustur.
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Sekil 4.5. Aspergillus niger fungusuna ait DNA hizalamasi
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4.3.3. Filogenetik bulgular
ITS Dbolgesi elemanlarinin  filogenetik  bilgi  saglama  potansiyelini
degerlendirmek i¢in, her bir ITS parcast ve tam ITS bolgesi i¢in ayr1 ayri filogenetik

agaglar cizilmis ve bunlar karsilastirilmistir.

ITS dizisi kullanilarak cizilen filogenetik agag, yiiksek destek degerlerine sahip
iki temel klad icermektedir. Bu destek degerleri, Bootstrap istatistigi ile hesaplanmistir
ve agac¢ topolojisi i¢in giivenilir bir sekilde dogrulanmustir. (Sekil 4.6.). Aspergillus
tubigensis ve Aspergillus niger tiirleri, GenBank veri tabanindan elde edilen veriler ile
tarafimizdan dizilenen 6rneklerin filogenetik agacta ayni dalda yer aldigi goriilmiistiir.
Ancak, bu iki Ornegin arasinda farkli tek niikleotit polimorfizmleri (SNP)
bulundugundan dolayi, agacin yapisini destekleyen Bootstrap istatistik degeri %68
olarak hesaplanmistir. Yalnizca ITS1 bolgesinin kullanildig: filogenetik agac, komple
ITS bolgesini kullanarak ¢izilen agaca olduk¢a benzerlik gostermektedir. (Sekil 4.6.).

Geotrichum candidum

Aspergillus costaricensis

Aspergillus niger MEBO0O052

Aspergillus cristatus

100 ——— Aspergillus tritici
84

‘———— Aspergillus luchuensis

——  Aspergillus tubingensis

68

‘—— Aspergillus niger

—— Aspergillus awamori

59

L Aspergillus neoniger

Sekil 4.6. Aspergillus niger fungusuna ait filogenetik aga¢
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5. SONUC ve ONERILER

Ulkemizde farkli endiistri sektorlerinde kullanilmak {izere ithal edilen fungal
enzimleri her yil yiiksek maliyetlerle temin edilmektedir. Bu nedenle, yerli ve milli
enzim Uretimi i¢in Ar-Ge calismalar1 yapilarak laboratuvar ortamindan endiistriyel
Olcege gecis yapmak amaglanmistir. Bu tez calismasi, yerli enzim lretimine katki
saglamak amaciyla gergeklestirilmistir. Boylece, iilkemizdeki endiistriyel sektorlere

yonelik yerli kaynaklarin kullaniminin artirilmast hedeflenmistir.

Enzimler hakkindaki bilgiler eskilere dayansa da giliniimiizde bu bilgilere
dayanarak laboratuvar 6lgeginden baslayarak pilot ve endiistriyel 6lgeklere kadar enzim
{iretimi bilyilk 6nem kazanmistir. Ozellikle mezofilik, termofilik ve hipertermofilik
mikroorganizmalarda bulunan amilolitik enzimlerin karakterizasyonu, biyoteknolojik
potansiyelleri ve termostabilite calismalar1 icin 6nemli bir model olmaktadir. Bu
nedenle, amilaz enzimine olan ilgi giderek artmakta ve iilkemizde gelisen gida

endiistrisi de bu alana odaklanmaktadir.

Bu ¢alismada Afyon, Eskisehir, Usak ve Ankara ili termal alanlarindan elde
edilen toprak ve su Orneklerinden izole edilen yerli fungus izolatlarindan en yiiksek
amilaz aktivitesi gosteren Aspergillus niger G 2-1 izolatinin DNA Barkodlamasi
gerceklestirilmistir. DNA barkodlama ile amilaz enzimi iireten yerli fungus izolatlarinn
ITS, barkod bolgesine ait DNA dizileri ortaya ¢ikarilmis ve Aspergillus niger’e 6zgii
DNA barkodlar1 elde edilmistir. Boylece amilaz enzimi tireten Aspergillus niger
fungusunun molekiiler genetik analizleri yapilmistir. Endiistri pazarinda Ar-Ge {riinii
konusunda hem tiiketicinin bilgilendirilmesinin saglanmasi hem de iretici triiniiniin

orijinalliginin ispatlanmasi diistiniilmiistiir.
Bu tez galismasi ile:

Yerli fungus izolatimiz olan Aspergillus niger G 2-1’in DNA barkodu ilk kez
ortaya ¢ikarilmig, Aspergillus niger e 6zgii DNA dizisi elde edilmistir.

Mikrobiyal gen bankalarina genetik materyal olusturulmustur,
Yerli fungus izolatindan patente konu yerli enzim iiretiminin arttirilmasina

yonelik caligmalara altlik olusturulmustur
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Uygulanan metodoloji ile Biyoekonominin itici giicii olan Endiistriyel

Biyoteknoloji bilim diinyasina ve literatiire katki saglanmigstir.

Ayrica bu yiiksek lisans tezi ile yerli ve milli mikrobiyal genetik kaynak

havuzuna, genetik kaynaklar veri tabanina veri saglanmasi planlanmstir.

Cizelge 5.1. Aspergillus niger fungusuna ait FASTA formatindaki DNA barkodlari

>MRV Assembly

CCCCGGGCCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGC
GTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATC
TCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCT
GGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGG
CTTGTGTGTTCGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGG
CAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCT
CTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
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