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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARA AIT HIDROFOBIN GENLERININ ARASTIRILMASI,
HIDROFOBIN-INFEKTIVITE ILISKISININ BELIRLENMESI VE IN VITRO SISTEMDE
IFADESI

Dilek CIVELEK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2022, 92 sayfa

Hidrofobinler, molekiiler kiitlesi yaklagik 10 kDa olan filamentli funguslarda iiretilen sistein
acisindan zengin, amfipatik proteinlerdir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1 yiizey kaplamalari,
biyosensorler, rekombinant proteinlerin saflastiriimasi ve kendi kendini temizleyen yiizeyler gibi
bir¢ok endiistriyel uygulamada onemli rol oynarlar. Bu tezde, entomopatojenik funguslarda (EPF)
bulunan hidrofobin genlerinin belirlenmesi, hidrofobin 6zellikleri ile insektisidal 6zelliklerin
karsilagtirilmast ve secilen hidrofobin geninin Pichia pastoris maya sisteminde ifade edilerek
endiistriyel kullanima hazirlanmas1 amaglanmustir. Bu amagla Karadeniz Teknik Universitesi fungus
koleksiyonundan elde edilen 20 adet entomopatojenik fungus izolatinda hidrofobin geninin varligi
arastirilmig ve bu izolatlarin 14'iinde hidrofobin geni (hyd) tespit edilmistir. hyd tasiyan tiim
izolatlarin sinif I hidrofobin grubuna ait olduklar1 belirlenmistir.

Hidrofobin geni ihtiva eden entomopatojenik funguslar degerlendirildiginde, insektisidal
aktivite, morfolojik ©zellikler, hizli biiyiime, konak spektrumu, konak yiizeylerindeki adhezyon
derecesi ve yiiksek mortaliteye sahip olma ozellikleri gbz oniinde bulunduruldugunda Beauveria
bassiana KTU-57 izolatina ait hidrofobin geninin P. pastoris maya sisteminde ifade edilmesine karar
verildi. Bu dogrultuda fungal genomdan ribozomal RNA elde edilerek revers transkriptaz enzimi ile
cDNA’s1 olusturuldu. RT-PCR (Reverse Transcriptase-Ters Transkriptaz) ile elde edilen hidrofobin
geni, pPICZaC vektoriine klonland1 ve rekombinant maya vektoriintin (pPICZoC+hyd) P. pastoris
X-33 gen ifade konaginda ifadesi saglandi. Onemli miktarda protein ifadesi gerceklestirilmis olmakla
birlikte hidrofobin proteinin endiistriyel amacli kullanilmasi i¢in {iretim kapasitesinin arttirilmasina

yonelik optimizasyon ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hidrofobin, Pichia pastoris, Beauveria bassiana, Hidrofobin Ifadesi
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Master Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF HYDROPHOBIN GENES OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI,
DETERMINATION OF HYDROPHOBIN-INFECTIVITY RELATIONSHIP AND
EXPRESSION IN THE IN VITRO SYSTEM

Dilek CIVELEK

Karadeniz Technical University
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Supervisor: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2022, 92 pages

Hydrophobins are cysteine-rich, amphipathic proteins produced in filamentous fungi with a
molecular mass of about 10 kDa. Because of these properties, they play an important role in many
industrial applications such as surface coatings, biosensors, purification of recombinant proteins and
self-cleaning surfaces. In this thesis, it was aimed to determine the hydrophobin genes found in
entomopathogenic fungi (EPF), to compare the hydrophobin properties and insecticidal properties,
and to prepare the selected hydrophobin gene for industrial use by expressing it in Pichia pastoris
yeast system. For this purpose, the presence of hydrophobin gene was investigated in 20
entomopathogenic fungus isolates obtained from the fungus collection of Karadeniz Technical
University, and the hydrophobin gene (hyd) was detected in 14 of these isolates. It was determined
that all isolates carrying the hydrophobin gene belong to the class I hydrophobin group.

When the entomopathogenic fungi containing the hydrophobin gene were evaluated,
considering the insecticidal activity, morphological features, rapid growth, host spectrum, degree of
adhesion on the host surfaces and high mortality, it was decided to express the hydrophobin gene of
Beauveria bassiana KTU-57 in the P. pastoris yeast system. In this direction, ribosomal RNA was
obtained from the fungal genome and its cDNA was created with the reverse transcriptase enzyme.
The hydrobin gene obtained by RT-PCR (Reverse Transcriptase-Reverse Transcriptase) was cloned
into the pPICZaC vector and expression of the recombinant yeast vector (pPICZaC+hyd) in the P.
pastoris X-33 gene expression host was achieved. Although a significant amount of protein
expression has been achieved, optimization studies are continuing to increase the production capacity

for the industrial use of hydrophobin protein.

Key Words: Hydrophobin, Pichia pastoris, Beauveria bassiana, Expression of Hydrophobin
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Dogada ¢esitli rolleri olan funguslar, ekosistemin 6nemli bir pargasidir. Bu canlilar
organik maddeleri ayristirarak besin maddelerini habitatlarina geri kazandirmalarinin yaninda
bitkiler veya hayvanlarla simbiyotik olarak da yasarlar. Genellikle nemli, karanlik ortamlarda
bulunan ve fotosentez yapma yetenegi olmayan filamentli fungus hiicreleri, miselyum
olusturmak ve yiyecekleri emmek ve iiremek icin ‘hif’ adi verilen uzun boru seklinde
filamentler olustururlar. Funguslar iireme yapilarma gore Basidiomycota, Ascomycota,
Zygomycota ve Deuteromycota olmak tizere 4 subeye ayrilirlar (Lo, 2018).

Diinyada ortalama 1.5-5 milyon fungus tiirii bulunmaktadir (Hibbett ve ark., 2011) ve
bu tiirlerin yaklasik 750-1000’1 boceklerde enfeksiyon olusturarak (entomopatojen funguslar)
varhigini stirdiirmektedir (St. Leger ve Wang, 2010). Entomopatojenik funguslar (EPF), bocek
popiilasyonlarinin diizenlenmesinde mikrobiyal miicadele etmeni olarak iyi bir potansiyele
sahiptir (Roberts, 1989). Bu sebeple, boceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilan ilk
patojenler olmusturlar (Vega ve ark., 2012). ilk olarak Agostino Bassi (1835), ipek bocegi
larvalarinda Beauveria bassiana fungusunu kesfetmis ve bu fungusu izole ederek diger
kelebek larvalarina transfer etmeyi basarmustir. Arastirmalarina devam eden Bassi, B.
bassiana’nin zararl boceklere karsi kullanilabilecegi fikrini 6nermistir. EPF’ler taksonomik
olarak birbirinden farkli olmasina ragmen, hepsi konak¢min Kkiitikiiliine veya sindirim
sistemine tutunan, ¢imlenen ve niifuz eden enfektif sporlar iiretir. Ornegin, sucul ortamlarda
yasayan EPF’lerde tutunma islemi, zoosporlarin kese olusturmasi ile takip edilirken (Castrillo
ve ark., 2005); B. bassiana, Metarhizium anisopliae ve Nomurae rileyi’de tutunma islemi,
sporlarda yer alan iyi organize olmus fasikiil rodletler ve bocek kiitikulasi arasindaki
hidrofobik iliskinin sonucunda meydana gelir (Castrillo ve ark., 2005; St. Leger ve Lovett,
2017). Bu hidrofobik etkilesimler, EPF sporlarinin dis yiizeyinde bulunan, hidrofobik
epikiitikiile yapigsmaya aracilik eden ve hiicre yiizeyi hidrofobikligine ¢esitli sekillerde katkida
bulunan hidrofobin proteinleri ile saglanir (St. Leger ve Lovett, 2017).



1.2. Entomopatojen Funguslar

Entomopatojen Funguslar (EPF), eklembacaklilar1 enfekte etme ve 6ldiirme yetenegine
sahip parazitik mikroorganizmalardir (Goettel ve ark., 2005; Anastasi ve ark., 2013). EPF’ler,
bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli role sahip olduklarindan mikrobiyal
miicadele etmeni olarak 100 yil1 agkim bir siiredir kullanilmaktadirlar (Goettel ve ark., 2005).
Rath’a (2000) gore, simdiye kadar en azindan 90 cinse ait 700 entomopatojenik fungus tiirii
tanimlanmis ve bunlardan Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea
(=Paecilomyces fumosoroseus) ve Verticillium lecanii gibi bazi tiirler ise bir¢ok iilkede pek
cok zararliyla miicadelede ticari olarak tretilerek kullanilmaktadir (Sevim ve ark., 2014).

Entomopatojen bakteri ve viriislerden farkli olarak EPF’ler, boceklerin kutikulasindan
dogrudan girerek enfekte edebilme 6zelligine sahiptir (Sevim ve ark., 2015). Dolayisiyla,
boceklerin kiitikiillerinde ve kabuklularin kabuklarinda bulunan kitin lizerinde kitinazlar
salgilayarak etki ederler. Kitin bozunma siireci, hiflerin ve sporlarin bocek kiitikiilleri gibi
hidrofobik yiizeye tutunmasiyla baslar (Kulkarni ve ark., 2017). EPF sporlarmin dis ylizeyi,
onlar1 1slanmaya ve kurumaya karsi direngli kilan hidrofobik bir protein tabakasi ile ¢evrilidir.
Bu protein tabakasi, igcerdigi yliksek oranda hidrofobik aminoasitlerden dolay1 ‘hidrofobin’
olarak adlandirilir (Ball ve ark., 2020). EPF sporu, hidrofobinler ve fungusun hiicre duvarinda
yer alan diger proteinler varliginda (Madl, Mad2, SsgA, Cwpl0, CYP,...) konagm
kiitikulasina penetre olur. Penatrasyondan sonra spor ¢imlenerek ‘germ tiipilinii’ olusturur. Bu
esnada apressorium ve melanizasyon olaylar1 meydana gelir. Spor, bocegin epidermisini
gecerek hemoseline ulasir, toksin iiretimi ve ¢cogalma gergeklestirerek bocegi istila eder ve
oldiiriir. Olen bocegi saran funguslardaki sporlar, diger bocekleri enfekte etmek iizere yeniden
cevreye yayilirlar (Sekil 1) (Wessels ve ark., 1991).

Filamentli funguslar, hidrofobik ve hidrofilik ortamlar arasindaki gecislere aracilik
etmek icin yasam dongiisiiniin farkli asamalarinda ¢oklu hidrofobin proteinleri ifade ederler.
Bunlarin herbiri iireme, gelisme ve ¢imlenme gibi aktif rollerle fungusun yasam dongiisii
boyunca hayatta kalma ve biiylime i¢in sinerjistik olarak hareket ederler (Lo, 2018; Ball ve

ark., 2020).
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Sekil 1. Entomopatojen funguslarin bocekler tizerindeki etki mekanizmasi
(Zhao ve ark., 2016’ dan degistirilerek alimmustir).

Bitki-entomopatojenik fungus iligkisinde hidrofobinler, patojenite faktorleri olarak
tanimlanmasina ragmen fungus viriilansindaki kesin rolleri heniiz tam olarak anlagilmamigtir
(Talbot ve ark., 1996). Piring patlatma fungusu Magnaporthe grisea'da, hidrofobin mpgl,
patojeniteyi olusturmak i¢in hidrofobik yaprak yiizeyleri ile etkilesimde bulunarak,
appresorium olusumu i¢in sensor olarak islev gormektedir (Sekil 2). Yapilan calismada, mpg1
geninin silinmesi, M. grisea’nin duyarl bir pirin¢ ¢esidini enfekte etme ve kolonize etme

kapasitesinin azalmasi ile sonu¢lanmistir (Kim ve ark., 2005).
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Sekil 2. Entomopatojen funguslarin bitkiler iizerindeki etki mekanizmasi (Ren ve
ark., 2006a’ dan degistirilerek alimmustir).

Entomopatojen funguslarin memeliler {izerinde toksik etki gostermemesi, boceklerde direng
olusturmamasi, uzun siire ¢cevrede kalabilmesi, konukcularinin degisik donemlerini enfekte
edebilmesi ve kitle iiretimlerinin yapilabilmesi en biiyiik avantajlar1 olarak gosterilmektedir.
Buna karsm kimyasal insektisitlere oranla zararliy1 daha ge¢ 6ldiirmesi, yiiksek nem ihtiyac1
duymasi, iiretim ve muhafaza maliyetinin yliksek olmasi ve fungisitlerle birlikte

kullanilamamasi ise en biiyiik dezavantajlar1 olarak gosterilmektedir (Sevim ve ark., 2015).

1.3. Hidrofobinler

Hidrofobinler, Ascomiset ve Basidiomiset’ler gibi cok ©Onemli Ozelliklere sahip
filamentli funguslar tarafindan iiretilen proteinlerdir (Wosten 2001). Bu proteinler, hidrofilik
ve hidrofobik kisimlara sahip amfipatik proteinler olup (Linder ve ark., 2005; Ball ve ark.,

2020) biiytime ortamia ¢oziiniir proteinler olarak salgilanirlar.



Amfipatik katmanlar olusturmak i¢in sivi:hava arayiiziinde kendi kendine toplanir ve bu
sayede yiizey gerilimini azaltirlar (Sekil 3)( Lugones ve ark., 1999; Lo, 2018).

"Hidrofobin" terimi ilk olarak 1991'de Wessels ve ark.’nin Schizophyllum commune’nin
hava hiflerinin ve meyve veren cisimlerin olusumu sirasinda ifade edilen Scl1, Sc3 ve Sc4 adli
proteinlerin kesfinin ardindan kullanildi (Lo, 2018).

Interpro veritabanina gore, Ascomycetes'ten 428 ve Basidiomycetes'ten 1250 olmak

izere toplam 1678 hidrofobin proteini tanimlanmistir (Kulkarni ve ark., 2017).
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Sekil 3. Hidrofobinlerin biyolojik islevleri (Lo, 2018’den degistirilerek alinmaigtir).

Son ¢aligmalar, hidrofobinlerin fungusun biiylime ve gelismesinde ¢ok dnemli bir rol
oynadigim1 gostermektedir. Hidrofobinlerin, fungusun biiyiidiigii ortamin yilizey gerilimini
azalttig1 ve bu ipliksi funguslarin hava sporlarini kaplayarak yiizeylerini hidrofobik ve su itici

hale getirdigi bildirilmektedir (Hungund ve ark., 2016).



1.3.1. Ascomycetes Tiirlerinde Hidrofobinler

Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Penicillium ve Neurospora cinslerinin bir¢ok tiirii,
endiistriyel bakimdan 6nemli olan asitler, enzimler, proteinler iiretmektedirler. Bu tiirlerin
bazilar1 ayni zamanda bir veya daha fazla sayida hidrofobin proteini salgilamaktadir.
Aspergillus tiirlerinden hidrofobinlerin smifin1 incelemek igin biyoinformatik analizler
yapilmistir. Aspergillus’un 8 tiiriinde yaklasik 74 adet hidrofobin proteini tanimlanmis ve bu
proteinlerin ¢ogunun sinif I grubuna ait oldugu (smif II hidrofobin lireten A. ferreus ve A.
clavitus hari¢ olmak iizere) belirlenmistir (Kulkarni ve ark., 2017).

Trichoderma cinsinden hidrofobinler genel olarak T. reesei (6 gen), T. virens (9 gen) ve
T. atroviridis (10 gen) olmak {izere yliksek gen kopyali hidrofobinlere sahiptir. 7. reesei’den
hidrofobinler simif I ve II olmak {izere endiistriyel uygulama i¢in basariyla izole edilmis,
karakterize edilmis ve iretilmistir. 7. reesei HFBII yapisinin aydinlatiimasiyla, bir
hidrofobinin ilk yiiksek ¢oziiniirliikli {i¢ boyutlu yapist goriintiilenmistir (Sekil 4)(Hakanpaa
ve ark., 2006).

Cladosporium, Fusarium ve Neurospora gibi diger Ascomycetes cinslerine ait
hidrofobinlerin izolasyonu ve karakterizasyonu son yirmi yildir devam etmektedir (Kulkarni

ve ark., 2017).
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Sekil 4. Trichoderma reesei HFBII hidrofobininin yapis1 (Kulkarni ve ark.,
2017°den degistirilerek alinmistir).



1.3.1.1. Beauveria bassiana ve Hidrofobinleri

Ascomycota subesinde yer alan Beauveria bassiana, bir EPF’dir. B. bassiana, diinyanin
tliman ve tropikal bolgeleri dahil olmak lizere genis yayilim gosterir ve enfekte olmus
boceklerden, havadan ve topraktan izole edilebilirler (Airaudi ve ark., 1996; Shimazu ve ark.,
2002).

B. bassiana Kkiiltiirde, beyaz bir kiif olarak biylir (Sekil 5). Belirgin beyaz spor
toplarinda birgok kuru ve toz halinde konidia iiretir. Her spor topu, konidiyojen hiicrelerinin
bir kiimesinden olusur. B. bassiana’nin konidiyojen hiicreleri kisa ve ovaldir ve ‘rachis’ ad1
verilen dar bir apikal uzantiyla sonlanir. Her konidium iiretildikten sonra rachis uzar ve uzun
bir zigzag uzantisi ile sonuglanir. Konidia tek hiicreli, haploid ve hidrofobiktir (Rehner ve

ark., 2011).

Sekil 5. B. bassiana (KTU-57) cinsinin morfolojik dzellikleri. A: Koloni morfolojisi;
B: Hif ve spor’larim mikroskobik gdriintimii.

Entomojen filamentli fungus B. bassiana, konidiyal hiicre duvariin énemli bilesenleri
olan iki hidrofobin genini (hydI ve hyd?2) ifade eder (Zhang ve ark., 2011; Moonjely ve ark.,
2018). B. bassiana’da, fungus yiizeyini kaplayan hidrofobin proteini ile bocek kiitikulasi
arasindaki hidrofobik etkilesim, fungusun patojenitesinin olusmasinda rol oynar (Zhang ve

ark., 2011).



1.3.1.2. Metarhizium Tiirleri ve Hidrofobinleri

Metarhizium, diinya ¢capinda bir ¢ok zararli bocege karsi kullanilan Ascomycota sinifina
ait bir fungustur (Goettel ve ark., 2005). Yaklasik 64,000 tiire sahiptir. Bu tiirlerden bazilart:
Metarhizium brunneum, M. flavoviride ve M. album’dir. M. brunneum, eski adiyla M.
anisopliae olarak bilinmektedir (Alkhaibari ve ark., 2016) ve potansiyel bir entomopatojenik
fungustur. Bu fungus tiiriiniin konidiyumlar1 aseptat, silindirik veya ovaldir, genellikle
prizmatik veya silindirik siitunlarla kiimelenmis zincirler halinde soluk, parlak yesil veya sar1
yesil renkli paralel zincirlerden olusan kati1 bir kiitle olustururlar (Sekil 6)(Sinha ve ark., 2016).

M. brunneum’da bulunan hyd1 ve hyd3 genleri, simifl hidrofobini kodlarken; yd2 geni,
sinif I hidrofobini kodlar (Sevim ve ark., 2012).

Sekil 6. M. brunneum (KTU-21) cinsinin morfolojik 6zellikleri. A: Koloni morfolojisi;
B: Hif ve spor’larin mikroskobik goriintiisii.

1.3.1.3. Isaria fumosorosea ve Hidrofobinleri

Isaria fumosorosea daha Onceleri Paecilomyces fumosoroseus olarak bilinen
Ascomycota sinifina ait entomopatojenik bir fungustur (Weng ve ark., 2019). ik olarak
Ukrayna'da seker pancar1 biti Cleonus punctiventris'in tek bir larvasindan izole edilmistir.
Beyaz koloniler seklinde biiyiiyen, sonrasinda pembe veya mor tonlara doniisebilen, hizl
biiyiiyen bir fungustur (Sekil 7)(Zimmermann, 2008). Isaria fumosorosea hidrofobinleri

hakkinda simdiye kadar bir labotatuvar ¢calismasi yapilmamistir (Weng ve ark., 2019).



Sekil 7. I. fumosorosea (KTU-1) cinsinin morfolojik 6zellikleri. A: Koloni morfolojisi;
B: Hif ve spor’larm mikroskobik goriintiisii (URL-1, 2021).

1.3.2. Basidiomycetes Tiirlerinde Hidrofobinler

Sporlarin ve meyve veren govdelerin yiizeyinde bulunan hidrofobinler, ilk olarak bir
Basidiomycetes olan Schizophyllum commune’den izole edildi. Schizophyllum commune
hidrofobinleri olan Scl, Sc3, Sc4 ve Sc6’nin herbiri fungusta farkli bir rol oynamaktadir.
Sc3, hem monokaryonlarda hem de dikaryonlarda ifade edilmektedir ve hiflerin biiylimesi ve
substrat ile baglanmasi igin su tabakasini kirmada bir role sahiptir. Sc4, sadece dikaryonlarda
ifade edilir ve nemli kosullarda meyve veren organlarin gaz kanallarinin su ile dolmasini
engeller. Scl ve Sc6 hidrofobinlerinin rolleri tam olarak bilinmemektedir (Kulkarni ve ark.,
2017).

Basidiomycetes'te, hidrofobin kodlayan genler genellikle 40 iiyeye kadar biiyiik
multigen ailelerinden meydana gelir ve tiiriin ekolojik stratejisiyle baglantilidir. Fakat
hidrofobin gen genislemesini ve ¢esitlenmesini saglayan nedenler, tam olarak
anlagilamamistir (Mgbeahuruike ve ark., 2013).

Coprinopsis cinerea, yiiksek basidiomycetes funguslarindaki gelisim siireclerini
incelemek i¢in yaygim olarak kullanilan bir model fungustur (Cheng ve ark., 2013). Bu amagla,
C. cinerea’daki miRNA benzeri RNA’larin tanimlanmas1 ve fungus gelisiminin erken
gelisimsel evrelerindeki ekspresyon modelleri arastirilmistir. Elde edilen bulgular, dogrulanan
miRNA’larda hidrofobin, sitokrom P450, protein kinaz gibi fungusun meyve veren viicut

geligimi ile ilgili genlerin bulundugunu gostermistir (Lau ve ark., 2018).



10

Mutualistik ektomikorizal funguslarda bulunan hidrofobin genleri, konak¢r kok
hiicrelerle simbiyotik arayiiziin olusumunda rol oynar. Yapilan bir ¢alismada, ektomikorizal
basidiomycetes Laccaria bicolor izolatlar1 olan S238N-H82 ve 81306’ nimn hidrofobin
envanteri olusturmasi ve konak kolonizasyonu sirasindaki rolleri incelenmistir. Simbiyotik
yasamda, S238N-H82 L. bicolor izolatinin 12 genden olusan hidrofobin gen ailesini
kodladigt; 81306 izolatinin ise, tiimii smnif I hidrofobinlere karsilik gelen dokuz hidrofobini
kodladig: bildirilmistir (Plett ve ark., 2012).

Diger bir ¢calismada odun asindiran {i¢ basidiomycetes: Phlebia brevispora, Ganoderma
sp. ve Bjerkandera adusta’dan elde edilen hidrofobin genlerinin envanteri ve evrimsel analizi
incelenmistir. Analiz edilen tiirlerin bircogunun yiiksek derecede dizi benzerligi gosterdigi ve
bunun hidrofobinlerin evrimi srrasinda gen duplikasyonu (dizi kopyalama)’ndan

kaynaklandig1 sonucuna ulasilmistir (Mgbeahuruike ve ark., 2013).

1.4. Hidrofobinlerin Yapisi

Hidrofobinler, molekiiler kiitlesi yaklasik 10 kDa olan ve yaklasik 100 amino asit igeren
kiigiik, sistein agisindan zengin proteinlerdir. Dogada bu proteinler funguslarin
sporokarplariin dis ylizeyinde bulunur ve onlarin kuru kalmalarini saglar (Lugones ve ark.,
1996). Tiim hidrofobinler, korunmus pozisyonlarda sekiz sistein rezidiisii (aminoasit) icerir
ve bu sisteinler arasinda dort disiilfit bagi olustururlar (Sekil 8). Sistein rezidiileri, proteini
¢Oziiniir durumda tutmak icin 6nemlidir (Khalesi ve ark., 2015). Sekiz sistein aminoasidi
arasindaki disiilfit baglari, hidrofobinlerin kararli yap1 olusturmasinda etkilidir (Wosten
2001; Hungund ve ark., 2016).

Hem hidrofobik hem de hidrofilik kisimlar igeren bu proteinler, amfipatik proteinler
olarak kabul edilir. Hidrofobinlerin amfipatik membranlarin i¢erisinde kendiliginden biraraya
gelerek her tipte yiizeylere aninda yapisma yetenegi en karakteristik ve gdze c¢arpan
ozelligidir. Bunun sonucunda, hidrofilik taraflar1 ile hidrofil ylizeylere, hidrofobik taraflar1 ile
de hidrofob yiizeylere tutunabilirler (Lugones ve ark., 1996; Zeren ve ark., 2018). Bu
ozelliklerinden dolayi yiizey kaplamalari, biyosensorler, rekombinant proteinlerin saflagtirma
basamaklarinda ve kendi kendini temizleyen yilizeyler gibi bir¢ok endiistriyel uygulamada

onemli rol oynarlar (Kulkarni ve ark., 2017; Albayrak, 2019).
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Sekil 8. Hidrofobin polipeptidinin primer dizisi. Yapilari korunmus bir modelde dort
disiilfiir koprisii olusturan, sekiz sisteinden (C) olusan bir modelle karakterize
edilir (Gandier ve Master, 2018).

1.5. Hidrofobinlerin Siniflandirilmasi

Sistein dagilimina ve hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin kiimelenmesine bagl
olarak, hidrofobinler sinif I ve sinif II' ye ayrilir. Ascomycetes’ler her iki sinifa ait hidrofobin
proteinlerini ifade ederlerken; Basidiomycetes’ler sadece smif I hidrofobinleri iiretirler
(Kulkarni ve ark., 2017; Zeren ve ark., 2018).

Smif I hidrofobinler, siklikla konidia (spor) lizerinde bulunan karakteristik bir rodlet
(amiloid) yapist olustururken (Pennacchio ve ark., 2018); sinif II hidrofobinler, hava-su
araylizlerinde amfipatik filmler olusturur (Zhang ve ark., 2011). Smif I hidrofobinlerde
konidia’nin hidrofobik dis protein tabakasi, rodletler olarak bilinen sikica paketlenmis fibriler
yapilardan meydana gelir (Sekil 9)(Pennacchio ve ark., 2018). Rodletler, ilk olarak
Penicillium megasporum konidilerinin elektron mikroskobu ¢alismalar1 sirasinda rapor
edilmistir. Sonraki ¢alismalarda ise Cladosporium, Aspergillus, Neurospora ve Beauveria
bassiana tiirlerinde ve diger pek cok tiiriin sporlar1 lizerinde de karakterize edilmistir (Zhang
ve ark., 2011; Pennacchio ve ark., 2018). Ascomycota kdkenli EAS (Neurospora crassa), Dew
A (Aspergillus nidulans) ve mpgl (Magnaporthe grisea) smif 1 hidrofobinlerinin yiiksek
cOziiniirlikli ti¢ boyutlu protein yapilar1 aydinlatilmistr (Pham ve ark., 2016). Bir
Basidiomycetes olan Schizophyllum commune Sc16’dan smif I hidrofobin, yapis1 aydinlatilan

hidrofobinlerdendir (Gandier ve ark., 2017).
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Rodlet katmani: Sporun yiizey
hidrofobikligini ve havada kolay
u¢masm saglar.

SINIF I
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Su \ \ / Hidrofobin monomerleri

Sekil 9. Sinif I ve smif I hidrofobinlerin morfolojik yapilari. B. bassiana izolatina ait
konidial sporlarinin taramali elektron mikroskobu goriintiileri.

Hidrofobinlerin kendi kendine toplanmasma konformasyonel degisiklikler eslik eder.
Monomerik smif I ve smnif II hidrofobinler, B-tabaka yapis1 bakimindan zengindir ve her iki
hidrofobin smifi da disiilfit baglarinin varligindan dolay1 dort B-tabaka ¢ekirdek yapisina
sahiptir (Kwan ve ark., 2006). Smif I hidrofobinler su-hava arayiiziinde daha fazla -tabaka
yapisi elde ederken, su ile hidrofobik bir kat1 arasindaki arayiizeyinde ise, artan a-sarmalli bir
yap1 olustururlar (Wosten, 2001). Dolayisiyla a-sarmal hali, kendi kendine bir araya gelmenin
bir ara maddesi gibi goriiniirken, P-tabaka hali, kararli son formu olusturur. Su-hava
arayiiziinde sinif I hidrofobinlerin monomerleri, saniyeler i¢inde a-sarmal duruma ulagirken,
B-tabaka durumuna doniisiim c¢ok daha yavastir ve dakikalar hatta saatler siirer. Sif II
hidrofobinler, L; ve L3 olmak iizere iki kisa ilmek icerirler ve L, ilmeginde, a-sarmal yapis1
bulunur (Sekil 10). Smif I hidrofobinlerindeki L1, simif IT hidrofobinlere kiyasla daha biiyiiktiir
(Ren ve ark., 2013a). Ayrica smif [ hidrofobinlerin ilmeklerinin uzunlugu ve yapisi
bakimindan siif II hidrofobinlere gore farklilik gosterir (Wosten, 2001; Kwan ve ark., 2006).
Her iki hidrofobin smifinin katlanma mekanizmalar1 birbirinden farklidir, a-sarmal ve B-
tabakalarm bulunma oranlar1 hidrofobin sinifina ve proteinin lokasyonuna bagli olarak degisir

(Wosten 2001; Albayrak, 2019).
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Sekil 10. Sinif I (a,b) ve smif II (¢) hidrofobinlerin ii¢ boyutlu yapilari (Wosten ve
Scholtmeijer, 2015’ten alinmustir).

Hidrofobinler, hidrofilik-hidrofobik arayiizlerde amfipatik membranlarda kendiliginden
toplanirlar. Hidrofobin membranin, bir tarafi orta ile yiiksek seviyede hidrofilik iken, diger
tarafi teflon veya parafin kadar hidrofobik bir ylizey 6zelligi gosterir (Lugones ve ark., 1996).
Smif 1 hidrofobinler tarafindan olusturulan membranlar, 100°C sicakliga ve %2 sodyum
dodesil siilfata (SDS) direng gosterirler. Bu smiftaki hidrofobinler, sadece formik asit ve
trifloroasetik asit (TFA) gibi kuvvetli asitlerde ¢oOzilinlirler. Buna karsilik sinif II
hidrofobinlerden olan Ophiostomo ulmi’nin cerato-ulmin (CU) hidrofobini ile Cryphonectria
parasitica nin cryparin (CRP) hidrofobini %60 etanolde ve %2 SDS’de kolayca ¢oziiniir
(Tablo 1). Ayrica CU’nun basmg¢ uygulanarak ve sogutularak da ayristigi bildirilmistir

(Wosten, 2000).

Tablo 1. Smif I ve smif II hidrofobinlerin belirgin 6zellikleri

Sinif I hidrofobinler

Yalnizca kuvvetli asitlerde (formik asit veya
%100 TFA gibi) ¢oziinebilen, %2 sodyum
dodesil siilfat (SDS) cozeltisinde kaynamaya
direnen, ¢coziinmeyen gruplar iiretirler.

Sinif II hidrofobinler

Etanol veya sodyum dodesil siilfatta (SDS)
daha kolay ¢oziinebilen gruplar iiretirler.

50-100 aminoasit kalintisi
kisadir.

Smif II  hidrofobinler,
mantarlar’da tespit edilmistir.

100-125 aminoasitten olusur. igerir, daha

Sinif I hidrofobinler, Basidiomiset ve askli sadece askl
mantarlar'da tespit edilmistir.
Amiloid fibriller (bozunmaya direncli

coziinmez lifler-Rodletler) olustururlar.

Amiloid fibriller olusturmazlar.

Her iki sinif] sekiz sistein rezidiisii ve 4 disiilfiir kopriisii icerir (ortak 6zellik).
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Hidrofobin siniflar1 sekiz sistein dizisine sahip olmalar1 ve ayni sisteinler arasinda
disiilfit baglar1 olusturmalariyla benzer 6zelliklere sahip olsalar da sistein dizileri arasinda
farkli uzunlukta aminoasit dizileri bulundururlar (Tablo 2) (Mgbeahuruike ve ark., 2013). Her
iki smif da, iki kistmdan olusur ve 1-4 sisteinleri arasindaki bolge birinci kismi ve 5-8
sisteinleri de ikinci kism1 olusturur. Bu iki kisim, siiflarin hidropati 6zelliklerini ifade eder
(Wosten ve de Vocht, 2000; Khalesi ve ark., 2015). Her iki hidrofobin smifinda yiikli
aminoasitler bir tarafta yiiklii olmayan aminoasitler diger tarafta olacak sekilde yerlesmislerdir
ve bu durum, hidrofobinlerin amfipatik yapisini olusturmustur (Kwan ve ark., 2006; Ren ve

ark., 2013).

Tablo 2. Hidrofobin simiflaria gore korunmus sisteinler arasindaki aminoasit farkliliklari
(Mgbeahuruike ve ark., 2013)

Korunmus Sistein Dizileri Arasinda Kalan Amino Asit
Simif Sayilan
Ci/Cy C3/Cy C4/Cs Cs /Cs C7/Cs
Smif [ 6
(Basidomiset) 26-33 1278 ] 13
Smif [ 6-7
(Askomisef) 26-39 18-21 6-8 15-17
Smf 11 9-10
(Askomiset) 11 15-16 2-7 10

1.6. Funguslarda Hidrofobinlerin Rolleri

Fungusun yasam dongiisiiniin farkli asamalarinda, farkli hidrofobinler ifade edilir.
Bunlar funguslardan salgilanir, hiflerin hiicre duvarinda toplanir, sporlarin ve hava hiflerinin
yiizeylerini kaplar. Son ¢aligmalar, fungusun biliylimesi ve gelisimindeki ¢esitli
fonksiyonlarin, hidrofobinler tarafindan gerceklestirildigini géstermistir. Bu fonksiyonlarin
cogu, hidrofobinlerin ylizey aktivitesi ile ilgilidir (Khalesi ve ark., 2015; Ball ve ark, 2020).
Bunlar;

1. Havada biiylimeye izin vermek i¢in yiizey gerilimini diistiriirler. Boylece funguslarin

su-hava arayiizlinii agmasina ve hif gibi hava yapilar1 liretmesine izin verirler (Wosten, 2001).
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Nemli bir substratta biiyiiyen hif duvarmin yiizeyi hidrofilik iken, hava hiflerinin ve havadaki
sporlarin hiicre duvar1 yiizeyi, hidrofobiktir. Hiicre duvarinin ylizey 6zelliklerindeki bu temel
degisiklik, hidrofobinlerin salgilanmasiyla saglanir. Hava yapilarinin ucunda gelisen sporlar,
yiizeylerini hidrofobik hale getiren ve 1slanmaya direnen, boylece havada etkili dagilmay1
kolaylastiran bir amfipatik hidrofobin tabakasi ile kaplanir. Hidrofobin tabakasi gli¢lii bir
sekilde hidrofobik olup, su penetrasyonunu ve buna bagli olarak su birikmesini 6nlemek iizere
hareket eder ve gaz degisimine karsi oldukc¢a gecirgendir (Sunde ve ark., 2008).

2. Konaga niifuz etmek i¢in appresorium olusumunu gergeklestirirler. Basarili bir
penetrasyon i¢gin patojenin konaga baglanmasi gerekir. Hidrofobin tabakalari, hidrofobik
ylizeylere yapismay1 ve tutunmay1 saglar (Wang ve ark., 2010). Patojen konak iliskisinde ve
simbiyoz yasamda iki canlinim gelismesi i¢in bu dzellik, elzemdir. Ornegin; bir bdcek patojeni
olan Beauveria bassiana sporlar1 ile bocek kitin tabakasi arasindaki hidrofobik etkilesim,
hidrofobin proteinleri ile saglanir. Ayrica, bitki patojeni Magnaporhte grisea’da iiretilen mpg 1
hidrofobin geni, fungusun bitki ile etkilesimini saglayan appresorium olusumunda gorevli
oldugu bildirilmistir (Talbot ve ark., 2011; Albayrak, 2019).

3. Fungusun dis ylizeyini (sporokarp) ve sporlarini, 1slanmaya ve kurumaya karsi
korurlar (Khalesi ve ark., 2015). Suyun niifuz etmesini engellerler fakat hava kanallariyla gaz
gecisine izin verirler. Bu sayede hiicrelerin dayanikliligini arttirarak yasamlarmin devam
etmesinde rol oynarlar (Sunde ve ark., 2008).

4. Sporlarn yiizeyindeki tek katmanli hidrofobinler, bagisiklik sisteminden gizlenmede
kritik rol oynar. Hidrofobin tabakasi immiin hiicreleri tarafindan patojen olarak algilanmay1

engeller ve konak bagisiklik sistemi hiicrelerini aktiflestirmez (Wdosten, 2001).

1.7. Hidrofobinlerin Biyoteknolojik Uygulamalar:

Hidrofobinler 6ztoplanma yapabilme, gii¢lii asitlerde ¢oziinebilme, yiizey 6zelliklerini
degistirebilme oOzelliklerinden ve surfaktant olmalarindan dolayr bir¢ok biyoteknolojik
uygulamada kullanilabilme potansiyeline sahip olan, kii¢lik boyutlu amfipatik proteinlerdir
(Piscitelli ve ark., 2017; Albayrak, 2019). Amfipatik membranlarin i¢erisinde kendiliginden
biraraya gelerek her tipte yiizeylere aninda yapigsma yetenekleri sayesinde hidrofilik taraflar:
ile hidrofil ylizeylere, hidrofobik taraflar1 ile hidrofob yiizeylere tutunabilirler (Lugones ve

ark., 1996; Zeren ve ark., 2018). Tutunduklar1 malzemeler tizerinde katmanlar (10nm)
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olusturabilme (Wessels, 2000) yeteneklerinden dolay1, iizerinde birlestigi yiizeyin
ozelliklerini degistirebilir ve baglanma 6zelliklerini kontrol edebilirler (Bimbo, 2011). Bu
ozelliklerinden dolay1 yiizey kaplamalari, biyosensorler, rekombinant proteinlerin saflastirma
basamaklarinda, iiretim proseslerinde kopiik olusumunun engellenmesinde ve kendi kendini
temizleyen yiizeyler gibi bir¢ok endiistriyel uygulamada énemli rol oynarlar (Kulkarni ve ark.,

2017).

1.7.1. Sulu iki Fazh Sistemlerdeki (ATPS) Saflastirmalarda Hidrofobinler

Hidrofobinler, sulu iki fazli sistemlerde (ATPS) yiiksek ayrilma davranis1 gosterirler.
Ornegin; T. reesei’nin hem HFBI hem de HFBII hidrofobinleri dzellikle HFBI iceren bir su
cozeltisi, degisen uzunluklarda hidrofilik ana gruplara sahip iyonik olmayan yiizey aktif
maddelerle karistirildigimda hidrofobin proteinleri, iyonik olmayan yiizey aktif madde
fazindan ayrilir. ATPS bu nedenle, hidrofobinlerin secici saflastirilmasi i¢in miikemmel bir
teknik saglar. ATPS’deki verimli ayirma nedeniyle hidrofobinler, ilgili rekombinant
proteinlerin segici saflastirilmasinda fiizyon ortaklar1 olarak da kullanilabilir (Collen ve ark.,
2002). Ornegin; 7. reesei’nin endoglukanaz EGI’si bir flizyon partneridir (Linder ve ark.,
2004). Bu proteinin fungus tarafindan iiretilen hiicre dis1 protein karisimindan saflastirilmasi
fiizyon proteini olmadan zordur. Yaklasik 40 kDa biiytlikliigiinde olan, bir katalitik ¢cekirdek
ve bir seliilloz baglanma domaini (CBD)’nden olusan EGI proteininin C terminaline, N
teminalinde iki CBD bulunan HFBI proteini baglanir. Hidrofobinlerin ATPS’deki yiiksek
ayrilma kabiliyetlerinden dolayr EGI-HFBI, diger proteinlerden ayrilir. Fiizyon proteinleri
neredeyse sadece list (ylizey aktif madde) fazdan geri kazanilirken, diger hiicre dis1 proteinler
(endojen EGI dahil) ve hifler alt (sulu) fazda toplanir (Collen ve ark., 2001). Bu ¢ok alanl
molekiillerin 1yi ayirma 6zellikleri ve EGI kisminin degismeden kalmasi, hidrofobin fiizyon
proteinlerinde alan katlanmasinin dogru bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir. Son
olarakta, spesifik proteazlar kullanilarak EGI filizyon partneri, hidrofobin proteininden
ayrilabilir (Sekil 11) (Collen ve ark., 2002). Diger bir calismada ise Reuter ve ark. (2017),
Transferrin ve HFBI, HFBII ve HFBIV proteinlerini kullanarak iirettikleri flizyon iirtinleriyle
silikon nanopartikiillerini kaplayarak, in vitro kosullarda MDA-MB-231 hiicre hattinda
etkinligi denendiginde, etkili bir bicimde hiicrenin Tf reseptorleri araciligi ile bu partikiilleri

aldigin1 belirlemislerdir.
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Sekil 11. Sulu iki fazli sistemlerde hidrofobin ve hidrofobin fiizyonlarinin
saflastirilmas1 (Collen ve ark., 2002’den degistirilerek alinmistir).

1.7.2. ila¢ Coziiniirliigiinde ve Tasimiminda Hidrofobinler

Hidrofobinler, amfipatik 6zelliklerinden dolay1 hidrofobik ilaglar1 formiile etmek i¢in
kullanilabilecek 6nemli adaylardir (Akanbi ve ark., 2010). Yapilan bir caligmada, ¢ok kiigiik
boyutlardaki ilag formiilasyonlarinin istenen viicut bolgelerine etkili bir sekilde verilmesini
saglamak icin hidrofobin proteinleri kullanilmais, kiiciik boyutlardaki ilaglarin yiizey alanlar1
arttirilarak ilacin viicutta istenilen bolgeye etkisinin arttirilmasi saglanmistir. Calismada,
ilacin yilizeyinin hidrofobin ile kaplandigini takip edebilmek i¢in hidrofobin geni, GFP (yesil
floresans proteini) ile etiketlenmistir (Sekil 12). Ayn1 zamanda hidrofobin proteinleri ile ilacin
yiizey Ozellikleri etkilenerek, diisiik ¢oziiniirliikteki ilaclarin viicuttaki ¢coziinme 6zellikleri
arttirilabilmektedir (Hanna ve ark., 2010). Diger taraftan hidrofobinler, organik ¢6ziiciilerde
daha etkili olan enzimler i¢in hem yagli hem de sulu ortamda kapsiilleme ajan1 olarak hizmet

edebilir ve boylece ortamin degisimini kolaylastirabilirler (Hahl ve ark., 2017).
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Sekil 12. GFP ile etiketli hidrofobinlerle ila¢ kaplanmasi  (Hanna ve ark.,
2010°dan alinmustir).

Sc3 hidrofobini, hidrofobik cyclosporine A ve nifedipine ilaclarmnin siispansiyonlarma
katildiginda, bu ilaglarin biyoyararlanimlari 4 ila 6 kat arasinda arttirilmistir (Akanbi ve ark.,
2010). Ayrica hidrofobin Sc3, farelerle yapilan iki tiimorli (sarkoma ve melanoma) kanser
modellerinde giiclii bir anti-tiimor etkiye sahiptir (Akanbi ve ark., 2013). Sc3 ile tedavi,
hiicresel bagisiklik cevabini uyarmis ve herhangi bir toksik etki géstermemistir. Bu sayede
hidrofobinlerin kemoterapi ve radyasyonla beraber adjuvan olarak faydali olabildigi,
hidrofobinlerin anti-kanser ilaglarinm formiiliine eklenebildigi ve kanser hiicrelerine spesifik
hedefleme yapmak i¢in hidrofobin iceren molekiiller iiretilebildigi belirtilmistir (Wosten and
Scholtmeijer, 2015).

Bimbo ve ark. (2011), gbzenekli silikon (PSI) partikiillerini HFBII proteini ile
kaplayarak ila¢ salinimindan 6diin vermeden bu proteinin, partikiillerin biyouyumlulugunu
tyilestirdigini gozlemlemislerdir. Ayrica HFBII’nin pH arttikca partikiillerin yiizeyinden

kismen ayrildig1 sonucuna varmislardir.

1.7.3. Yiizey Modifikasyonlarinda Hidrofobinler

Hidrofobinlerin amfipatik bir membranda kendiliginden toplanarak her tiir yiizeye
aninda yapigma kabiliyetleri, hidrofilik ve hidrofobik tarafa sahip 6zel iki islevli molekiiler
yapilarindan kaynaklanmaktadir (Janssen ve ark., 2004). Bu biyofonksiyonel 6zellikleri

sayesinde, ¢esitli yilizey uygulamalarinda kullanimlar1 miimkiin olmaktadir. Bu  proteinler,
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yiizeye adsorbe olduktan sonra konformasyonel degisim gostermeye yatkin olmadiklari i¢in
yiizey uygulamalarinda tercih edilebilmektedir (Linder ve ark., 2005).

Diger taraftan, hidrofobinlerin kii¢iik molekiilleri, proteinleri veya enzimleri bir yiizey
izerinde hareketsiz hale getirme yetenegi ve algilama sirasinda gelismis hassasiyete izin
vermesi, onlarin biyosensorlerin gelistirilmesinde kullanilmalarina olanak tanimaktadir
(Della Ventura ve ark., 2016).

Hidrofobinler, 6ztoplanma yapabilme ve s1vi-sivi, kati-sivi ara yiizlerinde tek katmanli
tabaka olusturabilme 6zelliklerinden dolay1 ince film olusturmada 6nemli adaydirlar. Santhiya
ve ark. (2010), DewA hidrofobiniyle yaptiklari silikon kaplamanin 90°C’ye kadar dayanikl
oldugunu ve suyun degme acisinin kaplama sonrasinda 0°C’den 67°C’ye yiikseldigini
belirlemislerdir.

Hidrofobinler, yiizeylerin hidrofilitesini degistirebildigi yani hidrofob bir yiizeyi
hidrofil hale getirebildigi gibi tam tersi dzellik de saglayabilirler (Mahltig, 2015).  Ornegin;
tekstil malzemesinin 6zelliklerine bagli olarak hidrofobinin hidrofobik ve hidrofilik kismi
ylizey lzerine yerlesir, karsit 6zellige sahip olan kisim iist kisimda kaldigindan tekstil

malzemesi bu 6zelligi kazanmis olur (Zeren ve ark., 2018) (Sekil 13).
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Sekil 13. Cesitli hidrofilik ve hidrofobik substratlar iizerinde, hidrofobinlerin
yapismasit ve kendi kendine montaji (Opwis ve Gutmann, 2011°den
almmustir).

Diger bir calismada Wessels (2000), teflon bir gubugu Sc3 hidrofobinlerinin bulundugu
su dolu bir kaba daldirmistir. Teflon ¢ubugun hidrofobik yiizli, Sc3 hidrofobinlerinin
hidrofobik yiizeyi ile birlesmis ve baslangicta hidrofobik olan teflon yiizeyi, ¢ubugun
cozeltiden ¢ikarilmasindan sonra hidrofilik hale gelmistir. Cubugun yilizeyi 10nm kalinliginda
hidrofobin proteinleri ile kaplanmig ve bu kaplamanin sicak deterjanlar ile muamelesinden

etkilenmedigi sonucuna varilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Teflon ¢ubugun Sc3 hidrofobinleri ile kaplanmasi (Teflon ¢ubugun kalinligi:100nm)
(Wessels, 2000°den degistirilerek alinmistir).

1.7.4. Alkolli ve Gazh Iceceklerde Meydana Gelen Kopiirme Olayinda
Hidrofobinlerin Rolii

Gazli igecek siselerinin agilmasindan hemen sonra meydana gelen kontrolsiiz siv1 ¢ikis1
veya asir1 kopiiklenme olayi, istenmeyen bir durumdur (Sarlin ve ark., 2011). Bu tiir
iceceklerde fiskirma olayi, birincil ve ikincil gruplara ayrilmistir. Birincil figkirma,
hammaddenin diisiik kalitesinden yani fungus kontaminasyonundan kaynaklanirken; ikincil
fiskirma, teknolojik faktorlerden kaynaklanmaktadir (Lutterschmid ve ark., 2010). Birincil
fiskirmada maltlamada kullanilan arpanin kalitesi ¢ok 6nemlidir (Linder ve ark., 2005) ve
ozellikle arpanm Fusarium, Nigrospora ve Trichoderma gibi fungus patojenleri ile kontamine
oldugu yillarda ortaya ¢ikmaktadir (Khalesi ve ark., 2015). Bu funguslara ait hidrofobinlerin
0,003 ppm’lik konsantrasyonlari, kuvvetli bira fiskirmasini indiikledigi bildirilmistir. Sarlin
ve ark. (2011), arpanin Fusarium enfeksiyonu tarafindan indiiklenen yiiksek figkirma
potansiyeline sahip oldugunu ve fiskiran bilesenlerin amfipatik 6zellik gosterdigini
vurgulamislardir. ilk karakterize edilen fiskiran indiikleyicinin 16,5 kDa oldugu, 8 disiilfiir
kopriisii icerdigi ve giiglii ylizey aktivitesi olan bir polipeptit oldugu rapor edilmistir. Daha
sonra bunlarm sinif II hidrofobin dimerleri oldugu belirtilmistir. Figkirmayi tetiklemek i¢in
smif II hidrofobinlerin hidrofobik yamasi, gaz halindeki CO> molekiilleri ile etkilesime
girmekte ve smif I hidrofobin membrani tarafindan CO2 nano kabarciklar1 olusturulmaktadir.
Gazli iceceklerin sisesi acildiginda ise bu nano kabarciklar patlayarak enerji salinimina neden

olabilmektedir (Linder ve ark., 2005).
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1.7.5. Protein Immobilizasyonunda Hidrofobinler

Hidrofobinler, geleneksel yilizey modifikasyon yontemleri i¢in kovalent olmayan bir
alternatif sunarlar ve proteinlerin yiizeylere adsorbe olmalarmi saglarlar. Bir substrata adsorbe
edilen hidrofobinler, proteinleri immobilize etmek i¢in kullanilabilir (Wosten and
Scholtmeijer, 2015). Ornegin; smif I hidrofobinler, sadece giiclii asitlerde coziilebilen
kimyasal olarak saglam katmanlar (rodletler) olustururlarki bu katmanlar, farkli yiizeylere
yapisarak yiizeylerin 1slanabilirliklerini degistirirler ve diger proteinlerin bu ylizeylere
baglanmasina izin verirler (Piscitelli, 2017). Benzer sekilde, MALDI celik numune yiikleme
plakalarmin hidrofobin Vmh?2 ile kaplanmasi, denature ediciler ve tuzlarin varliginda, protein
ve peptit karisimlarinin verimli baglanmasini saglayarak proteomik uygulamalara uygun, basit
ve etkili bir tuz giderme yonteminin elde edilmesine imkan tanimistir (Longobardi ve ark.,
2014; Wosten and Scholtmeijer, 2015). Diger bir ¢calismada, endiistriyel fungus Aspergillus
oryzae PBSA igeren bir ortamda biiylitiildiigiinde, A. oryzae’de bulunan RolA hidrofobini
yiiksek oranda iiretilerek elde edilen sonug, immiin boyama ile dogrulanmistir. Ayn1 kosullar
altinda A. oryzae, es zamanli olarak PBSA’y1 hidrolize eden kiitinaz 1 (Cutl)’1 iiretti.
PBSA’nin RolA ile 6n inkiibasyonu, PBSA’nin kiitinaz I tarafindan hidrolize olmasini
engellemistir. Bu durum, PBSA yiizeyine bagli RolA’nin gerekli oldugunu gostermistir.
Dolayisiyla immiin boyama, RolA ile kaplanmis PBSA filmlerinin kiitinaz I' 1 spesifik olarak

adsorbe ettigini ortaya ¢ikarmustir (Takahaski, 2005).

1.7.6. Yapay Materyal Uretimi

Hidrofobinler, sentetik yiizeyleri degistirmede dikkate deger bir yetenek sergileyen
filamentli mantarlar tarafindan salgilanan, amfipatik proteinlerdir (Wosten, 2001). Cerrahi
miidahalelerde ve cesitli biyomedikal uygulamalarda kulanilan alet ve cihazlarin, doku
hasarini en aza indirmek ve cihazin uzun siireli kullanimini saglamak icin diisiik stirtiinmeli
yiizeyler biiyiik énem tagimaktadir. Istenilen yiizeyleri saglamak amaciyla siklikla ya cihazin
yapiminda floropolimerler kullanilmakta ya da yiizeyin kayganligmi saglamak amaciyla
silikon yagy, gliserin, jole gibi malzemeler kullanilmaktadir. Bunlar, baslangicta diisiik yiizey
gerilimi saglasalar da, zayif adhezyon kuvvetlerinden dolayr performanslarini uzun siire

koruyamazlar. Bu amagla yapilan ¢caligmada, Sc3 hidrofobini ile kaplanan yiizeylerde olusan
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yiizey slirtiinme degerinin, diger materyallere gore %50-80 arasinda azaltildig1 agiklanmistir
(Misra ve ark., 2006). Yapilan diger bir ¢alismada, asinmis disleri yeniden onarmak igin
proteinler ve peptitlerden olusan biyomimetik bir yaklasim sergilenmistir. Deneyde, dislerde
yeniden hidroksiapatite olusumunu saglamak icin, iclerinde iki tane hidrofobin flizyon
proteini yer alan ¢esitli proteinlerin baglanma ve ¢ekirdeklenme aktiviteleri incelenmistir. 27
aday tizerinde yapilan bu ¢aligmada, hidroksiapatitin DewA-4,5 hidrofobinleri ile birlikte
cekirdeklenme yaparak dokuda iyilesme sagladigi belirtilmistir (Melcher ve ark., 2016).

1.8. Hidrofobinlerin Orta Olcekte Uretimi

Hidrofobin’lerin genis uygulama yelpazesi, bu proteinlerin basarili bir sekilde tiretilmesi
ve saflastirilmasi i¢in daha fazla arastirmaya duyulan ihtiyacin altin1 ¢izmektedir. Ancak, bu
proteinlerin tiretimi bugiine kadar laboratuvarin o6tesine ge¢cmemis ve bu da endiistriyel
uygulamalar1 olumsuz etkilemistir (Wohlleben ve ark., 2010; Kulkarni ve ark., 2017).
Hidrofobinlerin fungus yasam dongiisiinde gergeklestirdikleri rollerinin  biyolojik
mekanizmasinin anlasilmasi, hidrofobin {iretiminin gelismesine yardimci olacaktir.

Hidrofobinlerin verimini artirmak i¢in bazi stratejiler kullanilmaktadir (Kulkarni ve
ark., 2017). Bunlar; dogal habitattan funguslarin kullanilmasi, digeri ise hidrofobin'lerin

hiicre i¢i ekspresyonu i¢in rekombinant DNA teknolojisi’nin kullanilmasidir.

1.8.1. Dogal Funguslarin Kullanilmasi ile Geleneksel Hidrofobin Uretimi

Hidrofobinler, dogal funguslarda sadece miligram miktarlarinda bulunur (Wohlleben ve
ark., 2010). Dogal funguslardan hidrofobinlerin fermentatif tiretimi, ¢caligma siirelerinin fazla
olmasi ve kontaminasyonlarin sik olarak gerceklesmesinden dolay1 (Kulkarni ve ark., 2017)
rekombinant yontemlere gore daha az tercih edilmektedir. Bu yontem ile hidrofobin tiretimi,
stv1 (batik) kiiltiir fermantasyonu ve kati hal fermantasyonu (SSF) olmak iizere iki sekilde
yapilmaktadir (Rocha-Pino ve ark., 2015). SSF ile mikroorganizmalarin diisiik nem igerigine
sahip kat1 bir substrat {izerinde biiylimesi saglanirken; sivi kiltlir yani daldirilmisg
fermantasyon ile mikroorganizmalarn % 95'ten fazla su igerigine sahip sivi bir ortamda
kiiltivasyonu saglanir. SSF, funguslarin karasal habitatlarindaki yasam kosullarini taklit

ettiginden hidrofobin iiretimi icin ideal olmakla beraber s1v1 kiiltiirde hidrofobin iiretimi,
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diisiik seviyelerdedir (Kulkarni ve ark., 2017). Vigueras ve ark. (2014), Purpureocillium
lilacinum fungusunu hidrofobik substrat (perlit) iceren kati ve sivi fermantasyonlarda
biyiittiigiinde, kati fermantasyonda biiyliiyen fungusun hiicre duvarinda P.lilacinum
hidrofobininin bulundugunu fakat sivi fermantasyonda biiyiitiilen fungusun hiicre duvarinda

hidrofobin bulunmadigini ifade etmislerdir.
1.8.2. Rekombinant DNA Teknolojisi’nin Kullanilmas ile Hidrofobin Uretimi

Gliniimiizde bakteriler, mayalar, kiifler, memeliler, bitkiler ve bocekler dahil olmak
tizere rekombinant proteinlerin liretimi i¢in farkl gen ifade sistemleri kullanilmaktadir (Acar,
2020). Hidrofobinlerin rekombinant DNA teknolojisiyle iiretilmesinde kullanilan sistemler

(Kulkarni ve ark., 2017) asagida sematik olarak gosterilmistir.

- pastoris

Aspergillus
niger

Escherichia
Hidrofobin coli

I 6
‘ |

Trichoderma
reesel

Saccharomyces
cerevisiae

Sekil 15. Rekombinant DNA Teknolojisiyle hidrofobin elde
etmek i¢in kullanilan gen ifade sistemleri.
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A. niger, S. cerevisiae, T. reesei gibi gen ifade sistemlerinde hidrofobin ifadesi
basarilmis olsa da okaryotik sistemlerde kullanilmamalari, katlanma mekanizmalarindaki
aksakliklar ve elde edilen verimin diisik olmast nedeniyle bu sistemler, pek
kullanilmamaktadir. Son yillarda E. coli ve P. pastoris maya sistemleri, rekombinant DNA
teknolojisi ile protein ifadesinde daha cok tercih edilmektedir (Kulkarni ve ark., 2017).

E. coli gen ifade sistemi, rekombinant protein iiretimi i¢in basit ve doniistiiriilmesi kolay
bir model sistemi oldugu i¢in hidrofobinlerin ekspresyonunda basariyla kullanilmaktadir
(Kirkland ve ark., 2011). Gen transferi yonteminin kolayligina ragmen bu sistem, dogal
fungus ve P. pastoris kullanilarak yapilan diger rekombinant iiretim proseslerine kiyasla 10
ila 100 kat daha diisiik olan hidrofobinlerin iiretim seviyelerinde etkili degildir (Kirkland ve
ark., 2011; Kulkarni ve ark., 2017). Ornegin; Optiostoma ulmi’nin cerato ulmin (CU)
hidrofobininin E. coli ekspresyon sistemi ile ifade edilmesiyle elde edilen verim litrede 80 pg
iken, O. ulmi’den dogal olarak elde edilen cerato ulmin miktar1 litrede 140 mg’dur.
Dolayisiyla bu iki deger karsilastirildiginda E. coli ile elde edilen hidrofobin verimi, ihmal
edilebilir diizeyde kalmistir (Bolyard ve ark., 1992).

Rekombinant hidrofobin liretiminde kullanilan diger bir ifade sistemi de, P. pastoris
gen ifade sistemidir (Acar, 2020). Bu sistem, en yaygm kullanilan 6karyotik ekspresyon
sistemlerinden biridir ve 6zellikle biyofarmasotiklerin ve endiistriyel enzimlerin iiretimi i¢in
tasarlanmistir (Looser ve ark., 2015; Vogl ve ark., 2018). Metilotrofik bir maya olan P.
pastoris diger bir adiyla Komagataella pastoris, 1-5 um ¢apinda, 5-30 um uzunlugunda, oval
sekilli, tek hiicreli, karbon ve enerji kaynagi olarak sadece metanolii kullanabilen bir
organizmadir (Cregg, 1999; Mattanovich, 2017).  P. pastoris, c¢ok yiiksek hiicre
yogunluklarina kadar biiyiitiilebilen, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 kiiltlir ortamina
salgilanabilen, yiiksek rekombinant protein iiretimini gerceklestirebilmektedir (Spohner ve
ark., 2015; Karbalaei ve ark., 2019). Przylucka ve ark. (2017), Trichoderma virens’ten smif
IT HFB4 ve HFB7 hidrofobinleri, E. coli ve P. pastoris’te tireterek bu iki ekspresyon sistemi
arasindaki farklar1 karsilastrmiglardir. E. coli’deki iiretim inkliizyon cisimcikleri nedeniyle
denatiirasyon/ renatiirasyon asamalar1 gerektirdiginden bu islemler, mayada {iretilen ve
salgilanan hidrofobinlere de uygulanmistir. Sonugta her iki sistemde {iretilen hidrofobin
verimleri benzer olmasina ragmen, E. coli tarafindan tretilen her iki hidrofobinin de P.
pastoris’te Uretilen hidrofobinlere kiyasla daha az yiizey aktif 6zellikte oldugu belirtilmistir.

Ayrica, E. coli ifade sisteminde HFB4, HFB7 hidrofobin verimleri sirasiyla 1,9 mg/g ve
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3,0 mg/g olarak elde edilirken; P. pastoris ifade sisteminde HFB4, HFB7 hidrofobin verimleri
sirastyla 6,9 mg/g ve 8,1 mg/g olarak elde edilmistir.

P. pastoris’in; yiiksek hiicre yogunluguna kisa silirede ulasabilmesi, endotoksin ve
bakteriyofaj kontaminasyonlarini elimine etmesi, iiretim verimliliginin yiiksek olmasi,  iyi
karakterize edilmis ekspresyon vektorlerinin kolayca manipiile edilebilmesi, birgok
promotora sahip olup farkli karbon kaynaklari ile indiiklenebilmesi, ifade edilen proteinlerin;
polipeptit katlanmalari, glikolizasyon, metilasyon, asilasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar1 gergeklestirebilmesi, salgilanan dogal proteininin diisiik miktarda olmasi ve
hedef proteinleri hiicre i¢i veya hiicre dis1 olarak yiiksek miktarlarda eksprese edebilmesi, bu
sistemin protein ifadesinde tercih edilmesini kolaylastirmaktadir (Cereghino ve Cregg, 2000).

Yukaridaki sebeplerden 6tiirii bu calismada, P. pastoris maya sistemi kullanilmistir.

1.9. Tez Cahsmasimin Onemi

Su ana kadar genellikle bocek patojeni (entomopatojen) funguslarin biyolojik miicadele
materyali olarak kullanilma potansiyelleri iizerinde durulmustur (Linder ve ark., 2005).
Biyoteknolojik 6neme sahip olan hidrofobinlerin, 1991 yilinda Wessels ve arkadaslari
tarafindan kesfedilmesinden bu yana, bu alanda yapilan caligmalar hidrofobinlerin yeni
Ozelliklerinin kesfedilmesiyle hiz kazanmistir. Bununla beraber, laboratuvar kosullarinda
hidrofobin iiretimi basarilmis olsa da endistriyel iiretim, heniiz istenilen kosullarda
saglanamamistir. Hidrofobinlerin endiistride giivenilir bir sekilde kullanilabilmeleri icin
dogru ve etkili bir sekilde yiiksek saflikta iiretilmeleri gerekmektedir. Ancak, saf ve verimli
bir sekilde iiretilebilen hidrofobinler, endiistride kullanilabilme potansiyeline sahip
olabilmektedir. Dolayisiyla hidrofobinlerin performansmin kapsamli bir sekilde arastirilmas,
biyoteknolojik uygulamalarmm nihai kullanimlar1 i¢in biiylikk Onem tagimaktadir. Bu
sebeplerden otiirli glinlimiiz sartlarinda, siiperhidrofobik ve siiperhidrofilik yiizeylerin
olusturulmasinda kullanilmak iizere dogal funguslarin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢aliymasinda, entomopatojen funguslarda bulunan hidrofobin genlerinin
belirlenmesi, hidrofobin ozellikleri ile insektisidal 6zelligin karsilastirilmasi ve secilecek
hidrofobin genininin Pichia pastoris maya sisteminde ifadesi edilmesi saglanarak endiistriyel

kullanim i¢in hazirlanmasi1 amag¢lanmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calismada Kullanilan Funguslar

Entomopatojen fungus (EPF) kokenli hidrofobin genlerinin belirlenmesi, hidrofobin
ozellikleri ile insektisidal 6zelligin karsilastirilmasi ve segilecek hidrofobin geninin ifadesi
saglanarak endiistriyel kullanim i¢in hazirlanmasi amaciyla yiiriitiilen bu tez c¢alismasinda
kullanilan fungus kiiltiirleri, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan entomopatojen Kkiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Bu dogrultuda, Metarhizium anisopliae’den 7 izolat, Beauveria bassiana’dan 11
izolat ve Isaria fumorosea’dan 2 izolat bu ¢alisma i¢cin kullanilmistir (Tablo 3). Bu cinslere
ait funguslarin se¢ilme sebebi, bunlarin iilkemizden izole edilmis yerel suslar olmasi ve test
edilen zararlilar {izerinde yiiksek oldiiriicii etki gostermesidir (Biryol, 2020).

Calismada ayrica P. pastoris pPICZoC gen ifade vektorii ve P. pastoris’e ait X-33,
GS115 gen ifade konakgisi, GS115 albumin kontrol konakgis1 (Eskisehir Teknik Universitesi,

Molekiiler Biyoteknoloji ve Enzimoloji Laboratuvari’ndan temin edildi) kullanild:.



Tablo 3. Caligmada kullanilan entomopatojenik fungus izolatlar
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izolat

Kaynak Tiirii Referans
As-2 Amphimallon solstialis M. flavoviride Kocacevik vd. 2015
As-18 Amphimallon solstialis M. flavoviride Kocacevik vd. 2015

KTU-2 (Ardesen)  Toprak M.brunneum Sevim vd. 2010b
KTU-21 (117) Toprak M.brunneum Sevim vd. 2010b
289 Toprak M.brunneum Sevim vd. 2010b
Gg-12 Gryllotalpa gryllotalpa M.brunneum Sonmez vd. 2012
287 Toprak M.brunneum Sevim vd. 2010b
KTU-42 (68-b) Toprak L. fumosorosea Sevim vd. 2010b
KTU-1 (Y2) Toprak L. fumosorosea Sevim vd. 2010b
KTU-24 (Ck) Thaumetopea pityocampa  B. bassiana Sevim vd. 2010a
KTU-57 (Rh) Rhynchites baccus B. bassiana Sevim vd. 2010b
K4 Hypera postica B. bassiana Yiicel vd. 2018
K5 Hypera postica B. bassiana Yiicel vd. 2018
Pa-4 Pristiphora abietina B. bassiana Biryol vd.2021
Pa-5 Pristiphora abietina B. bassiana Biryol vd.2021
HpA-4 Hypera postica B. bassiana Yiicel vd. 2018
HpA-5 Hypera postica B. bassiana Yiicel vd. 2018
0j-3 Orosanga japonica B. bassiana Basilmamus veri
0j-7 Orosanga japonica B. bassiana Basilmamig veri
LdA1 (Yal) Leptinotarsa decemlineata  B. bassiana Basilmamis veri

2.2. Funguslardan DNA izolasyonu

Laboratuvar stoklarinda bulunan M. brunneum & M. flavoviridae, B. bassiana ve 1.
fumosorosea izolatlar1 i¢in, secilen izolatlarin stok kiiltiirlerinden canlandirilmalar1 yapildi.
Bu amagla ilk olarak PDAY besiyerine ekim yapildi ve 5-7 giin boyunca 28°C’ de
inkiibasyona brrakildi. Fungal/ Bacterial DNA MiniPrep Kiti (Zymo Research) kullanilarak
kiiltiirlerden DNA izolasyonu gergeklestirildi. Biiyiiyen funguslardan 50-100 mg agirliginda
ornek, petri ylizeyi taranarak alindi. Doku lizis tiiplerine aktarildiktan sonra iizerine 750 pl
lizis soliisyonu eklenerek doku parcalayici icinde homojenize edildi. Doku parcalayicidan
alinan tiipler 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Stipernatant kistmdan 400 pl pipet ile alinarak
filtrasyon tiipiine aktarildiktan sonra 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtrenin altinda
kalan siviya 1.200 pl genomik lizis soliisyonu eklendi. Olusan karigimdan 800 pl almarak
DNA’nin tutunacagi filtreli tiiplere aktarildi, karisim bitene kadar islem tekrarlandi. Ardindan
10.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Daha sonra filtre, 200 pl 6n yikama soliisyonu ile yikand1
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ve 10.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilerek tiipiin altinda kalan sivi uzaklastirildi. Tiiplere
500 pl fungal-bakteriyal DNA yikama soliisyonu eklenerek 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.
Tiiplin altinda kalan sivi uzaklastirilarak, filtrede kalan yikama ¢dzeltisi kalintilarini
uzaklagtirmak i¢in filtre, 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Daha sonra DNA ‘nin tutundugu
filtreler temiz mikrosantrifiij tiiplerine almarak iizerlerine 50 pl tampon (elution buffer)
eklendi ve 30 saniye 10.000 x g’de santrifiij edildi. Son olarakta tiipler, 37°C’de 3 dk inkiibe
edilerek elde edilen DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Hidrofobin Genlerini Cogaltma

Metarhizium cinsi fungus izolatlarinda bulunan hidrofobin gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile gerceklestirildi. Elde edilen hidrofobin geninin hangi
smifa (siif I, siif 1) ait oldugunu belirlemek amaciyla Tablo 4’te gosterilen primerler
kullanild1 (Sevim ve ark., 2011). hydl gen bolgesi icin mhyd1F ve mhyd1R primer c¢ifti; hyd2
gen bolgesi icin mhyd2Fcb ve mhyd2Rcb primer c¢ifti; Ayd3 gen bolgesi icin mhyd3F ve
mhyd3R primer ¢ifti kullanildi. Bu primerler kullanilarak Metarhizum izolatlarinda bulunan
616 bp’lik hidrofobin gen bolgesi ¢cogaltildi (Sevim ve ark., 2011).

Beauveria bassiana cinsi fungus izolatlarinda yer alan hidrofobin gen bolgelerinin tespit
edilebilmesi icin ilk olarak gene spesifik primerler tasarlandi. Bunun icin NCBI gen
bankasindan Beauveria bassiana’ya ait olan hidrofobin gen bolgeleri toplanarak BLAST
programinda kontrol edildi ve hepsinde ortak olan gen bolgesi tespit edilerek intron bolgeleri
cikarildi. Ekzon bolgeleri yapistirilarak, genin baslangi¢ ve bitis kisimlarma uygun primerler
tasarlandi. Primerlerin uclarina klonlamada kullanilmak amaciyla restriksiyon endoniikleaz
kesim bolgeleri (5" uca EcoRI, 3" uca Notl enzimi) eklendi. Bu amacla, ileri olarak bsclass1-
Fw ve geri olarak bsclass1-Rv primer cifti, 514 bp’lik bolgeyi cogaltmak i¢in kullanildi (URL-
2, 2020).

Isaria fumosorosea cinsi fungus izolatlar1 i¢in ayrica primer tasarlanmadi. B. bassiana
izolatlar1 i¢in tasarlanan primerler, I. fumosoresea izolatlarinda da kullanilarak istenilen

hidrofobin gen bdlgesinin tespit edilmesi saglandi.



30

Tablo 4. Beauveria ve Metarhizium hidrofobin genlerini belirlemek i¢in kullanilan primerler

Primer Adlan Kullamlan Diziler Uzunluk
(bp)

mhyd1F 5'-CCACATTCACTTACACTCCAATC-3' 616

mhydI1R 5'-CATGATCCATAGGCTATTCCACC-3'

mhyd2Fcb 5'-TACAGCRWCCCACARTGYTG-3' 616

mhyd2Rcb 5'-GCAGAGAACRBCTTGKCC-3'

mhyd3F 5'-CATCATCTCACTCTCACTCAC-3’ 616

mhyd3R 5'-CAAACCACCTGACTAGCTTC-3'

bsclass1-Fw 5'-GAATTCATGCGTTTCGCTCTTGCCATC-3’

bsclass1-Rv 5'-GCGGCCGCCTACTGGATAAGACTGCCAATG-3’ o1

* Primerlerdeki koyu ve alt1 ¢izili olan GAATTC siras1 EcoRl, GCGGCCGC sirast Notl restriksiyon enzim
kesim yerlerini gostermektedir.

PCR Reaksiyonu: PCR Kosullar:
Genomik DNA (25ng) 22l 95°C : 2
10X enzim tamponu 10 ul
10mM dNTP (10mM) 1l 95°C : 30~
Fw primer (10uM) 1l 50°C -53°C -55°C : 307 35 dongii
Rv primer (10uM) sl 72°C 2
Taq DNA polimeraz (5U /ul) : 0,5 ul
H>O 1345 ul 72°C @ 5’
12°C : o

Primer baglanma sicakligi hyd! i¢in 53°C, hyd?2 i¢in 55°C, hyd3 i¢in 50°C ( B. bassiana ve 1.
fumosorosea icin 50°C)’dir. PCR reaksiyonu sonucunda c¢ogaltilan DNA fragmentleri, 0,5
pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek jel goriintiileme sistemi
(Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi. Olusan hedef bant agaroz jelden kesildikten sonra
Nucleospin Extract DNA Saflagtirma (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden temizlendi ve
mikrosantrifiij tiiplinde toplanan DNA’nin safli§1 ve konsantrasyonu nanodropla (Thermo

Scientific) tespit edildi.
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2.3.1. Hidrofobin Gen Bolgesinin Ara Vektore Klonlanmasi

Taq DNA Polimeraz enzimi yapiskan u¢ yaptigi icin pJET vektoriine klonlanmadan
once bu u¢ uzaklastirildi. Bunun i¢in; 10 pl (2X) reaksiyon tamponu, 7 pl (15 ng) insert, 1 pl
DNA blunt enzim konularak toplam hacim 18 pl’ye tamamlandi. Mikrosantrifiij tiip, 3-5
saniye santrifiij edildikten sonra, 5 dk 70°C’de inkiibasyona birakildi. Yapiskan ug
uzaklastirilarak ligasyon reaksiyonu kuruldu. Bunun i¢in inkiibasyondan sonra buz iizerine
alman tiip icerisine, 1 pl (0,05 pmol) pJET1.2/blunt enzim ve 1 pl T4 DNA ligaz konularak
toplam hacim 20 pul’ye tamamlandi. Ardindan 3-5 saniye santrifiij yapildi ve 16°C’de gece
boyu inkiibasyona birakildi.

2.3.2. E. coli DH10p Kompetent Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Petri kabinda biiyiitiilmiis olan E. coli DH10f hiicrelerinden tek koloni secilerek 3ml
Luria Bertani (LB) siv1 besiyerine asilama yapildi. Sallayici inkiibatorde 37 °C’de 16 saat
biiyliyen kiiltiirden, 29 ml taze siv1 besiyerine 1 ml asilama yapildi. Hiicre yogunlugu 600 nm
dalga boyunda 0,45-0,55 olana kadar 37 °C’lik sallayicida yaklagik 1 saat 15 dk biiyiitiildii.
Istenen yogunluga ulasan kiiltiir, 50 ml’lik falkon tiipe aktarild1 ve 4.500 rpm, 4°C’ye ayarli
santrifiij ile 5 dk santrifiij edildi. Santrifiigasyondan sonra siipernatant atildi1 ve pellet 10 ml
soguk 100 mM CaCl; ile ¢oziildii ve 30 dk buz iizerinde bekletildi. Tekrar santrifiijleme (4.500
rpm, 4°C, 5 dk) yapild1 ve siipernatant atildi. Pellet 2 ml soguk 100 mM CaCl, ile ¢oziildii ve
4°C’de 2 saat bekletilerek kullanima hazir hale geldi.

2.3.3. E. coli DH10p Kompetent Hiicrelerine Transformasyon

Hazirlanan kompetent hiicrelerden 100 pl alindi ve buz {izerinde ¢oziilene kadar
bekletildi. Ardindan 5 pl ligasyon tiriinii kompetent hiicrelerin lizerine birakilarak drnekler
buz iizerinde yarim saat bekletildi. Iki dakika 45 °C’lik 1s1 soku uygulandiktan sonra tekrar
buz {izerinde 1 dakika kadar bekletildi. Ornekler 1 ml sivi LB besiyeriye aktarilarak 1 saat
boyunca 37 °C’de biiylimeye birakildi. Kiiltiir, 6.000 x g’de 3 dakika ¢oktiirme isleminden

sonra s1vi kisim, geride 50 pl kalacak sekilde dokiildii. Hiicreler, geride kalan sivi igerisinde
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coziilerek secici antibiyotik (ampisilin) ihtiva eden kat1 besiyeri lizerine cam bagetle yayild.
Petriler gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda antibiyotikli agar LB
besiyerinde biiyliyen kolonilerde transform edilen plazmidin varligimi dogrulamak amaciyla
gece kiiltlirleri hazirlandi. Bunun ig¢in, steril kiirdan yardimiyla kolonilere dokunuldu ve

ampisilin igeren 3 ml s1v1 besiyeriye inokiilasyon yapilarak gece boyunca 37 °C’de biiyiitiildi.

2.3.4. Plazmit izolasyonu ve Restriksiyon Analizi

Biiyiiyen sivi kiiltliirlerden ~100 pl almarak 4°C’deki mikrobiyal hiicre dolabina
koyuldu, geri kalan1 6.000 x g’de 3 dakika ¢oktiiriildii ve hiicreler pellet haline getirildi. Ust
stvidan geride 50 pl besiyeri kalacak sekilde dokiildii. Hiicre pelleti, kalan besiyeri igerisinde
vortekslenerek iyice ¢oziildii. Uzerine 300 pul TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM
EDTA, 0.1 N NaOH, %5 SDS) ilave edildi, karistirild1 ve yaklasik 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Ardindan 150 pl sodyum asetat (3M, pH 5.2) ilave edildi ve 4-5 defa alt iist
edildikten sonra 10 dakika 14.000 x g’de ¢oktiirme yapildi. Ust sivilar yeni mikrosantrifiij
tiiplere aktarilarak tizerlerine 900 pl %96’lik EtOH ilave edildi. Alt iist edildikten sonra
yiiksek hizda 3 dakika ¢oktiirme yapildi. Sivi kisim tamamen uzaklastirildi ve pelletlerin
iizerine 500 pl %70’lik EtOH konulup tekrar 2 dakika ¢oktlirme yapildi. Alkol uzaklastirildi
ve pelletler kuruyana kadar tiiplerin kapaklar1 agik sekilde 37 °C’de bekletildi. Ardindan
pelletler 30 ul su icinde ¢oziildii. Bu sekilde izole edilen plazmit DNA’larm, viral DNA
fragmentlerini igerip igermedigi restriksiyon enzimleri ile kesim yapilarak belirlendi.

Kesim reaksiyonu ig¢in tiiplere (vektor: insert orani 1:3 olacak sekilde) 5 pl plazmit
DNA, 1 pl restriksiyon endoniikleaz enzimi (Bg/Il), 2 ul (10X) enzim tamponu konularak
reaksiyonun son hacmi 20 pl’ye RNaz’l1 su ile tamamlandi. Hazirlanan reaksiyonlar, 37 °C’de
4 saat inkiibe edildikten sonra yiirlitme boyasi ilave edilerek agaroz jelde goriintiileme yapilda.
Goriintiileme sonucunda dolu oldugu belirlenen plazmitlerin bulundugu hiicrelerden (4°C’de
mikrobiyal hiicre dolabinda tutulan), 5 ml ampisilinli LB besiyerine gece kiiltiirii hazirland:.
Biiyiiyen kiiltirden Gene Jet Plazmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid
izolasyonu, kit igerisinde yer alan kullanma yontemi takip edilerek yapildi. Ilk olarak 5 ml’lik
gece kiiltiirli, mikrosantrifiij tiip icerisine koyularak 13.000 rpm’de 4 dakika ¢oktiiriildii. Her
seferinde siipernatant atildi ve islem, gece kiiltiirii bitinceye kadar devam edildi. Coken

pelletin etrafindaki tiim LB besiyeri pipetle alinarak, tizerine 250 pl siispansiyon  tamponu
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eklendi ve pellet tamamen ¢oziilene kadar pipetlendi. Ardindan 250 pl pargcalama tamponu
ilave edildi, vorteks yapilmadan 4-5 kez alt {ist yapildi ve 5 dakika beklendi. Daha sonra 350
ul baglanma tamponu eklendi ve homojen bir karisim elde edebilmek igin tiip, vorteks
yapilmadan 20-30 kez alt-iist edildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak
slipernatant alind1 ve kitte bulunan, iclerinde filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Tekrar
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama kabindaki soliisyon dokiilerek, filtre iki kez
yikama soliisyonu ile yikandi ve her seferinde 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Toplama kabindaki soliisyon yeniden dokiilerek, filtre 13.000 rpm’de 2 dakika bos olarak
santrifiij edildi. Daha sonra filtre, temiz bir mikrosantrifiij tiip i¢ine koyuldu ve iizerine 40 pl
ddH>O eklendi, 2-3 dakika beklenerek 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Bu sayede
rekombinant plazmit elde edildi (Sekil 16) ve konsantrasyonu nanodrop ile olgiilerek, dizi

analizi icin Macrogen (Hollanda) firmasina génderildi.
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Xbal
MCS,Bgl11,Pvull,Ecol301,Ncol, +1
HindIII
Smil

Bpul@I,Mval2691,+3

lac operator, Xcel, +1
MCS,BglII,Kpn2I,+2 +2
T7 promoter,+2 +1

Alol
Munl
Bvel Pvull
Pfel
Eam11041
Lgul
Adel
Faql Pfel
Smil Pscl
Xcel
PstI
H pJET1.2 blunt + hyd
3488 bp
+1
Bful Bful
+1
AmpR
Pspl14061
PdmI Cail
Scal
Rsal
Cspb1
Tatl
Pvul
Ecod71
Eco471,NsbI,Pspl14061,BseMI

Cfriel Eam11051
BseMI, Eco311,Gsul

Sekil 16. hyd gen bolgesinin pJET1.2 ara vektoriine klonlanmasi. Turuncu bdlge
klonlanan hyd genini gostermektedir.

2.4. Beauveria bassiana KTU-57 (Rh) Hidrofobin Geninin ifadesi

Calismada kullanilan EPF’ler (20 adet) iizerinde yapilan literatiir arastirmalari
neticesinde, Beauveria bassiana KTU-57 izolatinin insektisidal aktivite ve morfolojik
ozellikleri yaninda hizli biiyiimesi, konak spektrumu dikkate alindiginda, canli tiirler iizerinde
gerceklestirdigi adhezyon ve ardindan meydana gelen yiiksek 6liim (Sevim ve ark., 2013)
oranlarindaki artig sebebiyle, bu izolatta yer alan hidrofobin geninin P. pastoris maya
sisteminde ifade edilmesi planlandi. P. pastoris’te hidrofobin geninin ifadesinde uygulanan

yontemler asagida sematik olarak gosterilmistir.
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cDNA’larm Hidrofobin Geninin
RNA izolasyonu ﬁ Olusturulmasi ve ﬁ pPICZaC Vektoriine
Klonlanmasi Klonlanmasi

.

) pPICZaC+hyd :
Rekombinant Vektoriiniin Maya Rekombinant
p . s pPICZaC+hyd
.pastoris X-33’te Kompetent i vektoriiniin Sac 1
Protein Ifadesi Hiicresine B de 1 esind
Transformasyonu

Sekil 17. P. pastoris’te gen ifadesinde izlenilen adimlar.

2.4.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Chauhan ve ark., (2018) tarafindan anlatilan metoda gore
gerceklestirildi. Ilk olarak KTU-57 (Rh) fungus izolat1, 50 ml YPD broth besiyerinde 28°C’de
3 giin boyunca biiyiitiildii. Biiyliyen fungus kiiltiirleri 6.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonucunda elde edilen pelletten bir havan igerisine ~100 mg alind1 ve iizerine
fungusun kitin tabakasini pargalamasi1 amaciyla sivi azot ilave edilerek iyice ezildi. Daha sonra
tizerine 1 ml Trizol ilave edilip, ¢eker ocakta karistirilmaya devam edildi. Niikleoprotein
komplekslerinin tam olarak ayrismasi icin 5 dk 30°C’de inkiibe edildi. Uzerine 200 pl
kloroform eklenerek, el ile 15 saniye kuvvetlice calkalandi. 30°C’de 3 dk inkiibe edilerek, 2-
8°C’de 15 dk 12.000 x g’de santrifiij edildi. RNA igeren sulu faz (berrak faz) yeni bir tiipe
aktarildi (Sulu fazin hacmi, Trizol hacminin yaklasik %60 kadaridir). Uzerine 500 pl soguk
izopropanol alkol eklenerek sulu fazdan RNA ¢okeltildi (Sekil 18). Ardindan 10 dk 30°C’de
inkiibe edildikten sonra 2-8°C’de 10 dk 12.000 x g’de santrifiij edildi (Bu asamada RNA
cokeltisi goriildii ve jel benzeri bir pellet olustu). Daha sonra siipernatant atildi ve RNA pelleti
I ml %75 etanol ile yikandi. Vortekslenerek karstirildi. 2-8°C’de 5dk 7.500 x g’de

santrifiijlendi.



36

Faz Ayrilmasi Izopropanol ile ¢oktiirme

Renksiz sulu faz
@ra .

Fenol-Kloroform fazi RNA pellet

Sekil 18. KTU-57 izolatindan RNA ekstraksiyonu.

RNA pelleti 10 dk havada kurutuldu ve 30 pul DEPC ile muamele edilmis RNaz
icermeyen su ile ¢oziildii. Elde edilen ¢6zelti, yavas bir sekilde pipet ucundan gecirilerek, 55-
60°C’de 10 dk inkiibe edildi. DNaz I ile muamele edildikten sonra nanodropta Ol¢iim
yapilarak, -20°C’de muhafaza edildi.

2.4.2. cDNA’larin Olusturulmasi ve Klonlanmasi

Elde edilen RNA’lardan 1’er pg alinarak, 1 pl ANTP karisimi (10mM) ve 2 pl (20pmol)
gene Ozgii primerler ile karistirildi. Karigim, hacmi dH»O ile 10 ul’ye tamamlandi ve 65°C’de
5 dakika inkiibe edildi. Buz iizerinde sogutulduktan sonra santrifiijle tiipiin dibinde toplanan
ornekler tekrar buz iizerine birakildi. Uzerine 2 pl reaksiyon tamponu (10X) ve 1 pl revers
transkriptaz enzimi (GoldBio, 200U/pl) ilave edilerek yavas bir sekilde karistirildi. Bir saat
boyunca 42 °C’de inkiibe edilen 6rnekler, 65 °C’de 20 dakika bekletildi ve boylece reaksiyon
sonlandirildi. Bu sekilde tek zincirli cDNA’lar elde edildi.

RT-PCR’1in ikinci kismi olan, tek zincirli cDNA’lardan ¢ift zincirli DNA’larin

sentezlenmesi i¢in PCR reaksiyonu kosullar1 agagidaki gibi olusturuldu.
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Reaksiyon Karisimi: PCR Kosullar:

Kalip (cDNA) 2wl 95°C . 2

10X enzim tamponu :5ul

10mM dNTP (10mM) 1l 95°C : 30~

Fw primer (10uM) : 1l 50°C : 30 F 35 dongii
Rv primer (10uM) : 1l 72°C 22

Taq DNA polimeraz (5U/ul) : 0,5 pl

MgClL (50mM) S5l 72°C : S

H>O 1345 ul 12°C : o

%1’lik agaroz jel elektroforezi ile etidyum bromiir varliginda goriintiilenen PCR
iiriinlerinin olusturdugu bant, jelden kesilip mikrosantrifiij tiipiine alindi. Uriiniin jelden
temizlenmesi DNA temizleme kiti (Macherey-Nagel) ve kitin i¢indeki kullanma talimati takip
edilerek gerceklestirildi. Mikrosantrifiij tiiplerine birakilan jel par¢alarinin iizerlerine, her 100
mg jel pargasi i¢cin 300 pl jel eritme tamponu ilave edildi. Karigim 50°C’de, 15 dakikadan az
olmayacak sekilde jel eriyinceye kadar bekletildi. Her 5 dakikada bir alt {ist edilerek
karstirildi. Iyice eridikten sonra, kitte bulunan ve iglerinde filtre ihtiva eden kolonlardan
stiziildii. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama tamponu ile santriftij edilerek
yikandi. Kolonlar 1 dakika bos olarak santrifiij edilerek yikama tamponu kalmtilar:
uzaklastirildi. Daha sonra kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplere alinds, iizerlerine 25 pl tampon
(elution buffer) ilave edildi ve 13.000 x g’de 1 dk santrifiij yapildi. Bu sekilde DNA’lar
temizlendikten sonra konsantrasyonlari nanodrop (Thermo Scientific) araciligryla belirlendi.
Boliim 2.3.2°de ifade edildigi gibi ligasyon reaksiyonu kuruldu ve istenilen gen bdlgesinin
pJET1.2 vektoriine klonlanmas1 saglandi. Rekombinant ara vektor E. coli DH10B kompetent
hiicrelerine transform edildi. Olusan kolonilerden hidrofobin genini ihtiva eden bir koloni

belirlendi ve dizin analizi i¢in Macrogen firmasina gonderildi.

2.4.3. Hidrofobin Geninin pPICZaC Vektoriine Klonlanmasi

pJET1.2 vektoriindeki hidrofobin geni, dizin analizi ile dogrulandiktan sonra bu vektor

EcoRI ve Notl enzimleri ile kesildi ve hidrofobin geni jelden temizlenerek bol miktarda elde
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edildi. Bu arada 25 pg/ml zeocin iceren besi ortaminda gece kiiltiirii hazirlanan, pPICZaC
vektoriiniin bulundugu E. coli hiicresinden bu vektor izole edildi. pPICZaC vektorii de ayni
enzimler ile (EcoRI ve Notl) muamele edilerek lineer hale getirildi. Hem vektoriin hem de
hidrofobin geninin konsantrasyonlar1 nanodropta belirlendikten sonra aralarinda ligasyon
reaksiyonu kuruldu. Ligasyon tiipiine 2 pl reaksiyon tamponu (10X), 4 ul (95,2ng) pPICZaC
vektorii, 1 pl (5U/uL) T4 DNA ligaz ve 3 ul (60,3 ng) hidrofobin geni ilave edildi. Son hacim
20 pul’ye ddH»O ile tamamlandi. Ligasyon reaksiyonu 16°C’de bir gece bekletildi. Ardindan
transformasyon islemi Bolim 2.3.2.2°de belirtildigi gibi gergeklestirildi. Transform edilen
hiicreler, zeocin (25ug/ml) ihtiva eden tuzsuz LB agar (Ek 1) {lizerine cam bagetle yayild:.
Petriler gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda antibiyotikli agar
besiyerinde biiyiiyen kolonilerde transform edilen plazmidin varligmi dogrulamak amaciyla
tuzsuz LB broth besiyerine (Ek 2) gece kiiltiirleri hazirlandi. Hazirlanan gece kiiltiirlerinden
plazmit izolasyonu yapilarak pPICZaC+hyd vektorii elde edildi (Sekil 19). Elde edilen
rekombinant vektoriin konsantrasyonu nanodrop ile dl¢iilerek sekans edilmek tizere Macrogen
(Hollanda) sirketine gonderildi. Sekans sonucunda elde edilen gen dizisi, Expacy Translate
ile protein formuna doniistiiriildii ve hidrofobin genleri i¢in ayirt edici bir 6zellik olan sistein

rezidiileri (aminoasitleri) (Ball ve ark., 2020) biyoinformatik olarak incelendi.
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Pagl BglII,01iI,Rsel,Bful,Van91l
BfmI Ecl136II
Cail ) Eco24I
Sacl
Dral
MssI

BfmI
Bful
Baul
Vspl
Bpullezl
Mph11@31

Xcel Pfel,+1
PscI Pspl4@61
Pagl
Xeel BelI
+3
+2 MunI
+1
Mbil +1
+
“ pPICZoC+hyd !
+2 3965 bp
+2
+2 +1
PdiI AanI
HinlI BseMI
+2
Bsul5I
Csil
AJiI
Smal
Cfrol
MauBI,Paul,+3
Ecol30I,+2
EM7 promoter,+1
Myc, 6xHis, Sall, Xmil
BamHI BshTI,Pfel,BseJl

Tatl Pfl2311
AOX1 terminator,BclI,Pvull BseJI

Sekil 19. Rekombinant maya vektdriiniin sematik gdsterimi. hyd gen bdlgesi turuncu ile
gosterilmistir.

2.4.4. Rekombinant pPICZaC+ hyd Vektoriiniin Sacl Enzimi ile Analizi

Rekombinant pPICZaC+hyd vektorii, maya hiicrelerine lineer veya dairesel formlarda
transform edilebilmektedir. Dairesel olarak transform edildiginde 50-100 pg rekombinant
vektore ihtiya¢ duyulurken, lineer olarak transform edildiginde gerekli olan miktar, 5-10
pg’dir. Bu ¢aligmada rekombinant vektor Sacl enzimi ile lineer hale getirilerek kullanildi ve
kullanilan enzimin genin i¢inde bulunmamasina dikkat edildi. Kesim reaksiyonu i¢in tiiplere
1 pg plazmit DNA, 1ul Sacl enzim (Thermo), 3 pl enzim tamponu (10X) koyularak reaksiyon
hacmi 30 pl’ye ddH-O ile tamamlandi. Ayrica negatif kontrol i¢cin pPICZa.C vektoriine  de
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ayni kesim reaksiyonu kuruldu ve hazirlanan reaksiyonlar, 37 °C’de bir gece inkiibe

edildikten sonra yiirlitme boyasi ilave edilerek agaroz jelde goriintiileme yapildi.

2.4.5. Maya Kompetent Hiicrelerinin Hazirlanmasi

50ml’lik falkon tiip icine (3 adet) 5’er ml YPD besiyeri (Ek 3) koyuldu. Taze
hazirlanmigs YPD agar besiyeri (Ek 5) iizerinde biiyiitiillen GS115 ve X-33 ekspresyon
konaklar1 ile GS115 albumin kontrol konak¢ismin bulundugu petrilerden steril kiirdan ile tek
koloniden 6rnek alinarak falkon tiiplerin i¢ine birakildi ve bir gece boyunca 30°C’deki etiive
koyuldu. 100’er ml taze YPD besiyerlerine, biiyiiyen kiiltiirlerden 100’er pl agilama yapilarak
konsantrasyonlart ODeoo’de 1,3-1,5 olana kadar tekrar 30°C’deki etiivde bir gece boyunca
birakildi. Istenilen konsantrasyon degerine ulasan kiiltiirler, 4°C ve 1.500 x g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij’den sonra siipernatantlar atildi1 ve pelletler 100ml’lik steril soguk
ddH>O’da c¢oziilerek ayni santrifiij kosullarinda 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra tekrar
siipernatantlar atild1 ve pelletler 50ml’lik steril soguk ddH>O’da ¢6ziilerek 4°C ve 1500 x
g’deki santrifiijde 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar atildi. Ardindan pelletler, soguk
4 ml, IM’lik sorbitol ile muamele edildi ve yeniden ayni santrifiij kosullarinda santrifiij edildi.
Son kez siipernatantlar atild1 ve pelletler, 1ml sorbitol (1M)’de ¢oziilerek maya kompetent

hiicreleri hazirland:.

2.4.6. Elektroporasyon Yolu ile Lineer Rekombinant Vektoriin Maya Kompetent
Hiicresine Transformasyonu

Oncelikle elektroporasyon kiivetleri ve deney iginde kullanilan diger malzemeler buz
icerisinde bekletildi. Sonra 80 pul X-33 maya kompetent hiicresi 5 pl lineer hale getirilmis
rekombinant vektor (1,2 pg) ile karistirildi ve soguk 0,2 cm lik elektroporasyon kiivetine
aktarilarak 5 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. Ardindan elektroporasyon cihazi
(BIO-RAD, MicroPulser)’na yerlestirilen tiipler 1,5kV akim uygulandiktan sonra hizli bir
sekilde cihazdan alindi ve iizerine soguk 1 ml (1M) sorbitol ilave edilerek tiip igerigi, soguk
deney tiipiine aktarildi. Ayn1 islemler negatif kontrol i¢in, GS115 ve GS115 albumin maya
kompetent hiicrelerine de uygulandi. Bunun i¢in 80 pul GS115 ile 80 ul GS115 albumin maya
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kompetent hiicrelerinin igerisine ayr1 ayr1 5 pl lineer hale getirilmis pPICZoC vektor (1pug)
ilave edilerek, yukaridaki islemler titizlikle takip edildi. Ardindan deney tiipleri sallanma
olmadan 30°C’deki etiivde 1-2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 10, 25, 50,
100, 200 pl olacak sekilde zeocinli (100 ul/ml) YPDS (Ek 6) iceren petrilere bagetle
yayilarak 30°C’de 3-4 giin inkiibe edildi. Biiyiiyen kolonilerden 10-20 koloni segilerek,
secilen koloniler zeocinli (100 pl/ml) YPD veya YPDS iceren petrilerde saflastirildi (Not:
GS115 maya hiicreleri, histidinli ortamda biiyiidiiklerinden GS115 rekombinant hiicreleri i¢cin

daha 6nceden (%0,004) histidin (Ek 7) aminoasiti i¢eren zeocinli YPDS petrileri hazirlandi).

2.4.6.1. Rekombinant P. pastoris X-33 ve GS115 Maya Hiicrelerinden DNA
Saflastirmasi ve PCR Analizi

Transformasyon sonucunda rekombinant X-33 P. pastoris mayasindan 3 koloni ve
rekombinant GS115 P. pastoris mayasindan ise 1 koloni se¢ildi. Se¢ilen kolonilerden zeocinli
YPD plaklara ekim yapild1 ve biiylimeleri i¢in 28°C’de 3 giin inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen
kolonilerden Fungal Miniprep Kit (Zymo Research) ile DNA izolasyonu gerceklestirildi.
Akabinde hidrofobin geni icin spesifik primerler kullanilarak bu DNA’lardan PCR yapildi.
PCR reaksiyonu, boliim 2.3.1°de anlatildig1 gibi yapild.

2.4.7. Rekombinant P. Pastoris (X-33)’te Protein Ifadesi

Transformasyon sonucunda olusan ve hyd genini i¢erdigi belirlenen P. pastoris X-33
transformantlarindan bir koloni secilerek, steril 250 ml’lik bir erlende 25 ml BMGY besiyeri
(Ek 13) i¢ine inokiile edildi. Kiiltiir ODsoo = 2-6 (yaklasik 16-18 saat) degerine ulagsana kadar
calkalamali inkiibatorde 250-300 rpm’de, 30°C’de biyiitiildii. Hiicreler uygun
konsantrasyona ulastiginda gliserol stogu hazirlandi. Bunun icin biiyiiyen kiiltiirlerden 800 pl
alinarak steril bir mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Uzerine steril gliserol (%87) den 200 pl ilave
edilip karigtirilarak -80°C’ye koyuldu. 25 ml’lik kiiltiiriin geri kalan1 50 mI’lik falkon tiipe
aktarilarak oda sicakliginda 3.000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve kalan

ortami ¢ikarmak i¢in tiipler ters ¢evrilerek bir doku tlizerine yerlestirildi. Daha sonra pelletin
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icinde kalan BMGY ortamini uzaklastirmak i¢in pellet, 20 ml’lik BMMY besiyeri (Ek 14)’nde
yeniden ¢6ziildii ve oda sicakliginda 3.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi.
Daha sonra hiicre pelleti yaklasik 100 ml’lik BMMY besiyeri icinde ODgoo =1.0 olacak
sekilde yeniden coziildii ve kiiltiir 1 litrelik steril erlene aktarildi. Erlenin agzi, ¢ift katlh steril
tiilbent ile kapatilarak 30 °C’deki sallamali inkiibatore koyuldu. Ekspresyonu devam ettirmek
icin her 24 saatte bir % 0,5 steril edilmis saf metanol eklendi (Weidner ve ark., 2010).
Ekspresyonun baglamasindan sonra belirli zamanlarda kiiltiirlerden 1ml 6rnek alinarak 1,5
ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplere aktarildi ve 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.
Siipernatant ve pellet farkli mikrosantrifiij tiiplerde olacak sekilde kullanilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edildi. Yukarida ifade edilen islemler, ayrica P. pastoris GS115 ve GS115

albumin rekombinant maya vektdorleri i¢in de yapilda.

2.4.7.1. Hiicre Dis1 Protein Ifadesi

Gen ifadesi asamasinda kiiltiirlerden alinan Ornekler santrifiij edilerek pellet ve
slipernatant olarak ayrildi ve kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi. Siipernatantlar
ilk olarak, protein konsantrasyonlarini arttirmak amaciyla liyofilizator ile konsantre hale
getirildi. Daha sonra konsantre hale getirilmis stipernatantlardan 50 ul alinarak {izerine 50 pl
2X SDS-PAGE yiikleme tamponu (sample buffer) ilave edildi ve protein denatiirasyonu i¢in
10 dakika 95°C’de kaynatild1 ve kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2.4.7.2. Hiicre ici Protein ifadesi

-80°C’de tutulan 1 ml hacmindeki hiicre pelleti hizli bir sekilde ¢oziildiikten sonra buz
iizerine koyuldu. Uzerine 100 pl kirma tamponu (Breaking Buffer) (Ek 15) eklenerek
karigtirildi. Asitle yikanmig cam boncuklar (0,5mm) hiicre pelleti ile ayn1 hacimde olacak
sekilde karigima ilave edildi. 30 saniye vorteksleme, 30 saniye buz lizerinde tutma islemi 8
dongii halinde tekrar edildi. Ardindan 4°C’de 10 dakika, maksimum hizda santrifiij edildi ve
stipernatant farkli bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Siipernatanttan 50 ul alinarak iizerine
50 pl 2X SDS-PAGE yiikleme tamponu (sample buffer) ilave edildi ve protein denatiirasyonu
icin 10 dakika 95°C’de kaynatild1 ve kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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2.4.8. Rekombinant P. pastoris (X-33)’te ifade Edilen Hidrofobin Proteininin
Western Blot Analizi

Ifade edilen hidrofobin proteinlerini yiiriitmek i¢in % 15°lik SDS-PAGE jeli hazirlandu.
Jelde kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Tablo 5’te verilmistir. Elde edilen karigimin
donmasi i¢in 30 dakika beklendi ve havayla temasini kesmek i¢in dH>O, jelin havayla temas

eden {ist kismma pipet yardimiyla dokiildii.

Tablo 5. SDS-PAGE i¢in gereken kimyasallar ve kullanilan miktarlar

Ayirma Jeli
Kimyasal Miktar
dH>O 3,3 ml
Tris (pH:8,8, 1,5M) 2,5 ml
Akrilamide (%30) 4,0 ml
SDS (%10) 100 wl
APS (%10) 100l
TEMED 4l

Yiikleme Jeli
dH:0 14 ml
Tris (pH:6,8, 1M) 250 pl
Akrilamide (%30) 330 pl
SDS (%10) 20ul
APS (%10) 20ul
TEMED 2ul

95 ul yiikkleme boyasi igerisine Sul Beta-merkaptaetanol eklendi ve karistirildi. Daha sonra
bu karigimdan 10 pl alinip, 10 pl 6rnek tizerine (1:1) ilave edildi. Proteinlerin denatiirasyonu
icin, 95°C’de 10 dakika kaynatilip buz iizerine alindi. Protein 6rnekleri %15°lik jele ~15 pl
yiikklendikten sonra SDS-PAGE iki saat boyunca 80V’ta calistirildi. Yiirime islemi
tamamlandiktan sonra blotlama islemine ge¢ildi. Bunun i¢in 6 adet kromotografi kagidi
(Cytiva) SDS-PAGE jelinin boyutlarinda kesildi. Kesilen kromotografi kagitlarindan 3 tanesi
%80 elektrobloting tamponu + %20 metanol karigimima batirildi ve blotlama cihazina

koyuldu. Uzerine %100 metanol’e batirilan (ayn1 boyutlarda kesilmis) nitroseliiloz membran
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yerlestirildi ve SDS-PAGE jeli de bu membran iizerine koyuldu. Son olarak, kalan
kromotografi kagitlar1 (3 adet) %380 elektrobloting tamponu + %20 metanol karisimina
batirilarak jel tizerine koyuldu ve blotlama cihazi 40 mA’de 1,5 saat calistirildi. Blotlama
isleminin ardindan membran, yikama soliisyonu (1X PBS, %0,5 siit tozu, %0,05 Tween 20)
ile 2 dakika yikandi. Ardindan %5’lik siit tozu (1X PBS, %35 siit tozu, %0,05 Tween 20)’nda
2 saat bekletilerek yikama soliisyonu (1X PBS, %0,5 siit tozu, %0,05 Tween 20) ile 3x10
dakika yikandi. Daha sonra birinci antikor (monoklonal anti-polyhistin antikoru, 1:1000
sulandirilmig) ile membran muamele edildi ve 8 ml yikama soliisyonu i¢ine 4 ul birinci antikor
eklenerek hazirlanan soliisyon oda sicakliginda bir gece boyunca ¢alkalanarak membranla
muamele edildi. Membran birinci antikor ile muamele edildikten sonra, 3x10 dakika yikama
soliisyonu (1X PBS, %0,5 siit tozu, %0,05 Tween 20) ile yikandi. Daha sonra membran ikinci
antikor anti-fare IgG (alkalin fosfataz antikoru, 1:1000 sulandirilmis) ile muamele edilerek 8
ml yikama soliisyonu icine 4 pl ikinci antikor eklendi ve bu soliisyon ile membran 1 saat oda
sicakhiginda hafif¢e ¢alkalandi. Daha sonra membran, 3x10 dakika yikama soliisyonu ile
yikandr ve 2x10 dakika da AP (Alkalin fosfataz) tamponu ile muamele edildi. Son olarak
100 ul nitroblue tetrazolium ve bromochloroindolyl fosfat (NBT/BCIP stok soliisyonu,
Roche) iceren 10 ml AP tamponunda yikanarak bantlar goriiniir hale gelene kadar hafifce
sallandi. Bantlar goriildiigiinde hemen soliisyon uzaklastirildi ve bol dH>O ile membran

yikandi.



3. BULGULAR

Entomopatojen funguslarda (EPF)’larda bulunan hidrofobin geninin, 6nemli bir maya
ekspresyon sistemi olan P. pastoris’te ifade edilmesine yonelik yapilan bu c¢alismada
tanimlanmis ve insektisidal 6zellikleri bilinen Metarhizium sp. (7), Beauveria bassiana (11)
ve Isaria fumosoresea (2) tiirlerine ait toplam 20 izolat kullanildi. Bu dogrultuda ilk olarak
fungus izolatlarinin besin ortaminda biiyiitiilmesi saglandi. Biiyliyen EPF kiiltiirlerinden DNA
izolasyonlari, ardindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile gene 6zgii spesifik primerler ile
hidrofobin gen bolgeleri belirlendi. Elde edilen sonuclara gore fungus izolatlarinin 16’simda
hidrofobin genine rastlanirken, 4‘linde hidrofobin geni tespit edilememistir. Hidrofobin geni
tespit edilen izolatlarin benzerlik oranlarmin belirlenmesi amaciyla biyoinformatik analizleri
yapildi. Ikinci olarak, literatiirdeki infektivite bilgileri kullanilarak hidrofobin ile
infektivitenin iliskilendirilmesi saglandi ve en yiiksek infektivite etkisine sahip izolat
belirlendi. Son olarakta, secilen izolata ait hidrofobin geninin P. pastoris maya sisteminde

ifade edilmesi saglandi. Yapilan ¢alismalarda asagidaki sonuglara ulasildi.

3.1. Besin Ortaminda Biiyiitiilen-Tanmimlanms ve Insektisidal Ozellikleri Bilinen
Entomopatojen Funguslar

Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvari’ndan temin edilen fungus izolatlar1 PDAY besiyerinde, 28°C’de, 5-7 giin
boyunca biiyiitiildi (Sekil 20).

Beauveria ve Isaria cinsine ait funguslar yiizeyi tozsu, pamuksu goriiniimde, diizgiin
yuvarlak koloniler olusturdu. Isaria kolonileri baslangigta beyaz, sonradan pembe bir renk
ald1. Metarhizium cinsine ait funguslar ise, tozsu yesil renkte sporlar olusturdu (287 nolu izolat

haric).

Metarhizium anisopliae’den 7 izolat (As-2, As-18, KTU-2 (Ardesen), KTU-21 (117),
289, Gg-12, 287), Beauveria bassiana’dan 11 izolat (KTU-24 (Ck), KTU-57 (Rh), K4, K5,
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Pa4, Pa5, HpA4, HpAS, Oj3, Oj7, LdA1) ve Isaria fumorosea’dan 2 izolat (KTU-42 (68-b),
KTU-1(Y2)) bu ¢alisma i¢in kullanild.

Sekil 20. Calismada kullanilan entomopatojen funguslarin PDAY besiyeri iizerindeki
koloni morfolojileri. Not: Sekiller iizerindeki kisaltmalar ve detaylar Tablo
6’da aciklanmustir.
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(Sekil 20°nin devami)
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3.2. Entomopatojen Fungus Kiiltiirlerinden izole Edilen DNA’lar

Biiyiiyen kiiltiirlerden, Fungal/Bacterial DNA MiniPrep Kiti (Zymo Research)
kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. 20 adet fungus kiiltiiriinden izolat basma toplam 102
ng ile 748 ng arasinda DNA elde edildi. Funguslarin DNA miktarlar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. EPF’lerden izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar1

) DNA . DNA
Izolat Tiir konsantrasyonu | 17olat Tiir konsantrasyonu
(ng/pl) (ng/ul)
As-2 M. flavoviride 551 KTU-24 B. bassiana 357
As-18 M. flavoviride 380 KTU-57 B. bassiana 134
KTU-2 | M. brunneum 308 K4 B. bassiana 395
KTU-21 | M. brunneum 605 Pa-4 B. bassiana 155
Gg-12 M. brunneum 657 Pa-5 B. bassiana 540
287 M. brunneum 108 HpA-4 B. bassiana 627
289 M. brunneum 502 HpA-5 B. bassiana 602
053 B. bassiana 678 K5 B. bassiana 555
Oj7 B. bassiana 605 KTU-1 I. fumosorosea 102
LdA1 B. bassiana 748 KTU-42 1. fumosorosea 364

3.3. Fungus Izolatlarinin PCR ile Cogaltilan Hidrofobin Gen Bélgeleri

Fungal izolatlarin hidrofobin gen bolgelerinin tespit edilmesi amaciyla Metarhizium
izolatlar1 i¢in 616 bp’lik (Sekil 21), B. bassiana izolatlar1 i¢in 514 bp’lik (Sekil 22) ve Isaria
izolatlar1 i¢in 514 bp’lik (Sekil 23) gen bolgesi Tablo 4’te belirtilen primerler kullanilarak
PCR ile ¢ogaltildi. Daha sonra PCR iiriinleri Nucleospin Extract DNA Saflastirma (Macherey-
Nagel) kiti ile saflagtirilarak DNA dizi analizi yapildi.
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Sekil 21. Metarhizium izolatlarinin hyd gen bolgesi, M: Marker (1kb, NEB), NK: Negatif kontrol.
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Sekil 22. Beauveria bassiana izolatlarmin hyd gen bolgesi, M: Marker (1kb, NEB), NK: Negatif
kontrol.
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Sekil 23. Isaria fumosorosea izolatlarmin hyd gen
bolgesi, M: Marker (1kb, NEB).

PCR ile elde edilen hidrofobin gen dizileri ara vektore (pJET 1.2) klonland1 (Béliim
2.3.2) ve DNA dizin analizi i¢in Macrogen (Hollanda) sirketine gonderildi. Sekans sonucu
incelendiginde, klonlamalarm yapildig1 rekombinant vektorlerin 14’itinde hidrofobin gen

dizisi tespit edilirken, 2’sinde hidrofobin benzerligi gosteren gen dizisi bulunamadi.

3.4. Hidrofobin Gen Dizilerinin Analizi

3.4.1. Hidrofobin Gen Dizilerinin Siiflarimnin Belirlenmesi

Hidrofobin gen dizileri kullanilarak hidrofobinlerin siniflar1 belirlendi. Bunun i¢in ilk
olarak her fungus tiiriiniin kendi hidrofobin geni i¢indeki (varsa) intron bolgeleri NCBI veri
tabanindan taranarak belirlendi ve bu bolgeler (Ek 16) hidrofobin gen dizisinden
uzaklastirilarak Expasy programi ile aminoasit yapisina cevrildi ve sistein aminoasitleri
arasindaki aminoasit uzakliklarindan (Tablo 7), izolatlarm hidrofobin siniflar1 tespit edildi

(Sekil 25).
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Tablo 7. Smif I ve sinif II hidrofobinlerde sistein aminoasitleri arasindaki uzakliklar
(Ball ve ark., 2020).

Smf Hidrofobin Genlerinde Bulunan Sistein Aminoasitleri Arasindaki Uzakliklar

Smif I X26-85- C1- X5.7- C2- C3- Xi9.30- Cq- Xg23- Cs- Xs5- Co- C7- X6.13- Cs- Xo.13

Smf I Xi7.67- C1- Xo.10- C2- C3- Xj1- C4- Xi6- Cs- Xs.9- Co- C7- X0~ Cs- Xe.7

3.4.2. Hidrofobin Gen Dizilerine Gére EPF’lerin Filogenetik iliskileri

Hidrofobin gen dizileri, NCBI GenBank’ta bulunan diger hidrofobin genleri ile niikleotit
(Sekil 24) ve aminoasit (Sekil 25) seviyesinde karsilastirildi. Karsilastirma BioEdit ve Mega7
programlar ile yapildi.

B. bassiana ve I. fumosorosea izolatlariin gen dizilerindeki 109 bg bliyiikliigiindeki
intron bolgeleri uzaklastirildi (KTU-57 izolatinin intron bolgeleri ‘splicing’ ile uzaklastirildi.)
ve intronsuz gen dizileri proteine doniistiiriilerek sistein aminoasitleri arasindaki uzakliklar
hesaplandi. Hidrofobin geni ihtiva eden 14 adet izolatin gen dizileri, Expasy Translate
programi ile protein formuna doniistiiriildi ve sistein aminoasitleri arasindaki uzakliklar Tablo
11°de gosterildigi gibi degerlendirildi. Elde edilen bulgularda, bu tez calismasinda kullanilan
ve hidrofobin genine sahip fungus izolatlarmin tiimiiniin sinif I hidrofobin grubunda yer aldig1
belirlendi (izolatlarin hyd niikleotit dizileri Ek 16°da verilmistir). Ayrica biyoinformatik
olarak smiflar1 belirlenen izolatlarin filogenetik analizleri de yapildi. Bunun i¢in NCBI veri
bankasindan smif I hidrofobin genine sahip farkli fungus tiirleri kullanild1 ve elde edilen

benzerlik oranlari, 14 adet fungus izolatinin smif I hidrofobin grubunda oldugunu destekledi.
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72| ® Metarhizium brunneum (Gg-12)
100|! @ Beauveria bassiana (X5)
@ Beauveria bassiana (KTU-24)
100 72! @ Beauveria bassiana (HpA4)
a1 — @ Beauveria bassiana (K4)
@ Beauveria bassiana (KTU-37)
52 9| , @ Beauveria bassiana (CP045886)
% | @ Beanveria bassiana (DQ1358133)
@ Beauveria bassiana (EF452344)
7L @ Isaria fumosorosea (KTU-1)
100 ||| @ Beauveria bassiana (0I7)
1 @ Beauveria bassiana (XM_008598112)
— = @ Beauveria bassiana (LdA1)
: @ Beauveria bassiana (0J3)
@ Beauveria bassiana (Pa5)
100 ‘® Metarhizium brunneum (CP038934)
@ Metarhizium brunneum (XM 014684628)
1_| @ Metarhizitm robertsii (XM_007827729)

6

5 @ Metarhizium anisopliae (M85281)
@ Metarhiziwn brunneum (287)
93 @ Metarhizium flavoviride (As-18)
= & Merarhizium brunneum (KTU-21)
@ Metarhizium anisopliae (HM3560700)
@ Acremonium alcalophilum (KX89802)

Sekil 24. Fungal izolatlarin hidrofobin gen dizisine gore filogenetik iliskileri. Mavi renk,
B. bassiana izolatlarini; yesil renk, [I. fumosorosea izolatlarini; mor renk,
Metarhizium sp. izolatlarmi ve kirmizi renk ise dis grubu ifade etmektedir.
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Beauveria bassiana (K3)
Metarhizium brunnewm (Gg-12)
Beauveria bassiana (Pa3}
Beanveria bassiana (07)

— Beauveria bassiana (0i3)
Beauveria bassiana (LdAl)

it Beauveria bassiana (KTU-37)

Beauveria bassiana (HpA4)
Beauveria bassiana (RTU-24)
a Beanveria bassiana (K4)
Eﬂ Isaria fumosoresea (KTU-1) — Simaf I
Metarhizium brunnewm (287}

100 Metarhizium flavoviride (As-18)
=" 499' Metarhizium brunneum (KTU-21)
e Metarhizium robertsii ARSEF 23 (XM_007828296)
Beauveria bassiana (EF20285)

B4 Sehizophvilum commune SC3 (EF196339)
18 4 —WI Pleurotus ostreatus POH2? (CAA112392)
Pisolithus tinctorius hvdl (AAC49307)
B Schizoplvllum commune SC4 (EFI03892)
M Schizophvilum eommune SC1 (EFT03889)
56 Sehizephyilum commune SC6 (EF103369) .
Ophiostoma nova-ulmi 182 (KF725663) ]—Sllll_f I

Sekil 25. Fungus izolatlarmin Hyd protein dizilerine gore filogenetik iliskileri. Dis grup
olarak smif II hidrofobin proteinine sahip Optiostoma nova-ulmi fungusu
kullanilmstir.

Bu tez calismasinda 20 adet EPF izolatinin 14’tinde hidrofobin geni tespit edildi.
Hidrofobin gen dizilerine gore yapilan filogenetik analiz sonucunda, I. fumosoresea ve B.
bassiana izolatlarmna ait hidrofobin genlerinin kendi iclerinde birbirlerine %52 oraninda,
Metarhizium izolatlarina ait hidrofobin genlerinin ise kendi i¢lerinde birbirlerine %100
benzerlik gosterdigi tespit edildi. Ayrica M. brunneum Gg-12 hidrofobininin Metarhizium
olarak tanimlanmasina ragmen B. bassiana izolatlar1 arasinda yer almasi ve B. bassiana K5
hidrofobin geni ile % 72 oraninda benzerlik gostermesi dikkat cekiciydi. Ote yandan I.
fumosoresea KTU-1 hidrofobin geninin B.bassiana izolatlarmdan OJ7 hidrofobin geni ile
%73 oraninda benzerlik gdstermesi diger bir dikkat ¢ekici noktaydi. Dis grup olarak ise,

Acremonium alcalophilum fungusunun gen siras1 kullanildi.
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3.4.3. Fungus Izolatlarmin Hidrofobin Gen Dizileri Kullamlarak 3 Boyutlu
Yapilarimin Elde Edilmesi

Hidrofobin gen dizileri belirlenen 14 fungus izolatmmn ii¢ boyutlu yapilari, Phyre?

programi (URL-3, 2022) ile belirlendi (Sekil 26).

Sekil 26. Hidrofobin gen dizileri belirlenen fungus izolatlarinin 3D protein yapilar1.
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Sekil 26°nin devami

Proteinlerin katlanma 6zellikleri incelendiginde, Metarhizium izolatlarindan As-18 ve
KTU-21’in protein katlanma 6zelliklerinin benzer oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda, B.
bassiana izolatlarindan KTU-24, KTU-57, K4 ve K5 kendi iclerinde; HpA4, LdA1, Oj-3, Oj-
7 ve Pa5 kendi i¢lerinde benzer katlanma 6zellikleri sergilemektedir. Ayrica I. fumosoresea
KTU-1 ve M. brunneum Gg-12 hidrofobinlerinin katlanma 6zelliklerinin, B. bassiana KTU-
24, KTU-57, K4 ve K5 ile benzerlik tagidig1 goriilmektedir.

3.5. Insektisidal Etki ile Hidrofobin Proteinlerinin Karsilastirilmasi

Tez c¢alismasinda kullanilan EPF’lerin insektisidal etkileri, Tablo 8-9-10’da

gosterilmigtir.



Tablo 8. Metarhizium sp. izolatlarinin insektisidal aktiviteleri

INSEKTIiSIDAL AKTiVITELER

Hidrofobin Proteini

IZOLAT
(Metarhizium sp.) | Etki Oram (%) Konuk¢u Canh (Hyd) IR
As-2 93 Amphimallon solstitiale Smif I (Hyd3) Biryol ve ark., 2020
As-18 96 Amphimallon solstitiale Smif I (Hydl1, Hyd3) Biryol ve ark., 2020
92 Agelastica alni
KTU-2 (Ardesen) 83 Corythucha ciliata (ergin) Smif I (Hydl1, Hyd3) Sevim ve ark., 2013
80-90 Coryhucha ciliata (larva)
KTU-21 (117) 75 Agelastica alni Smif I (Hyd1, Hyd3) Sénmez ve ark., 2017
60-70 Coryhucha ciliata
287 80-90 Agelastica alni Smuf (Hyd1) Sevim ve ark., 2013
289 80-90 Agelastica alni Bulunamadi Sevim ve ark., 2013
Gg-12 93 Lobesia botrana Smf (Hyd1) Sénmez ve ark., 2016
100 G. gryllotalpa (larva)

Tablo 9. Isaria fumosoresea izolatlarinin insektisidal aktiviteleri

INSEKTISIiDAL AKTiVITELER

IZOLAT Hidrofobin Proteini
(I.fumosorosea) (Hyd) REFERANS
; Etki Oram (%) Konukc¢u Canh y
KTU-1 (Y2) 0-20 Tenebrio molitor (larva) Smif I (Hyd) Sevim, 2020
KTU-42 (68-b) 60-70 Corythucha ciliata Bulunamadi Sevim ve ark., 2013

9¢



Tablo 10. Beauveria bassiana izolatlarinin insektisidal aktiviteleri

Hypera postica (larva)

IZOLAT INSEKTIiSiDAL AKTIVITELER i i ini
(B. bassiana) H‘d“’f"b}‘;‘ (f“’te““ REFERANS
Etki Oram (%) Konukc¢u Canh (Hyd)
100 Agelastica alni
77-83 Coryhucha arcuata Sonmez ve ark., 2016
KTU-24 (Ck) 86 Coryhucha ciliata (ergin) Smif I (Hyd) Sénmez ve ark., 2017
80-90 Coryhucha ciliata (larva)
100 Thaumetopea pityocampa
75 Coryhucha ciliata (ergin) Sevim ve ark.. 2013
70 Coryhucha ciliata (larva) . N
KTU-57 (Rh) 75 Orosanga japonica (ergin) Smif I (Hyd) Biryol ve ark., 2021
75 Orosanga japonica (larva)
K4 98-100 Hypera postica (ergin) Simif I (Hyd) Yiicel ve ark., 2018
Hypera postica (larva)
Pa-4 60-70 Myzus persicae Bulunamadi Biryol ve ark., 2021
Pa-5 70-80 Myzus persicae Smif I (Hyd) Biryol ve ark., 2021
053 70-80 0. japonica Smif I (Hyd) Yayina doniistiiriilmedi
057 70-80 0. japonica Smif I (Hyd) Yayina doniistiiriilmedi
LdA1 80-90 Leptinotarsa decemlineata Smif I (Hyd) Yildirim, 2021
i Hypera postica (ergin) .
HpA-4 97 Hypera postica (larva) Smif I (Hyd) Yiicel ve ark., 2018
HpA-5 97 Hypera postica (ergin) Bulunamadi Yiicel ve ark., 2018
Hypera postica (larva)
K5 80-90 Hypera postica (crgin) Smif I (Hyd) Yiicel ve ark., 2018
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3.6. Hidrofobin Geninin Pichia pastoris’te ifade Edilmesi

B. bassiana tiriiniin insektisidal etkilerinin yiiksek olmasi, morfolojik 6zellikleri dikkate
alindiginda hizli sporlagsma gostermeleri ve hif yapilarindan otiirii bu tiire ait bir izolatin
ekspresyonda kullanilabilecegine karar verildi ve bu amagla elimizdeki EPF’ler igerisinde bu

kosullara en uygun izolatin KTU-57 (Rh) izolat1 oldugu sonucuna varildi.

3.6.1. KTU-57 (Rh) izolatindan RNA izolasyonu

KTU-57 (Rh)’nin hidrofobin geni P. pastoris’te ifade edilmek {lizere belirlendi. Bunun
icin ilk olarak bu izolattan toplam RNA izolasyonu yapild1 ve elde edilen RNA’lar, DEPC ile
muamele edilmis %1°lik agaroz jel iizerinde yiiriitiildii (Sekil 27). Jel {izerinde ribozomal
RNA alt birimlerine ait bantlarin net olarak goriinmesi, saflastirilan RNA 6rneginin saglam,

kirilmamis oldugunu ve cDNA ¢alismasi i¢in kullanilabilecegini gosterdi.

28S
18S

5S

Sekil 27. KTU-57 EPF’sinden elde edilen toplam RNA.
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3.6.2. ¢cDNA’larn Elde Edilmesi ve Ara Vektore Klonlama

Elde edilen RNA’lardan ilk olarak revers transkriptaz enzimi (GoldBio) varliginda tek
zincirli cDNA’lar, daha sonra ise bu tek zincirli cDNA’lardan PCR ile ¢ift zincirli DNA’lar
elde edildi. Sonug olarak, beklenildigi gibi 405 baz ¢ifti uzunlugunda hidrofobin genine ait
cDNA elde edilmis oldu (Sekil 28).

bp

1000

500

405 be (hyd)
400

300
200
140

Sekil 28. KTU-57nin hidrofobin genine ait cDNA.

Agaroz jelde goriintiilemesi yapilan cDNA’lar jelden temizlenerek, pJET1.2 ara
vektoriine klonlandi. Klonlama isleminin akabinde rekombinant pJET 1.2 vektorii, EcoRI ve
Notl enzimleri ile kesildi (Sekil 29). Kesim sonucunda olusan vektor (2974 bg) ve hedef gen
(405 bg) bantlar1 jel tlizerinde goriintiilendikten sonra, hidrofobin geni jelden kesilerek

temizlendi.
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bp

3000
2974 be
2000
1500
1000
500 405 be (hyd)

Sekil 29. pJET rekombinant vektoriin EcoRI ve Notl ile
restriksiyon analizi. 1,2: pJET+hyd (EcoRl/Notl),
M:1kb, NEB.

3.6.3. pPICZaC Maya Vektoriiniin Kesimi ve Rekombinant Maya Vektoriiniin
Elde Edilmesi

P. pastoris pPICZaC vektorii EcoRI ve Notl enzimleriyle kesildi ve konsantrasyonu
belirlenen hidrofobin geni ile ligasyon kuruldu. Ligasyon reaksiyonu ve transformasyon
islemleri, boliim 2.4.3’te anlatildig1 gibi gerceklestirildi. Sonucta, rekombinant maya vektorii
(pPICZaC+hyd) elde edildi. Elde edilen rekombinant maya vektori, Hindlll ve Sall
enzimleriyle kesilerek dogrulandi (Sekil 30).
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M  pPICZoaC+hyd

~3161 be

~800 b

Sekil 30. Rekombinant maya vektoriintin HindIIl ve Sall
ile restriksiyon analizi.

Hidrofobin geninin maya vektorii igerisindeki yerlesiminin dogrulugunu teyit etmek
amactyla rekombinant maya vektorii dizin analizi icin Macrogen (Hollanda) firmasina
gonderildi. Analiz sonucunda hyd gen dizisinin vektordeki yerlesiminde bir problem olmadigi
belirlendi. Elde edilen hyd gen dizisi, Expasy programi ile proteine doniistiiriildii ve

hidrofobinler i¢in 6nem teskil eden 8 sistein (C) amino asidi dizide gosterildi (Tablo 11).

Tablo 11. Maya vektoriine klonlanan hidrofobin geninde yer alan sistein aminoasitleri

MTLGQAGDRCGADQSIY CCNEKTTKIEHSSPETGLGGLLGATVGADGLLSHLLGTCTKIPVNVLAVGNLLQSEC
TNRAACCHNTPSVAYGGLVNLALPCVAIGSLIQAAASFLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH-

3.6.4. Rekombinant Maya Vektorii (pPICZaC+hyd)’niin Ekspresyon Konagina
Transformasyonu

Rekombinant maya vektoriinii konaga aktarmak i¢in lineer hale getirmemiz
gerekmektedir. Bunun i¢in rekombinant vektor, Sacl restriksiyon enzimi ile muamele edildi

(Sekil 31) ve kesim sonucunda elde edilen bant biiyiikliigli ~3961 baz cifti olarak belirlendi.
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~3961 b¢ —»|

Sekil 31. Rekombinant maya vektoriiniin Sacl ile restriksiyon analizi.
M:1 kb NEB, K: Kesilmemis plazmit.

Lineer hale getirilen rekombinant maya vektorii elektroporasyon yolu ile  P. pastoris
X-33 ekspresyon konagia aktarildi. Ayrica kontrol olarak hazirlanan ve lineer hale getirilen
pPICZaC vektorii de hem GS115 ekspresyon konagina hem de GS115 albumin kontrol
konakgisina aktarildiktan sonra tiipler, sallanma olmadan 30°C’deki etiivde 1-2 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 10, 25, 50, 100, 200 pl olacak sekilde zeocinli (100
pl/ml) YPDS plaklarma bagetle yayildi ve biiyiimeleri i¢in 30°C’de 3-4 giin inkiibe edildi.
Biiyiiyen kolonilerden 10 adet secildi ve secilen koloniler zeocinli (100 pl/ml) YPDS
plaklarinda saflastirildi ve stok kiiltiirleri hazirlandi (Sekil 32).
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Sekil 32. P. pastoris gen ifade konaklarinda transformasyon sonucu olusan
koloniler.

Biiyiiyen kolonilerden Fungal/Bacterial DNA MiniPrep Kit (Zymo Research)
kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapildi. izole edilen DNA’lar kullanilarak yapilan ~ PCR



64

sonucunda, jel tlizerinde 405 bg biyiikliigiinde hedef bandin gozlenmesiyle mayanin

genomunda hidrofobin geninin oldugu dogrulandi (Sekil 33).

Uy
g
——
——
e
—

:

[

405 be (hyd)

Sekil 33. Rekombinant P. pastoris X-33’iin genomunda bulunan
hidrofobin geninin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: Marker
1kb DNA Ladder Plus, NK: Negatif kontrol (GS115),
PK: Pozitif kontrol.
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3.6.5. Pichia pastoris’te Gen Ifadesi

Gen ifadesi icin transformasyon sonrasi biiyliyen rekombinant P. pastoris X-33
mayasindan 2 koloni, rekombinant P. pastoris GS115 ve GS115 albumin mayalarindan ise
1’er koloni alind1 ve ortam kosullar1 P. pastoris’te gen ifadesi icin uygun hale getirildi (Boliim

2.4.7). Kullanilan inkiibatorlerin sicakligimin 28-30°C’de olmasina dikkat edildi (Sekil 34).

Sekil 34. Protein ifadesi i¢in kiltlirlerin istenilen kosullardaki inkiibatorlere
yerlestirilmesi.

Protein ifadesi i¢in 24. saat ve 48. saatlerdeki kiiltiirlerden 1 ml 6rnek alindi ve bu 6rnek
santrifiij ile siipernatant ve pellet olarak farkli mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. Daha sonra
hiicrenin pelletinde ve siipernatantinda ifade edilen Hyd proteinleri (Bolim 2.4.7.1 ve 2.4.7.2)

SDS-PAGE jeline yiiklendi ve Western Blot ile goriintiilemeleri yapildi (Sekil 35).
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14kDa (hyd)

Sekil 35. Hidrofobin geninin Western blot analizi. M: Marker, Kl:
GS115+pPICZaC, K2: GS115Albumin+pPICZaC,
1: pPICZaC+hyd (48.h), 2: pPICZaC+hyd (24.h).

Sonug olarak, rekombinant X-33 maya hiicresinde ifade edilen hidrofobin proteinine

hiicrenin pelletinde rastlandi ve biiyiikligii, Western blot analizi ile ~14 kDa olarak belirlendi.



4. TARTISMA

Entomopatojenik funguslar, pek ¢ok zararli bocek popiilasyonunun kontrol altinda
tutulmasinda 6nemli rol oynayan biyolojik miicadele etmenleridir. Bu organizmalar, zorlu
cevre kosullarma dayaniklilik kazanabilmek i¢cin hidrofobin proteinleri {iretirler.
Hidrofobinler, hava hiflerine ve konidialara hidrofobiklik saglayan, mantarlarin konak
yiizeylere tutunmasini destekleyen, ipliksi funguslara 6zgii kiiciik ve ylizey aktif 6zellikte olan
proteinlerdir (Ball ve ark., 2020). Bu proteinler, fungus sporlarmin etrafinda monolayer (tek
siralt) katmanlar halinde bulunur. Icerdikleri disiilfit baglar1 nedeniyle son derece kararl
yapida olup fungusa yasam siiresi boyunca bir¢ok avantaj saglar. Sporun ¢imlenmesinde,
zararli 1smlara (UV 1sm1 gibi) karst sporun kendini korumasinda (stres direnci
olusturmasinda), sporun konukg¢uya yapigsmasinda ve konukcu lizerinde viriilans (enfeksiyon)
olusturmasinda etkilidirler (Blango ve ark., 2019).

Bu tez c¢alismasinda entomopatojen funguslarda bulunan hidrofobin genlerinin
belirlenmesi, hidrofobin Ozellikleri ile insektisidal 6zelligin karsilastirilmas: ve secilecek
hidrofobin genininin Pichia pastoris maya sisteminde ifade edilmesi saglanarak endiistriyel
kullanim i¢in hazirlanmasi amaglanmaktadir. Ozellikle hidrofobinler 6ztoplanma yapabilme,
giiclii asitlerde ¢oziinebilme, yiizey 6zelliklerini degistirebilme 6zelliklerinden ve surfektant
olmalarindan dolay1 bircok biyoteknolojik uygulamada umut vaat eden kiiciik boyutlu
amfipatik proteinlerdir (Piscitelli ve ark., 2017; Ball ve ark., 2020). ilaglarmn biyoyararlanimy,
yiizey modifikasyonlari, hidrofobik materyallerin sulu cozeltilerde dagitilmasi, iiretim
proseslerinde kopilik olusumunun engellenmesi, biyosensorler, rekombinant proteinlerin
saflagtirma basamaklar1 ve kendi kendini temizleyen materyallerin iiretimi gibi alanlar,
hidrofobinlerin en giincel uygulama alanlar1 olarak siralanabilir (Kulkarni ve ark., 2017).
Hidrofobinler, amfipatik 6zelliklerinden dolay1 nanopartikiil olusturmak ve stabilize etmek
icin kullanilabilme potansiyeline sahip, basit ve tiire 0zgii alternatiftirler (Wosten ve
Scholtmeijer, 2015). Hidrofobinlerin oldukc¢a kararli emiilsiyerler olusturma yetenegi, onlarin
farmasotik uygulamalarda stabil preparatlarin hazirlanmasinda, ila¢ endiistrisinde ve temizlik

malzemelerinde emiilgator olarak kullanilabilirligini saglamaktadir (Linder ve ark., 2005).
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Bu amacgla Metarhizium, Beauveria ve Isaria tiirlerinden olusan 20 adet EPF izolati PDAY
besiyeri lizerinde biiyiitiilerek DNA izolasyonlar1 yapild1 ve tiire 6zgii, gene spesifik primerler
ile hidrofobin gen bdlgeleri ¢ogaltildi. Sevim ve ark. (2012), Metarhizium KTU-60 izolatinda
gene spesifik primerler ile sinif I (hydl, hyd3) ve smf 11 (hyd2) hidrofobinleri elde ederek 616
b¢’lik hidrofobin gen bolgesini c¢ogaltmislardir. Bu tez caligmasinda ise Metarhizium
izolatlarindan As-18, KTU-21, Gg-12 ve 287°de ayni primerler kullanilarak smif I (hydl,
hyd3) hidrofobini tespit edildi ve 616 b¢’lik hidrofobin gen bolgesi ¢ogaltildi. Ayrica, B.
bassiana ve I. fumosorosea izolatlarindan elde edilen hidrofobin genlerinin (514 bg) smif I
grubuna ait oldugu biyoinformatik ve filogenetik analizler ile dogrulandi. Sinif 1
hidrofobinlerin monomerleri, a-sarmal duruma saniyeler i¢cinde ulagirken, - tabaka durumuna
dontistimleri ¢ok daha yavastir (Ren ve ark., 2013a) ve bu durum onlarmm katlanma
davranislarmi etkilemektedir. Bununla birlikte fungus izolatlarinin hicbirinde smif 11
hidrofobinine rastlanilamadi. Literatiirde hidrofobinler {izerine yapilan ¢alismalarda He ve
ark. (2017), smif Il Trichoderma reesei’den Trhfb3 hidrofobin genini elde ederek bu genin
fungus tizerindeki islevini karakterize etmislerdir. Zhang ve ark. (2011), B. bassiana’dan smif
I (hydl, hyd2) hidrofobini; Rafeeq ve ark. (2021), Pleurotus floridanus’tan sif I (PfH)
hidrofobinini; Tao ve ark. (2019), Flammulina filiformis’ten hyd9 genini elde etmislerdir.
Moonjely ve ark. (2018) ise, B. bassiana sif I (hydl, hyd2) hidrofobin geninin etkinligini
azaltarak bu genlerin fungus iizerindeki fonksiyonunu goézlemislerdir. Sonugta, fungusun
fasiilye kokleri ile etkilesiminin biiylik dl¢iide azaldigini, bliylime hizinin, spor olusturma
kabiliyetinin ve oosporein iiretiminin etkilendigini bildirmislerdir.

Metarhizium tiirii funguslar, yesil veya sar1 yesil renkli paralel zincirlerden olusan bir
yap1 olustururlar (Sinha ve ark., 2016). Bu calismada kullanilan Metarhizium 287 izolati ise
bu durumun aksine beyaz, pamuksu bir morfoloji gosterdi. Bunun yaninda molekiiler
ozellikleri ve filogenetik analizler, onun bir Metarhizium oldugunu dogruladi (Sekil 24-25).
Bu calisma ile entomopatojenik fungus Metarhizium’larin kat1 besiyeri iizerindeki morfolojik
yapilarinin, sadece yesil ve yesilin tonlarinda degil, beyaz ve pamuksu yapida da olabilecegini
gosterdi (Sekil 20).

Metarhizium tiirlerinden 7 izolat, B. bassiana’dan 11 izolat ve 1. fumosoresea’dan 2
izolat bu ¢aligma i¢in kullanilmistir. Bu izolatlarin 14’iinde hidrofobin genine rastlanmistir
(As-18, KTU-21, Gg-12, 287, KTU-24, KTU-57, K4, Pa-5, HpA4, K5, 0J3, OJ7, LdA, KTU-

1). Bu sonuglar ile tiim entomopatojen funguslarin hidrofobin genine sahip olmadigi, fakat
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%70’inin hidrofobin geni tasidigi belirlenmistir. Ancak hidrofobin proteini kodlamayan
fungus izolatlarinda alternatif bir protein olup olmadig1 cevap arayan sorular arasindadir.

Gen ifadesinde kullanilacak izolatin se¢imi icin literatiir taramasi yapilarak, izolatlarin
canli tiirler lizerindeki adhezyon derecesi, mortalite dzellikleri, spor olusturma yetenekleri ve
abiyotik faktorlere (UV, sicaklik vs.) karst gosterdikleri direng arastirildi. Biryol ve ark.
(2020), Metarhizium flavoviride As-18 izolatinin Amphimallon solstitiale ergin ve larvalari
izerinde %96; Sonmez ve ark. (2017), Metarhizium brunneum KTU-21 izolatinin Agelastica
alni  ve Coryhucha ciliata tlizerinde swasiyla %75, %70-80; Sonmez ve ark. (2016),
Metarhizium brunneum Gg-12 izolatinin Lobesia botrana ve G. gryllotalpa larvalari tizerinde
strastyla %90, %100; Sevim ve ark. (2013), Metarhizium brunneum 289 izolatinin Agelastica
alni iizerinde % 80-90 oraninda mortalite gésterdigini bildirmislerdir. Yiicel ve ark. (2018),
Beauveria bassiana K4, KS, HpA4 ve HpAS izolatlarinin Hypera postica ergin ve larvalari
iizerindeki insektisidal etkilerini aragtirmiglardir. Elde ettikleri bulgularda K4 izolatinin %98-
100, K5 izolatmin %80-90, HpA4 ve HpAS izolatlarmmn %97 oraninda etki gosterdigini;
Biryol ve ark. (2021), Beauveria bassiana Pa-4 ve Pa-5 izolatlariin Myzus persicae
iizerindeki insektisidal etkilerini sirasiyla %60-70 , %70-80 oldugunu bildirmislerdir.
Yildirim (2021), LdA1 izolatinin B. bassiana Leptinotarsa decemlineata tizerinde %80-90
diizeyinde etki gosterdigini agiklamustir. B. bassiana KTU-24 ve KTU-57 izolatlarmin her
ikisi de canli konaklar iizerinde yliksek mortalite 6zelligi géstermektedir (Sevim ve ark., 2013;
Sonmez ve ark., 2016 ve 2017; Biryol ve ark., 2021). Ozellikle Corythucha ciliata ergin ve
larvalar1 tizerinde KTU-24 izolat1 %77-86; KTU-57 izolat1 ise %75-83 oraninda insektisidal
etki gostermektedir. KTU-57"nin insektisidal etkilerinin yaninda, abiyotik faktdrlere karsi
gosterdigi direng (Biryol ve ark., 2021) g6z Oniinde bulundurularak bu izolatta yer alan
hidrofobin geninin P. pastoris maya sisteminde ifade edilmesi kararlastirild1.

P. pastoris, 1980'1erde rekombinant proteinler icin bir iiretim sistemi olarak
tasarlanmistir. Bu maya, cok yiiksek hiicre yogunluklarina kadar biiyiitiilebilir ve hiicre i¢i
olarak eksprese edilebilen veya kiiltiir ortamima salgilanabilen yiiksek rekombinant protein
iretimini gerceklestirebilir (Spohner ve ark., 2015). Glikoz ve diger karbon  kaynaklarmnin
yani sira metanolde de biiylime kabiliyetine sahip olmasi, onu biyoteknolojik uygulamalar i¢in
vazgecilmez yapmaktadir (Mattanovich, 2017). Pedersen ve ark. (2011),  entomopatojenik
fungus Aspergillus fumigatus’tan ribozomal RNA izolasyonu gerceklestirerek, bu RNA’dan
revers transkriptaz enzimi varligida cDNA elde ettiler. Daha sonra RT-PCR ile elde ettikleri
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DNA’dan rodA ve rod B hidrofobin genlerini izole ederek TOPO® (ara) vektoriine ardindan
P. pastoris pPICZa A ekspresyon vektoriine klonladilar. Sacl enzimi ile lineer hale getirdikleri
rekombinant vektorii, elektroporasyon ile P. pastoris X-33 gen ifade konagma transform
ederek ifade ettikleri Rod A ve Rod B hidrofobin proteinlerinin biiyiikliiklerini sirastyla 14
kDa ve 12 kDa olarak tespit ettiler. Niu ve ark. (2011), cDNA ile elde ettikleri Trichoderma
reesei hidrofobin geni (hfbl)’ni PMDI19-T ara vektoriine oradan da pPIC9 vektoriine
klonladilar. Stul enzimi ile lineer hale getirdikleri rekombinant vektorii P. pastoris GS115 gen
ifade konagma elektroporasyon ile transform ederek {irettikleri hidrofobin proteininin
biiytikligiinii 7.5 kDa olarak belirlediler. Benzer sekilde Wang ve ark. (2010), Grifola
frondosa hidrofobin geni (hfbI)’ni GS115 ekspresyon konaginda ifade ederek, elde ettikleri
HFBI proteininin biiylikliigiinii 8 kDa olarak tespit ettiler. Diger taraftan Kirkland ve ark.
(2010), entomopatojenik fungus B. bassiana smif I hidrofobin genini ifade edebilmek icin, E.
coli gen ifade sistemini kullanmislardir. Ik basta, istenilen proteinin E. coli’de dnemli
miktarda tiretilmesi saglanamamistir. Bunun igin proteinin pH aracili boliinmesini optimize
etmek ic¢in, proteinin N-terminali degistirilmistir. Protein ekspresyonu E. coli Rosetta 2 (DE3)
izolat1 kullanilarak yapilmis ve elde edilen hidrofobin proteinin biiyiikliigii ~10 kDa olarak
belirlenmistir. Bu tez calismasinda da, rekombinant protein iiretimi i¢in konak¢1 organizma
olarak P. pastoris X-33 izolat1 kullanilmistir (Pedersen ve ark., 2011). P. pastoris X-33
izolatinda ekstraselliiler olarak rekombinant iiretimi gergeklestirdiginde, enzimin N-terminal
kisminda bulunan a- faktor sinyal ve Kex2 sinyal dizilerinin varligina ragmen rekombinant
proteinin hiicre i¢i liretiminin daha fazla gergeklestirildigi gézlenmistir. Bunun sebebi olarak
da rekombinant maya hiicrelerinde endoplazmik retikulumdaki oksidatif stres sonucu
proteinlerin yanlis katlanmasi, bunun akabinde hiicrelerin tepki olusturmasi ve protein
saliniminin bozulmasi gosterilmistir (Massahi, 2017). Bu nedenle iiretilen proteinin hiicre
icine toplanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez boyunca yiiriitiilen ¢calismalardan elde edilen sonuglar, literatiirdeki ¢aligmalarla
uyumludur. Calisma sonunda 6nemli miktarda protein ifadesi gerceklestirilmis olmakla
birlikte, hidrofobin proteinin endiistriyel amacl kullanilmas: i¢in iiretim kapasitesinin

arttirilmasina yonelik optimizasyon ¢aligmalar1 devam etmektedir.



5.SONUCLAR

Yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan ‘Entomopatojen Funguslara Ait Hidrofobin
Genlerinin Arastirilmasi, Hidrofobin-Infektivite iliskisinin Belirlenmesi ve in vitro Sistemde
Ifadesi’ isimli bu ¢alismada asagidaki sonuclar elde edildi.

1) Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilen entomopatojen fungus kiiltiirlerinin (20 adet) kati besiyeri
iizerinde biiylimeleri saglanarak, morfolojik yapilar1 incelendi. Elde edilen bulgularda, bir
entomopatojenik fungus olan Metarhizium’larin sadece yesil ve tonlarinda morfolojik yap1
olusturmayacaklari, bazilarmin da beyaz ve pamuksu yapi olusturabilecekleri sonucuna
varildi. Ardindan fungus izolatlarinin DNA izolasyonlar1 yapildi.

2) DNA izolasyonu yapilan fungus kiiltiirlerinden gene 6zgii spesifik primerler ile
hidrofobin gen bolgeleri tarand1 ve 4 tanesinde 616 bg biiytikliiglinde, 10 tanesinde ise 514 bg
biiyiikliiglinde hidrofobin geni (hyd) bulundu. Bu kapsamda, tiim entomopatojenik
funguslarin hidrofobin genine sahip olmadigi, bu c¢alisma ile 20 adet entomopatojenik
fungusun sadece %70’inde hidrofobin geni bulundugu sonucuna varildi.

3) Hidrofobin genleri ara vektore (pJET1.2) klonlanarak dizin analizi gerceklestirildi.
Sekans sonucuna gore fungus izolatlarinin filogenetik analizleri yapildi ve benzerlik oranlar1
tespit edildi. Elde edilen verilere gore Gg-12’nin bir Metarhizium izolat1 olmasina ragmen B.
bassiana izolatlar1 ile %72 benzerlik gosterdigi, B. bassiana izolatlar1 ile ayn1 intron bolgeleri
icerdigi ve 3D protein yapilarinin da ayn1 oldugu gézlemlendi.

4) B. bassiana ve I. fumosorosea izolatlarinin gen dizilerindeki 109 bg biiyiikliiglindeki
intron bolgeleri uzaklastirildi (KTU-57 izolatinin intron bolgeleri ‘splicing’ ile uzaklastirildi.)
ve intronsuz gen dizileri proteine doniistiiriilerek sistein aminoasitleri arasindaki uzakliklar
hesaplandi ve filogenetik analizleri yapildi. Sonugta, ¢alismada kullanilan tiim izolatlarmn sinif
I grubuna ait oldugu belirlendi.

5) B. bassiana KTU-57 izolatina ait hidrofobin geninin rekombinant P. pastoris (X-33)

maya sisteminde ifade edilmesiyle ~ 14 kDa biiyiikliigiinde protein elde edildi.



6. ONERILER

Bu ¢aligma ile entomopatojen fungus izolatlarinda (14 adet) bulunan hidrofobin genleri
tespit edilerek en yiiksek insektisidal etkiye sahip olan izolatin hidrofobin geni 6nce ara
vektore (pJET1.2), ardindan P. pastoris pPICZa.C maya vektoriine klonland1 ve P. pastoris
(X-33) maya sisteminde ifadesi saglandi. Bu tez caliymasindan sonra yapilabilecek olan

calismalar1 su sekilde onerebiliriz.

1) Hyd proteinlerinin biyoteknolojik olarak kullanilabilmeleri i¢in yiiksek saflikta ve
biiyiik oOlcekte iiretilmeleri gerekmektedir. Bunun icin endiistriyel diizeyde {iiretilmeleri
saglanmalidir.

2) Uretilen proteinlerin toksik dzellikleri belirlenmelidir.

3) Istenilen diizeyde iiretimi gerceklestirilen hidrofobin proteinlerinin siiper hidrofobik
ve siiper hidrofilik yiizey olusturma uygulamalarinda denenmeleri saglanmalidir. Dolayisiyla
hidrofobinlerin yiiksek stabilitesi, uzun siireli kullanimda veya sert kosullar altinda yiizeylerin

kaplanmasinda ¢ok yararli olabilir.
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8. EKLER

Ek 1. Tuzsuz LB agar (pH 7,5) 1 Litre icin

Kimyasal Miktar (g/L)
Tripton 10g
Maya Oziitii 5¢
NaClI S5¢g
Agar 15¢

Hazirlanan besiyeri, agar ilave edilmeden once pH 7,5’e ayarlanmistir. Otoklavda

121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Ek 2. Tuzsuz LB broth (pH7,5) 1 Litre icin

Kimyasal Miktar (g/L)
Tripton 10g
Maya Oziitii 5g
NaCl S5¢g

Hazirlanan besiyeri pH 7,5’e¢ ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize

edilmistir.

Ek 3. YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose), S00 mL icin

Kimyasal Miktar (g/L)
Maya Oziitii Sg
Pepton 10g

Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra {izerine 50ml

10X D (%20 Dekstroz) ilave edilmistir.

Ek 4. 10X D (%20 Dekstroz), 250mL icin
50 g D-glukoz
250 ml dH>O

Otoklav ile sterilizasyon
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Ek 5. YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) agar, S00 mL icin

Kimyasal Miktar (g/L)
Maya Oziitii 5g
Pepton 10g
Agar 10g

Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra {izerine 50ml

10X D (%20 Dekstroz) ilave edilmistir.

Ek 6. YPDS +Zeocin™ besiyerisi, 500 mL icin

Kimyasal Miktar (g/L)
Maya Oziitii 5g
Pepton 10g
Agar 10g
Sorbitol Olg

Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra iizerine 50ml

10X D (%20 Dekstroz) ve 500 pl zeocin (100mg/ml) ilave edilmistir.

Ek 7. 100X H (%0,4 Histidin), 20mL icin
80 mg L-histidin
20 ml dH»0

Filtre ile sterilizasyon

Ek 8. 1M Potasyum Fosfat Tampon ( pH 6,0) 100 mL icin
1M K>HPO4
1M KH;POg4

Hazirlanan tampon, pH 6,0’ya getirildikten sonra filtre ile steril edilmistir.

Ek 9. 10X YNB (%13,4 Yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulfate without
Amino acids)

67 g YNB

500 ml ddH->O

Filtre ile sterilizasyon



85

Ek 10. 500X B (%0,02 Biotin), 100mL icin
20 mg Biotin
100ml ddH>O

Filtre ile sterilizasyon

Ek 11. 10X M (%S5 Metanol), 100mL icin
5 ml Metanol
95 ml ddH,O

Filtre ile sterilizasyon

Ek 12. 10X GY (%10 Gliserol), 100mL i¢in
10 ml Gliserol
90 ml dH»O

Otoklav ile sterilizasyon

Ek 13. BMGY (Gliserol Tamponlu-Kompleks Besiyeri), S00mL icin

Kimyasal Miktar (g/L)
Maya Oziitii 5g
Pepton 10g

Yukaridaki kimyasallar 350 mL dH>O ¢6ziindiiriildiikten sonra otoklavda 20 dk steril
edilmistir. Ardindan ~60°C’ye sogutulan besiyerine asagidaki tamponlar ilave
edilmistir.

50 mL, 1M Potasyum Fosfat Tampon ( pH 6,0)

50 mL, 10X YNB

1 mL, 500X B

50 mL, 10X GY



86

Ek 14. BMMY (Metanol Tamponlu-Kompleks Besiyeri), S00mL icin

Kimyasal Miktar (g/L)
Maya Oziitii 5g
Pepton 10g

Yukaridaki kimyasallar 350 mL dH>O c¢o6ziindiiriildiikten sonra otoklavda 20 dk steril
edilmistir. Ardindan ~60°C’ye sogutulan besiyerine asagidaki tamponlar ilave
edilmistir.

50 mL, 1M Potasyum Fosfat Tampon ( pH 6,0)

50 mL, 10X YNB

1 mL, 500X B

50mL, 10X M

Ek 15. Kirma Tamponu (Breaking Buffer), S00mL icin

Kimyasal Miktar (g/L)
NaH>PO4 (50mM) 3g
Gliserol (%5) 25ml
EDTA (1mM) 186mg

Yukaridaki kimyasallar 400 mL dH>O c¢o6ziindiiriildiikten sonra NaOH ile pH 7,4°¢

ayarlanmistir. Kullanilmadan 6nce proteaz inhibitorii ilave edilmistir.
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Ek 16. Fungus Izolatlarina Ait hyd Gen Dizileri

Metarhizium brunneum 287°nin hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCACATTCACTTACACTCCAATCCAACACTTCTACACCAACAACCTTTCCC
CCAAAACCAACCAACCACCCCCATCCTTCAAAATGTTCAAGGCTCTCATCG
TCGCTCTTGCCGCCGTCGCGGCCGCCATCCCAACTCAGCAGCCTAGCAGCA
ATGAGATGAATTGCGACAGCGGCGTGTATTGCTGCAACAAAGTGGCGCAA
AACACTGGCATTGTCGTCCCCATCGACGCCCTCAGTTCCACTTGCGGCGAC
ACGCTGAAACTTGTTACAGTTGACGCCCTCAATGACAAATGCACCTCGCAG
ACTGTCTGCTGCAACAATGTCCAGCAAAATGTCAGTATACAAGACCAACTT
TCTCGCAAATCTATTACAAAACTAACTAAATGACATCTACAGGGTCTTGTC
AACGTGGCCTGCACTCCCATCGATGTGTAAATTCATTGTACAATGCTCTAC
TCACACTCGAGCCTTGTCGAGAAAAGTGACGATAATATCTACACCGTTGGA
AGTAATGGCTTTTTAGCTTCTGGGGGAGAAAAGTACAAAGGAGGTGTCGG
ATAAGAGATAATTTTTCGCTTCTAAAGCCCAAGGTGGAATAGCCTATGGAT
CATG

Metarhizium flavoviride As-18’in hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCACATTCACGAACACTCACAATCCAACACTTCAACAACAACAACTTTTCC
CCCAAAACCAACCAACCACCCCTATCCTTCAAAATGTTCAAGGCTCTCATC
GTCGCTCTTGCCGCCGTCGCGGCCGCCATCCCAACTCAGCAGCCTAGCAGC
AATGAGATGGAGTGCAACAGCGGCTCGTATTGCTGCAACAAAGTAGCGCA
AAACACTGGCATTGTCGTCCCCATCGACGCCCTCACTGCCGCTTGCGGCGG
GACGCTGAAATTTGTTACAGCTGACGTCCTCAATGACGAATGCACCTCGCA
GACTGTCTGCTGCAACAATGTCAAGCAAAGTGTCAGTATACAAGACCAAC
TTTCTCGCAAATCTATTACAACTCTAACTAAATGGTATCTATAGGGTATGG
TCAACGTTGCCTGTTCTCCCATCGCGGTGTAAATTCATTGTACAGAGCTCC
AGCCACACTCTCGAGCCTTGTCGAGAAAAGTGACGATAATATCTACACCGT
TGGAAGTAATGGCTTTTTAGCTTCTGGGGGAGAAGAGTACAAAGGAGGTG
TCGGATAAGAGATAATTTTTCGCTTCTAAAGCCCAAGGTGGAATAGCCTAT
GGATCATG

Metarhizium brunneum Gg-12’nin hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ATTGTAGAGACTTCTAGAAGATGATTCCCGTTTCGCTCTTGCCATCACCAC
CCTCATCGCCGCTGTGACTGCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGTGGAAAGGA
TCTGCACAAGATGACTCTCGGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACC
AGTCCATCTACTGCTGCAACGAGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCC
CCCGAAACCGGCCTCGGCGGCCTGCTCGGTGCCACTGTCGGTGCTGATGGT
CTTCTTTCTCACCTTCTCGGTACCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGC
CTCAAGTGGTCGATAAAGTCGCAGAGCAAGTACTAACAAGTCTCCAGTTCT
CGCTGTCGGCAACCTTCTCCAGTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTG
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CCACAACACTCCCTCTGTCGTAAGTTATATCAAGCGTCTCATTGACTCCTGT
CCCGACTTTAACAATGCAATTAGGCTTACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCC
TGCCTTGCGTCGCCATTGGCAGTCTTATCCAGGCGGCCGCATCTTGCTGAA
AAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGC

Metarhizium brunneum KTU-21’in hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ACATTCACTTACACTCCAATCCAACACTTCTACAACAACAACTTTTCCCCC
AAAACCAACCAACCACCCCCATCCTTCAAAATGTTCAAGGCTCTCATCGTC
GCTCTTGCCGCCGTCGCGGCCGCCATCCCAACTCAGCAGCCTAGCAGCAAT
GAGATGGAGTGCAACAGCGGCTCGTATTGCTGCAACAAAGTAGCGCAAAA
CACTGGCATTGTCGTCCCCATCGACGCCCTCACTGCCGCTTGCGGCGGGAC
GCTGAAATTTGTTACAGCTGACGTCCTCAATGACGAATGCACCTCGCAGAC
TGTCTGCTGCAACAATGTCAAGCAAAGTGTCAGTATACAAGACCAACTTTC
TCGCAAATCTATTACAACTCTAACTAAATGGTATCTATAGGGTATGGTCAA
CGTTGCCTGTTCTCCCATCGCGGTGTAAATTCATTGTACAGAGCTCCAGCC
ACACTCTCGAGCCTTGTCGAGAAAAGTGACGATAATATCTACACCGTTGGA
AGTAATGGCTTTTTAGCTTCTGGGGGAGAAGAGTACAAAGGAGGTGTCGG
ATAAGAGATAATTTTTCGCTTCTAAAGCCCAAGGTGGAATAGCCTATGGAT
CATGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAAT

Beauveria bassiana KTU-24"iin hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CTTCTAGAAAGATAATTCCCGTTTCGCTCTTGCCATCACCACCCTCATCGCCG
CTGTGACTGCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGTGGAAAGGATCTGCACAAGAT
GACTCTCGGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGC
TGCAACGAGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCG
GCGGCCTGCTCGGTGCCACTGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCTCACCTTCTCG
GTACCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATAAAGT
CGCAGAGCAAGTACTAACAAGTCTCCAGTTCTCGCTGTCGGCAACCTTCTCCA
GTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCCTCTGTCGTAA
GTTATATCAAGCGTCTCATTGACTCCTGTTCCGACTTTAACAATGCAATTAGG
CTTACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCCTGCCTGCGTCGCCATTGGCAGTCTTA
TCCAGGCGGCCATCTGCTGAAAAACTCGAGCC

Beauveria bassiana KTU-57"nin hyd Gen Bolgesinin Baz Siras1 (mRNA)

CCGTTTCGCTCTTGCCATCACCACCCTCATCGCCGCTGTGACTGCTGCTCCC
TCCGGCCACCATGGTGGAAAGGATCTGCACAAGATGACTCTCGGCCAGGC
TGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGCTGCAACGAGAAGA
CGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCGGCGGCCTGCTC
GGTGCCACCGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCCCACCTTCTCGGTACCTGCA
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CCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATAAAGTCGCAGAG
CAAATACTAACAAGTCTCCAGTTCTCGCTGTCGGCAACCTTCTCCAGTCCG
AGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCCTCTGTCGTAAGTT
ATATCAGTCTCTAATTGACTGCTGTTCAGGATCTAACGATATAATTAGGCT
TACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCCTGCCTTGCGTCGCCATTGGCAGTCTTA
TCCAGGCGGCCGC

Beauveria bassiana HpA-4’iin hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTCTAGAAAGATGAATTCCCGTTTCGCTCTTGCCATCACCACCCTCATCGCC
GCTGTGACTGCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGTGGAAAGGATCTGCACAAG
ATGACTCTCGGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTA
CTGCTGCAACGAGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCG
GCCTCGGCGGCCTGCTCGGTGCCACTGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCTCA
CCTTCTCGGTACCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGT
CGATAAAGTCGCAGAGCAAGTACTAACAAGTCTCCAGTTCTCGCTGTCGGC
AACCTTCTCCAGTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACT
CCCTCTGTCGTAAGTTATATCAAGCGTCTCATTGACTCCTGTTCCGACTTTA
ACAATGCAATTAGGCTTACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCCTGCCTTGCGT
CGCCATTGGCAGTCTTATCCAGGCGGCCGCATCTGCT

Beauveria bassiana K4’iin hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GAAAGATGAATTCCCGTTTCGCTCTTGCCATCACCACCCTCATCGCCGCTG
TGACTGCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGTGGAAAGGATCTGCACAAGATG
ACTCTCGGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGC
TGCAACGAGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCT
CGGCGGCCTGCTCGGTGCCACCGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCCCACCTT
CTCGGTACCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGAT
AAAGTCGCAGAGCAAATACTAACAAGTCTCCAGTCCTCGCTATCGGCAAC
CTTCTCCAGTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCC
TCTGTCGTAAGTTATATCAAGTCTCTAATTGACTGCTGTTCAGGATCTAAC
GATATAATTAGGCTTACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCCTGCCTTGCGTCG
CCATTGGCAGTCTTATCCAGGCGGCCGCATCT

Beauveria bassiana 1.dA1’in hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GATGAATTCCCGTTTCGCTCTTGCCATCACCACCCTCATCGCCGCTGTGACT
GCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGTGGAAAGGATCTGCACAAGATGACTCTC
GGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGCTGCAA
CGAGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCGGCG
GCCTGCTCGGTGCCACTGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCTCACCTTCTCGG
TACCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATAAAGT
CGCAGAGCAAGTACTAACAAGTCTCCAGTTCTCGCTGTCGGCAACCTTCTC
CAGTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCCTCTGTC
GTAAGTTATATCAAGCGTCTCATTGACTCCTGTTCCGACTTTAACAATGCA
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ATTAGGCTTACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCCTGCCTTGCGTCGCCATTGG
CAGTCTTATCCAGGCGGCCGCATCTTTCTAGAAGATCTC

Beauveria bassiana Qj3’iin hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCCGAACTTTCGGAGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATGAATTCCCGTTTCGC
TCTTGCCATCACCACCCTCATCGCCGCTGTGACTGCTGCTCCCTCCGGCCAC
CATGGTGGAAAGGATCTGCACAAGATGACTCTCGGCCAGGCTGGCGACAG
GTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGCTGCAACGAGAAGACGACCAAGA
TCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCGGCGGCCTGCTCGGTGCCACTG
TCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCTCACCTTCTCGGTACCTGCACCAAGATCCC
CGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATAAAGTCGCAGAGCAAGTACTAA
CAAGTCTCCAGTTCTCGCTGTCGGCAACCTTCTCCAGTCCGAGTGCACCAA
CCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCCTCTGTCGTAAGTTATATCAAGCG
TCTCATTGACTCCTGTTCCGACTTTAACAATGCAATTAGGCTTACGGTGGTC
TTGTCAACCTTGCCCTGCCTTGCGTCGCCATTGGCAGTCTTATCCAGGCGG
CCGCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACA

Beauveria bassiana Oj7’nin hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTCGGGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATGAATTCCCGTTTCGCTCTTGCC
ATCACCACCCTCATCGCCGCTGTGACTGCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGT
GGAAAGGATCTGCACAAGATGACTCTCGGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGG
TGCCGACCAGTCCATCTACTGCTGCAACGAGAAGACGACCAAGATCGAGC
ACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCGGCGGCCTGCTCGGTGCCACCGTCGGTG
CTGATGGTCTTCTTTCCCACCTTCTCGGTACCTGCACCAAGATCCCCGTCAA
TGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATAAAGTCGCAGAGCAAATACTAACAAGTC
TCCAGTTCTCGCTGTCGGCAACCTTCTCCAGTCCGAGTGCACCAACCGTGC
GGCCTGCTGCCACAACACTCCCTCTGTCGTAAGTTATATCAAGTCTCTAAT
TGACTGCTGTTCAGGATCTAACGATATAATTAGGCTTACGGTGGTCTTGTC
AACCTTGCCCTGCCTTGCGTCGCCATTGGCAGTCTTATCCAGGCGGC

Beauveria bassiana Pa-5’in hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GATGAATTCCCGTTTCGCTCTTGCCATCACCACCCTCATCGCCGCTGTGACT
GCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGTGGAAAGGATCTGCACAAGATGACTCTC
GGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGCTGCAA
CGAGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCGGCG
GCCTGCTCGGTGCCACTGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCTCACCTTCTCGG
TACCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATAAAGT
TGCAGAGCAAGTACTAACAAGTCTCCAGTTCTCGCTGTCGGCAACCTTCTC
CAGTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCCTCTGTC
GTAAGTTATATCAAGCGTCTCATTGACTCCTGTTCCGACTTTAACAATGCA




91

ATTAGGCTTACGGTGGTCTTGCCAACCTTGCCCTGCCTTGCGTCGCCATTG
GCAGTCTTATCCAGGCGGCCGCATCTTTCTAGAAGATCTC

Beauveria bassiana K5’in hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GATTCCCGTTTCGCTCTTGCCATCAACCACCCTCATCGCCGCTGTGACTGCT
GCTCCCTCCGGCCACCATGGTGGAAAGGATCTGCACAAGATGACTCTCGG
CCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGCTGCAACG
AGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCGGCGGC
CTGCTCGGTGCCACTGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCTCACCTTCTCGGTA
CCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATAAAGTC
GCAGAGCAAGTACTAACAAGTCTCCAGTTCTCGCTGTCGGCAACCTTCTCC
AGTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCCTCTGTCG
TAAGTTATATCAAGCGTCTCATTGACTCCTGTCCCGACTTTAACAATGCAA
TTAGGCTTACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCCTGCCTTGCGTCGCCATTGGC
AGTCTTATCCAGGCGGCCGC

Isaria fumosorosea KTU-1’in hyd Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ACTGCTGCTCCCTCCGGCCACCATGGCGGAAAGGATCTGCACAAGATGAC
TCTCGGCCAGGCTGGCGACAGGTGCGGTGCCGACCAGTCCATCTACTGCTG
CAACGAGAAGACGACCAAGATCGAGCACTCCTCCCCCGAAACCGGCCTCG
GCGGCCTGCTCGGTGCCACCGTCGGTGCTGATGGTCTTCTTTCCCACCTTCT
CGGTACCTGCACCAAGATCCCCGTCAATGGTAAGCCTCAAGTGGTCGATA
AAGTCGCAGAGCAAATACTAACAAGTCTCCAGTTCTCGCTATCGGCAACCT
TCTCCAGTCCGAGTGCACCAACCGTGCGGCCTGCTGCCACAACACTCCCTC
TGTCGTAAGTTATATCAAGTATCTAATTGACTGCTGTTCAGGATCTAACGA
TATAATTAGGCTTACGGTGGTCTTGTCAACCTTGCCCTGCCTTGCGTCGCCA
TTGGCAGTCTTATCCAGGCGGCCGCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAAT

*QGen dizilerindeki alt1 ¢izili siralar, intron bolgelerini gostermektedir.
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