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OZET

YUKSEK LIiSANS

TRICHOLOMA ANATOLICUM VE TRICHOLOMA CALIGATUM’UN
MORFOLOJiK VE MOLEKULER YONDEN KARSILASTIRILMASI

Senay ILBAN

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Yrd. Doc. Dr. Sinan AKTAS
2011, 28 Sayfa

Jiiri
Yrd. Dog. Dr. Sinan AKTAS
Doc¢.Dr.Abdullah KAYA
Doc¢.Dr.Tuna UYSAL

Bu calismada birbirleriyle yakin iliskili oldugu diisiiniilen Tricholoma anatolicum ve Tricholoma
caligatum tiirleri arasindaki akrabalik iliskisi molekiiler ISSR-PCR (Inter-Simple Sequence Repeat -
Polymerase Chain Reaction) yontemi ile ortaya konmustur. Kontrol dis grup olarak ta Lepista nuda
degerlendirmeye alinmigtir.

Arastirma konusu olan mantar tiirleri Ekim-Kasim aylarinda Adana, Denizli, Antalya ve Konya
illerinden toplanmistir. Toplanan orneklerin bir kismi fungaryum tekniklerine uygun olarak kurutulmus
bir kismu ise derin dondurucuda yas olarak saklanmistir. Toplanan mantar 6rneklerinin her birinin sap,
sapka ve lamel olmak iizere yas ve kuru orneklerinden 0,01 gr alinarak havanda ezildikten sonra DNA
izolasyonu iglemlerine tabi tutulmustur.

DNA izolasyonu Doyle’iin metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisilan tiirlere ait farkli
kisimlardan elde edilen DNA’ya ait konsantrasyon ve saflik derecesi ol¢iimleri ND 2000 spektrofotometri
ile yapilmustir.

Jel profillerindeki DNA fragment sayis1 ve bilyiikliikleri belirlenmistir. NTSYS 2.1 bilgisayar
programu ile orneklerin birbirlerine olan genetik uzakliklari hesaplanarak genetik uzakliklara gore
dendogramlari ¢ikartilmistir.

Anahtar Kelimeler: ISSR — PCR, Lepista nuda, Tricholoma anatolicum, Tricholoma caligatum

v



ABSTRACT

MS THESIS

THE COMPARISON OF TRICHOLOMA ANATOLICUM AND TRICHOLOMA
CALIGATUM SPECIES BY MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR
METHODS

Senay ILBAN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE BIOLOGY

Advisor: Asst. Prof. Dr. Sinan AKTAS
2011, 28 Pages

Jury
Asst. Prof. Dr. Sinan AKTAS
Assoc. Prof. Dr. Abdullah KAYA
Assoc. Prof. Dr. Tuna UYSAL

In this study, the relative relationship between Tricholoma anatolicum and Tricholoma
caligatum (thought to be closely related) was revealed by molecular ISSR-PCR (Inter-Simple Sequence
Repeat - Polymerase Chain Reaction) process. Lepista nuda was evaluated as control group.

The mushrooms which were the subject of the investigation were collected between October and
November in the vicinity Adana, Denizli, Antalya and Konya. Some of them were dried according to
fungarium techniques, and some were kept as fresh in deep freezer. 0,01 gr samples from fresh and dry
samples were taken from each one of their stalks, heads and lamels, and used for DNA isolation after
powdered in havanna.

DNA isolation were performed by using Doyle’s method. The concentration and purity degrees
measurements of DNA, obtained from different parts if the studied samples, were carried out by ND-2000
spectrophotometer.

The number and size of DNA fragment in the jel profiles were determined. The genetic distance
between samples were calculated and filogenetic maps were revealed by using Sintax computer program.

Keywords: ISSR — PCR, Lepista nuda, Tricholoma anatolicum, Tricholoma caligatum
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Calismalarimda yardimlarin1 esirgemeyen degerli danisman hocam Saym Yrd.
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saglayan Bilimsel Arastirma Projeleri koordinatorliigiine (BAP) tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda bana maddi ve manevi destekte bulunan esime, aileme ve

ozellikle ugur boceklerime ayrica tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

A : Lamda

u : Mikro

pum  : Mikrometre

ul : Mikrolitre

Kisaltmalar

ap PCR : Arbitrarily-Primed Polymerase Chain Reaction
bar : bialaphos resistance

cm : Cantimetre

cM : Sentimorgen

CTAB : Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

CYM : Complete Yeast Medium

DGGE : Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
DNA : Deoxyribonucleic Acid

EcoR1 : pronounced "eco R one" restriction endonuclease enzyme
EDTA : Ethylene Diamine Tetra Aceticacid

EFl-a : Elongation Factor 1

GPD : glyceraldehyde-3-phosphate

ar : Gram

ISSR : Inter-Simple Sequence Repeat

ISSR-PCR  : Inter-Simple Sequence Repeat - Polymerase Chain Reaction
ITS : Internal Transcribed Spacer

kb : Kilobaz

ng : Nanogram

NS1 : Spesifik Primer

OTU : Operational Taxonomic Units

PCR : Polymerase Chain Reaction

QTL : Quantitative Trait Loci

RAPD : Random Amplification of Polymorphic DNA
rDNA : Recombinant Deoxyribonucleic Acid

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
RNA : Ribonucleic Acid

rpm : Revolutions per minute

SSCP : Single-Strand Conformation Polymorphism
SSIs : single-spore isolates

SSR : Simple Sequence Repeat
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1. GIRIS

Dogadaki dengenin gostergesi olarak bilinen besin piramidinde mantarlarin
Oonemli bir yeri vardir. Dongiiniin siirekliliginin korunmasi icin dongiide yer alan her
grubun en iyi sekilde taninmasi gerekir. Bir canli grubunu en iyi tanimanin yolu ise o
canli grubunu siniflandirmaktan gecer. Son yillarda sistematikte molekiiler yontemler
onem kazanmistir. Problemli oldugu diistiniilen tiirler arasindaki akrabaliklarin ve
derecelerinin ortaya ¢ikarilmasi artik molekiiler yontemlerle yapilmaktadir. Mantarlarda
bu yontemlerin kullanimi son yillarda basariyla uygulanmaktadir.

Dogada organik maddelerin aynistirilmasit gibi 6nemli bir gorevi iistlenen
funguslarin yaklasik 69.000 tanimlanmig tiirli bulunmaktadir. Giiniimiizde fungal
dlemin iiyelerinden; tip, eczacilik, gida ve fermentasyon alanlarinda yaygin sekilde
faydalanilmaktadir. Yukarida belirtilen tanimlanmis 69.000 mantar tiiriinden yaklasik
10.000 tiir, makrofungus olarak kaydedilmistir. Yiiriitiilmekte olan veya ileride
yiiriitiilecek ¢aligsmalarla bu sayinin artacag diisiiniilmektedir.

Ulkemizde de hem mikrofunguslar hem de makrofunguslar iizerinde yogun
sekilde calismalar yapilmaktadir. Universitelerin farkli  boliimlerinde  fungal
organizmalarin tanimlanmasi, fizyolojik ozelliklerinden faydalanilmasi ve endiistriyel
alanda kullanimlarn iizerine degisik aragtirmalar devam etmektedir.

Makrofunguslar ile birgok bilim dali degisik arastirmalar yapmaktadir. Basta
biyoloji olmak iizere ziraat, gida, eczacilik, ¢cevre ve tip bilim dallarinda makrofunguslar
ile ilgili caligmalar yapilmaktadir.

Uzak Dogu iilkelerinde zehirli olmadigi bilinen bircok mantar tiirii ¢ok yaygin
bir sekilde halk tarafindan tiiketilmektedir. Marketlerde et, balik, sebze reyonunun
yaninda bir de mantar reyonu bulunmaktadir.

Mantarlarin iilkemizde kullanimi Uzak Dogu Ulkelerine oranla ¢cok az olmasina
ragmen her gecen giin ragbeti artan bir iirtindiir.

Calismamizda kullandigimiz Tricholoma (Fr.) Staude tiirleri iilkemizin bazi
bolgelerinde dogal olarak yetismekte ve yore halki tarafindan toplanarak aracilar
vasitasi ile yurt disina, 6zellikle Uzak Dogu Ulkelerine, pazarlanmaktadir. Bu mantarlar
yaygin oldugu bolgelerde yore halki i¢in iyi bir ge¢cim kaynagi haline gelmistir.

Literatiirden tiirler arasindaki genetik farkliliklart ortaya ¢ikarmakta hangi
molekiiler DNA tekniginin en uygun oldugunu belirlemek amaciyla RFLP (Restriction

Fragment Length Polymorphisms), AFLP (Amplified Fragment Length



Polymorphisms), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple
Sequence Repeat) ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) gibi DNA isaretleyici
teknikleri karsilagtirilmis ve polimorfizm bakimindan SSR ve AFLP teknikleri, maliyet
bakimindan RAPD ve ISSR teknikleri, tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP, SSR, ISSR
ve AFLP DNA tekniklerinin avantajli olduklar1 belirlenmistir. Bunlarin yani sira
calisilacak laboratuvar imkanlar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, RAPD ve ISSR
yontemlerinin radyoaktif madde kullaniminin olmadigi ve kosullarin sinirli oldugu
laboratuvarlarda rahatlikla kullanilabilecek yontemler oldugu bildirilmistir (Yalim,

2005). Bundan dolay1 calismamizda ISSR yontemi tercih edilmistir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Tarihce

Tricholoma spp. mantarlan ile ilgili ilk yazili bilgilere ¢ok eski ¢aglardan beri
Onem veren Japonya’da rastlanilmaktadir. Tricholoma tiirii mantarlar Japon halki i¢in
cok degerlidir. Japon yemek kiiltiiriinde mantarlar 1000 yildan daha fazla bir siiredir yer
almaktadir. Tricholoma tiirline ait mantarlar sadece Japon sofralarini siisleyen bir
mantar tiirli olmaktan ziyade, kiiltiirel ve dinsel anlamda da 6neme sahiptir.

Tricholoma spp. mantarlarinin tarihi oldukca eskidir. Tarihsel olarak milattan
sonra 759 yillarinda yazilmis bir siirde Tricholoma spp. mantarlarinin (Japonya’daki
ismi “Matsutake”) Onemli ve insan sagh@ acisindan faydali bir gida maddesi
oldugundan ovgiiyle bahsedilmektedir. 13. ve 17. yiizyillarda bu mantar asaletin ve
zenginligin bir gostergesi olmustur. Toplumda 6nemli yere sahip kisiler birbirlerine 6zel
giinlerde veya yaptiklart 6zel ziyaretlerde bu mantar1 hediye olarak gotiirmiislerdir.
“Matsutake”, verilen kisi i¢in ¢ok 6zel bir hediyedir ve onu alan kiginin bu hediyeye ait
aniy1 uzun yillar kalbinde yasattigi belirtilmektedir. Aymi yiizyillarda Japon sarayinda
sadece hiikiimdarin ve yakin ¢evresinin bu mantar1 yemesine izin verilmis, diger saray
calisanlarina mantarn1 tiiketmeleri yasaklanmistir. 20. yiizyilin baslarina kadar
Tricholoma mantar1 verimliligin, tretkenligin ve mutlulugun bir simgesi olarak
goriilmiistiir. Japon halki giiniimiizde de bu mantar tiiriine cok 6nem vermektedir. Bu
sebepten Tricholoma diinyanin bir¢ok bolgesinden ve iilkemizden toplanarak

Japonya’ya ihrac edilmektedir (Kalmis ve ark, 2009).



1.1.2. Tricholoma anatolicum, Tricholoma caligatum ve Lepista nuda

Yoresel ad1 “katran mantar1” ya da “gamalak mantar1” olarak bilinen Tricholoma
anatolicum H.H. Dogiin & Intini basta Adana olmak {izere Kahramanmaras (Kaya ve
ark, 2009), Antalya ve Alanya bolgelerinde sedir (katran) agaclarinin bulundugu
yerlerde yetismektedir. Heniiz kiiltiire alinamamis bir tiirdiir. Katran mantart 2003
yilinda Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii dgretim iiyelerinden Dog.
Dr. Hasan Hiiseyin Dogan tarafindan bilim diinyasina kazandirilmis bir mantardir.
Literatiirdeki ismi Tricholoma anatolicum H.H. Dogan & Intini olarak gecmektedir.

Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken dogu iilkelerinde, 6zellikle Japonya’da ¢ok
tutulan bir mantardir ve “matsutake” ismi ile bilinmektedir. Genelde ibreli ormanlarda
sonbahar aylarinda yetismektedir. Ibreli ormanlarda nadiren de Abies Mill. ve Picea L.
tiirleri ile birlikte yetistigi daha 6nceden rapor edilmistir. Japonya’da ¢ok eskiden beri
taninan ve yenen Onemli mantarlardan biri oldugu belirtilmektedir (Dogan, 2001).
Ulkemizde Ermenek, Manisa, Erzurum, Egirdir, Adana, Bat:1 Anadolu, izmir ve Konya
yorelerinde tespit edilmistir.

Lepista nuda (Bull.) Cooke, Tricholomataceae familyasindan yenilebilen bir
mantar tiiriidir. Orman icinde veya disinda, park ve bahgelerde, yol ve patika
kenarlarinda, ¢imler arasinda ilkbahar aylarinda bol miktarda yetismektedir (Dogan,
2001). Tirkiye'de Bolu bolgesinde "Mavi cincile", Karaman civarinda da "Mor mantar”
olarak adlandirilir. Kesinlikle ¢ig olarak yenmemelidir, hafif zehirlenmelere veya mide
problemlerine yol agabilir. Tereyaginda sote, makarna sosunda veya mangalda yapildigi

zaman oldukga lezzetlidir.



1.1.3. Tiirlerin Sistematikteki Yeri

Divisio : Basidiomycota

Classis : Agaricomycetes

Ordo : Agaricales

Familya : Tricholomataceae

Genus : Tricholoma

Species : T. anatolicum H.H. Dogan & Intini
Divisio : Basidiomycota

Classis : Agaricomycetes

Ordo : Agaricales

Familya : Tricholomataceae

Genus : Tricholoma

Species : T. caligatum (Viv.) Ricken
Divisio : Basidiomycota

Classis : Agaricomycetes

Ordo : Agaricales

Familya : Tricholomataceae

Genus : Lepista

Species :Lepista nuda (Bull.) Cooke

1.1.4. Morfolojik Ozellikleri

Sapka Yapisi: Tricholoma anatolicum’da 4-20 cm capinda, 6nce sapa birlesik topuz
seklinde, sonra acilarak yar1 kubbe seklinden diizgiinlesir. Gencken beyaz-krem,
gelisme ilerleyince sarimst kreme doner. Yiizeyi ince yilinimsii tiiylii, kenarinda
yiiniimsii velar kalintilar asili bulunur.

Tricholoma caligatum’da 12-20 cm capinda, gencken yar1 kiire, kenarlar ice
kivrik, gelisme ilerleyince agilir ve semsiye seklini alir. Gengken sar1 halkali, gelisme

ilerledikten sonra kirmizimsi kahverengi halkali bir renge sahiptir. Ortasinda kiit bir



cikinti1 bulunur. Beyaz zemin lizerinde dairesel dizilmis sart veya kirmizimsi koyu

kahverengi-kestane kahverengi pullar bulunur. Yiizey nemli iken yapiskan 6zellik tagir.
Lepista nuda’da 5-11 cm capinda, 6nce yar kiire sekilli, sonra diizgiinlesir ve

semsiye seklini alir, merkezi hafif umbonat veya ice ¢okiiktiir. Yiizey diiz, nemli iken

yapiskan, menekse-menekse mavi veya menekse kahverengidir.

Etli kisitm: Tricholoma anatolicum’da 2-5 cm kalinliginda, beyaz, siki yapili ve dolgun,
katran kokusunda ve tatlimsidir.

Tricholoma caligatum’da beyaz, siki yapili ve dolgun, yumusak ve eti bol, az
acimsl, katran kokusundadir.

Lepista nuda’da beyaz, siki yapili ve dolgun, merkezde kalin kenarlarda ince,

leylak renkte, kuvvetli aromatik, meyve kokusunda ve tatlimsidir.

Lamel Yapisi: Tricholoma anatolicum’da krem, sapa girinti yaparak birlesir. Gelisme
ilerlediginde lamel rengi kirmizims1 kahverengi lekelidir.

Tricholoma caligatum’da dnce krem, gelisme ilerleyince kirmizimsi kahverengi
lekeli sekil alir, sapa girinti yaparak baglanir. Genis ve sik diziliglidir.

Lepista nuda’da menekse, gelisme ilerledigi zaman menekse-gri, bazen mavi

renktedir. Sapa centik seklinde girinti yaparak baglanir.

Sap Yapisi: Tricholoma anatolicum’da 4-10 x 2-5 cm, silindirik ve tabana dogru biraz
incelmektedir. Once beyaz, sonra krem beyazdan krem sariya doner. Uzerinde ince
yliniimsii yapida velar kalintilar ve annulus bulunur.

Tricholoma caligatum’da 10-15 x 1,5-2,5 cm, silindirik, bazen ortas1 siskin uzun
bir fig1 seklinde, taban kisma dogru incelir. Once beyaz, sonra krem beyazdan krem sari
ya doner. Beyaz zarimsi annuluslu, sert yapili, ici her zaman dolu ve lifsi yapidadir.

Lepista nuda’da 5-10 x 1-3 cm, silindirik, tabam siskin ¢comak seklindedir.

Gengken yiizey menekse, gelisme ilerleyince renk agilir, boyuna fibrilli yapidadir.



Sekil 1.3. Lepista nuda’ya ait bazidyokarp yapilari

Spor Boyut ve Sekilleri: Tricholoma anatolicum’da genis eliptik veya subgloboz,

renksiz, siyanofilik, 6-7,5 x 4-5u dur. Spor yiizeyi diizdiir. Spor baskis1 krem renktedir.



Tricholoma caligatum’da sporlar eliptik, hiyalin, 5-6 x 4-5 p dur. Spor yiizeyi
diizdiir. Spor baskis1 krem renktedir.
Lepista nuda’da sporlar eliptik, kiiciik sigilli, hiyalin, 6,5-8,5 x 4,5 u dur. Spor

baskis1 pembe renktedir.

A B
Sekil 1.4. Tricholoma anatolicum’a ait mikroskop goriintiileri; A) Basidiumlar toplu halde, B)
Basidiumlardan salinan sporlar, C) Organizmaya ait spor morfolojisi.

E

Sekil 1.5. Tricholoma caligatum’a ait mikroskop goriintiileri; A) Basidiumlar toplu halde, B-C) Basidium
ve iizerinde sporlar, D) Sporlarin toplu goriintiisii, E) Organizmaya ait spor yapist



Sekil 1.6. Lepista nuda’ya ait ait spor yapist

1.1.5. Ekonomik Onemi

Fethiye il¢esinin dag koylerinde katran mantari ve Adana yaylalarinda gamalak
mantart olarak bilinen Tricholoma mantarimin iki tiiriiniin ekonomik degeri Japonya’ya
uzanmaktadir. Biraz eski olmakla birlikte 1998 yilinda Japon pazarinda yaklasik 3495
ton katran mantar1 tiikketilmistir. Bu miktarin 247 tonunu Japonya’da toplanan
mantardan karsilanmis, kalan kismi ise farkh iilkelerden alinmigtir. Burada yaklagik bir
rakam vermek gerekirse bu ithal edilen mantarin parasal boyutu 156 milyon dolar
civarindadir.

Ulkemizden katran mantar1 kilogrami 100- 150 TL ye Avrupa ve Japonya’ya
ihra¢ edilmektedir. Ihracati Antalya, Adana, Izmir, Mugla ve Canakkale illerinde
bulunan ihracat¢r firmalar tarafindan gerceklestirilmektedir. Katran mantar1 dag
koylerinde yasayan halk tarafindan toplandiktan sonra bir giin icinde ihracat¢i firmaya
ulagtirilmaktadir. Firmalarca yapilan 6zel paketlemeden sonra mantarlar ucgakla

Japonya’ya ulastirilmaktadir (Kalmis ve ark, 2009).



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Redman ve ark. (2006), Eyliill-Kasim aylarinda genetik analizler icin
Cantharellus formosus Corner 6rnekleri toplamistir. Toplamda 96 bazidiyokarp 5 farkli
kiiltiirden secilmistir. rDNA sekanslar1 ve 13 farkli gen bolgesinin PCR analizi ve
genetik karakterizasyonu yapilmistir. 15-25 arasinda ¢esitli kiiltiirler igerisinden
bazidiyokarp numaralarn ve genetik analizleri 15 karakter ile sematize edilmistir. 13
apPCR (Arbitrarily-Primed Polymerase Chain Reaction) genetik molekiiler markir
kullanilan analizler ve ribozomal ITS bolgesinin PCR amplifikasyonu kiiltiirler arasinda
%81.41 ve kiiltir icinde %18.59 genetik c¢esitliligin oldugunu gostermistir. Bir
kiiltiirdeki bazidiyokarp akrabaligi genotipik benzerligin gostergesi degildir. Diger
kiiltiirlerin molekiiler yapis1 farklidir ve 2-6 genle sinirlanan nadir populasyonlar
tanimlanmastir.

Gherbawy, (2005), hasat zamanindaki 30 misir 6rneginden 15 fungus cinsi ve 29
tiir toplamis ve %50’lik siikrozda Czapek agarinda 27°C’de inkiibe etmistir. Eurotium
en sik goriilen cinslerdendir ve drneklerin %83.3’lin de bulunmustur. Karakterizasyona
ilaveten Avusturalya Zirai Bilim Universitesi Uygulamali Mikrobioloji Enstitiisii kiiltiir
koleksiyonundan baz1 irklarla karsilagtirilan 5 farkl tiirle Eurotium cinsi tanimlanmistir.
Bu cinste genetik cesitliligin belirlenmesinde RAPD markirlar1 kullanmistir. Analizde
kullanilan 3 primerle farkli fragmentler elde edilmistir. Tiir icin uygun soy dendogrami
cikartilmistir.

Duong ve ark. (2006), yaptiklan ¢calismalarda Magnolia liliifera (L.) Baillon 'nin
ayriminin fungal cesitlilikteki onemi i¢in 18S RNA geni sekans analizi ile DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)’de birlestirilmis molekiiler metotlar
kullanmiglardir. Bunu saglamak icin toplam genomik DNA’y1 ekstrakte etmis ve fungal
sekansi elde etmek icin fungal spesifik primerler (NS1 ve GCFung) kullanmislardir.
PCR-DGGE analizi i¢in ¢alisilan farkli kisimlardan 14 kullanilmaya hazir taksonomik
birim (OTU) elde etmiglerdir.

Hoi-Shan ve Hai-Lou, (2002), Lentinula edodes (Berk.) Pegler’in L-54
bazidyokarpindan tek spor izolatlar1 (SSIs) toplanmistir. L-54’{in iki parental c¢esidi
monokaryotizasyon yolu ile rejenere edilmistir. Bunun anlami1 RAPD, L-54’ten DNA
ornekleri, onun 2 parental tipi ve 32 SSI'1 rastgele primerlerle cogaltilmistir.
Dekaryotizasyonu gerceklestirebilmek icin 91 RAPD molekiiler markir kullanilmistir.

1/1 oraninda ayrilmis olan RAPD markirlart L. edodes’in zincirleme haritasini



10

olusturmak i¢in kullanmislardir. Bu zincirleme RAPD haritas1 diger kalitsal haritalar,
kararli markirlar [bunlar gibi her fenotipe (mating tipi) zincirlenmis bilinen bir gen
(priA) ve diizenlenmis DNA parcalann (MAT)] ve mating testleri, bulked-segregant
analizleri ve PCR-tek zincir polimorfizm yapisi ile ¢ogaltmislardir. Bu markirlarin
toplam uzunlugu 622.4 cM (sentimorgen) olan zincirleme grubu olan L. edodes’in
genetik haritasinm1 kapsamaktadir.

Stajic Skorski ve ark. (2005), diinyadaki farkli cografya ve ekolojik bolgelerden
10 Pleurotus (Fr.) P. Kumm. tiiriiniin 37 irkindan elde edilen genetik veriler icin RAPD-
PCR kullanilmistir. RAPD dendogrami icin bir UPGMA bilgisayar programi
kullanilmustir.

Boletus edulis Bull. ticari yonden 6nemli yenilebilen bir mantardir. rDNA ITS
sekansi filogenetik analizinde diger mantarlardan ayirt edilmesinde bir cift spesifik
primer tasarlanmistir. PCR, 56-60°C’de biitiin DNA kullanilarak yapilmistir. DNA’nin
cogaltilmasinda bu 1s1da misel kitlesinden ve bazidyokarpindan olumlu sonu¢ alinmistir.
Fakat diger tiirlerde bu sicaklik 60°C’dir. Sonug olarak gostermistir ki Boletus edulis,
PCR’la diger mantarlardan kesinlikle farklilik gostermektedir (Lian ve ark., 2007).

Cui ve ark. (2008), Albatrellus piceiphilus B.K. Cui & Y.C. Dai’un teshisinde
morfolojik karakterlerin yani sira niikleer ribozomal DNA’daki ITS bdolgelerinden de
faydalanmiglardir.

Hendolin ve ark. (2000), mantar dokularinin kesfi i¢in biitiin mantarlarin ve
multiplex liquid hibridizasyonlarin temel alindigi bir yontem gelistirerek PCR’la ITS
bolgesi cogaltmislardir.

ITS bolgesi calismalan ile Botryoshaeria obtusa (Schwein.) Shoemaker nin
filogenetik varyasyonlan ortaya ¢ikartilmistir (Phillips ve ark., 2007).

Plaza ve ark. (2003), hizli ve basit bir yontemle mantar DNA’sinin
izolasyonunda, PCR amplifikasyonu ve diger molekiiler analizler i¢in tek bir sicakligin
kullanimina karar vermiglerdir. Bu metodun avantaji;

1. Miseller dogrudan petri kabindaki kiiltiirden elde edilebilir.

2. Bu teknik daha hizli ve daha kolay ¢alisilabilmektedir.

3. Bir giin boyunca 50 6rnekle ¢alisilabilir.

4. Hesaphdir.

5. Molekiiler analizler i¢in kaliteli ve bol miktarda DNA elde etmek icin
uygundur.

6. Ozel ekipman ya da tehlikeli kimyasallara ihtiya¢ duymaz.
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Le ve ark. (2007), Lactarius Pers. cinsi ile calismiglardir. Bilim icin 5 yeni
takson tamimlamislardir. Filogenetik analizlerde ITS sekans analizleri kullanmiglardir.

Barry (1996), filament6z mantar kromozomlarini incelemek i¢in belirlenmis 5
metot {izerinde durmustur. Bunlar:

1. Rekombinasyon analizleri ile gruplarin baglantilart icin genlerin
haritalanmasi,

2. Mayoz sirasinda kromozomlarin 151k mikroskobunda incelenmesi,

3. Mayoz profazinda homolog kromozomlar arasindaki sinaptonemal
komplekslerin elektron mikroskobunda incelenmesi,

4. Ayrilmis kromozomlarin pulsed field jel elektroforezinde tek bandlarinin
olusturulmasi,

5. Molekiller seviyede kromozomlarin karakterizasyonunda DNA
sekanslanmasi.

Karadeniz, (2007), calismasinda Ganoderma lucidum (Curtis) P. Kumm. un
sporlarin1  ¢imlendirerek elde edilen monokaryonlarin yiiksek sicakliklara olan
toleranslarimi ve G. lucidum Tiirkiye izolatlarindan ekstrakte edilen DNA’larin EcoR1
enzimi kullanilarak RFLP analizlerinin yapilmasiyla izolatlar arasindaki farkin
saptanmasini amaclamistir. G. lucidum’un sporlari, sulandirma yoluyla CYM kati
besiyerine, yayma yontemi ile ekilmis ve 25°C sicaklikta inkiibe edilerek, tek diisen
sporlardan ¢imlenenler, CYM kat1i besiyerine inokiile etmistir. G. lucidum’un
sporlarindan elde edilen monokaryonlarin sicakliga olan toleranslar1 27°C, 32°C, 35°C,
37°C, 40°C sicakliklarda CYM kat1 besiyerinde denemis, en fazla gelisim hizinin 27°C
ve 32°C sicakliklarda meydana geldigi, 35°C ve 37°C sicakliklarda gelismenin oldugu
ancak, 27°C, 32°C sicakliklara oranla gelisme hizinin olduk¢a yavas oldugu, 40°C
sicaklikta ise higbir monokaryonun gelismedigini belirlemistir. Genom analizlerinin en
giivenilirlerinden olan kromozomal separasyon ve total genom biiyiikliigii hesaplama
tekniginin eldeki farkli Ganoderma suglarina uygulanmasi amaciyla yaptig1 calismada
ise, bu Basidiomycet’in birka¢ mb biiyiikliikte kromozomlara sahip oldugunu, sadece iki
kromozomun 200 kb dolayinda biiyiikliige sahip olabilecegini diigiinmiistiir.

Cebi ve ark. (2008), fungal sistematikte molekiiler gelismeler hakkinda bilgiler
vermiglerdir.

Tricholoma magnivelare ve T. ponderosum tirleri Kuzey Amerika’da, T.
caligatum Avrupa’da yayilig gosteren tiirlerdir. Dogal ortamlarindan toplanan bu mantar

tiirleri Uzak Dogu iilkelerine ihra¢ edilmektedir. Tricholoma caligatum’un iilkemizde
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Ege ve Akdeniz bolgelerinde yayilis gosterdigi bilinmektedir. Kalmis ve ark. (2009),
ekonomik 6neme sahip 7. caligatum makrofungusunu bircok acidan incelemislerdir.
Mugla ilindeki belirli orman sahalarinda organizmaya ait populasyonlarin dagilimini
belirlemis ve arazi ¢alismalar1 sirasinda bu populasyona ait Srnekleri toplamislardir.
Makrofungusa ait ekolojik ve cografi bulgular elde etmis, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerin analizi icin toprak Ornekleri toplamislardir. Bununla beraber toprak
oneklerinin mikrobiyolojik analizini yapmislardir. Toplanan sapka formlarindan misel
elde etmis ve elde edilen misellerin farkli mikrobiyolojik ortamlarda misel biiyiime
hizlarini belirlemislerdir.

Sparsitubus L.W. Hsu & J.D. Zhao'un Polyporaceae’deki yeri Onceden
morfolojik karakterler temel alinarak tespit edilmisti. Sparsitubus’un diger
Homobasidiomycetes’lerle arasindaki akrabaliklar, Sparsitubus’un rDNA sekanslari ve
onu temsil eden polyporlarin gen bankasindan elde edilmesiyle arastirilmistir (Dai ve
ark., 2007).

Miyazaki ve ark. (2008), Lentinula edodes’ten tetrad analizi ile bir Basidiomycet
mantariin genetik haritasini ¢ikartmislardir. Haritada 23 tetrad igerisinde; farkli 264
RAPD markiri, 14 yapisal gen, 1 EST markiri, 2 haritalama faktorii ve 92 basidiosporik
yap1 boyunca 8 SCARs bolgesi bulunmaktadir.

Nugent ve Saville, (2003), halusinojenik mantarlarda rDNA ve nLSUrRNA ya
da 28S bolgelerinin amplifikasyon ve sekans analizini yapmislardir.

Larraya ve ark. (2001), endiistriyel olarak iiretimi yapilan Pleurotus ostreatus
(Jacq.) P. Kumm. un mating prosesinin kontrol edildigi tetrapolar genetik sistemler
icerisinde yer alan P-lokusunun identifikasyonunu saglayan molekiiler markirlarin
vermis olduklar1 sonuglara dayanarak iki genetik alt birimin varligin1 gostermislerdir.
Bu alt birimlerle birlikte monokaryotik biiyiime hizlarinda farkliliklar gdsteren bazi
spesifik allellerin varligim1 gostermisglerdir. Gerekli olan markirlarin temini ve
monokaryonlarin biiylime hizlarinin bagli oldugu mating tipi etkisinin ortaya
cikarilmasinda hizli biiyliyen monokaryonlar1 segerek, bunlardan uygun dikaryonlar
iiretip gerek substrati hizla kusatma, besin ortakcilarina yasam imkan1 vermeme ve son
olarak da kisa siirede bol iiriin elde edebilen yeni suslar gelistirmislerdir.

Glen ve ark. (2000), ektomikorizal birlikteliklerde rastlanilan Basidiomycet
mantarlarin  PCR-RFLP  tekniklerini  kullanarak  bunlarin  identifikasyonunu
saglamislardir.  Okaliptus  ormanlarinin  olusturdugu  Avustralya  bolgelerinde

Basidiomycet funguslarin niikleer ribozomal DNA’daki ITS primer c¢iftlerinin
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spesifikasyonu ITS-I-F/ITS-4-B’lerinkilerle karsilastirilmistir. PCR ve RFLP yapilmis
ve bu bolge, mantarlar1 28 familyaya ait 91 tiir altinda toplamalarini saglamistir. Bu
calismada funguslarin identifikasyonu i¢in 3 tanesi mitokondriyal bolgeden, 3 tanesi de
niikleer hedeflere uydurularak hazirlanmis 6 farkli primer cifti morfolojik olarak
tanimlanmas tiirlerin PCR-RFLP kaliplarini olusturmak i¢in kullanilmistir. Primerlerin 2
setten birisi yeni diizenlenmis ve niikleer ribozomal DNA’daki ITS, iyi hedef olan
digeri ise mitokondriyal large subunit ribozomal DNA’nin amplifikasyonu ile elde
edilmis olan bu primer setleri ¢ok yiiksek hassasiyet ve spesifikasyon gostermistir.

Tello ve ark. (2001), bir Basidiomycet olan beyaz kiif mantar1 Ceriporiopsis
subvermispora (Pilat) Gilb. & Ryvarden’nin homokaryatik (monokaryon) suslarin
izolasyonu ve karakterizasyonu konusunda caligmiglardir. Bu ¢alismada Ceriporiopsis
subvermispora FP105752°’nin  homokaryotik  suslart  rejenerasyona  sokulmusg
protoplastlardan homokaryotik izolatlar1 elde edilmistir. CSA ve CSB ad1 verilen bu
suslarin homokaryotik yapilar1 PCR ile ve 3 farkli birbirine allel olan MnP geninin
(manganaz peroksidaz enziminin olusumundan sorumlu gen) amplifikasyon ve sekans
analizi yapilmistir. Ebeveyn suslarla karsilastirildiklarinda homokaryon kiiltiirlerin
filtratlarinda daha az sayida MnP izoenzimleri bulundugu tespit edilmistir.

Hseu ve ark. (1996), geleneksel taksonomik metotlarla ayrilamayan Ganoderma
lucidium (Curtis) P. Karst.’un izolatlar arasindaki farklar1 ITS denilen rDNA genlerini
inceleyip, ITS sekanslarinda RAPD teknigini uygulamiglardir. Bu calismanin
sonucunda bazi izolatlarin ITS sekanslar1 identik olmasina ragmen, RAPD teknigiyle
genetik Finger Prints’lerin birbirinden farkli sekilde olustugu goriilmiistiir.

Larraya ve ark. (2002), Pleurotus ostreatus’u monokaryon ve dikaryon miseller
halinde Eger besiyerinde ve bugday samaninda yetistirerek analizler yapmislardir.
Analiz sonuglarina gore bu mantarin genetik haritasinda Quantitative Trait Loci (QTL)
ad1 verilen baz1 genomik bolgelerin gosterilebileceginin miimkiin oldugunu ve bazi
durumlarda monokaryotik ve dikaryotik QTL’ler haritada aymi bolgede yigildigim
gostermislerdir. QTL’leri kapsayan bdyle genetik haritalarinin olugturulabilmesinin
miimkiin olmasiyla birlikte genetik informasyona dayanarak yeni 1slah programlariin
olusturulacagini arastirmiglardir.

Castle ve ark. (1987), Agaricus L. un iki tiirii olan Agaricus brunnescens Peck.
ve Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc. RFLP yoluyla arastirmistir. Bu ¢alismada EcoRI
enzimi ile parcalanmis problar southern DNA-DNA hibridizasyonuna sokulmuslardir.

Klonlanmig fragmentlerin her iki tiir icinde biiyiikk cogunlugu polimorfik bulunmustur
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ve A. brunnescens’ te beklenilenden daha az sayida fenotiplere rastlanilmistir. Ayni
zamanda homokaryotik suslardan elde edilen DNA’larda, heterokaryotik suslarin
DNA'’larina gore daha az sayida bant goriilmiistiir.

Larraya ve arkadaslari, (1999), Pleurotus ostreatus’ un 1.4-4.7 Mbp biiyiikligii
arasinda degisen 11 tane kromozomunu PFGE (Pulsed Field Gel Elektrophoresis)
yoluyla kolayca ayrnistirilabildigini géstermislerdir.

Nouhra ve ark. (2005), Arjantin’nin Yunga eyaletinde yapilan arazi ¢aligmalari,
bir hypogeous mantar1 Alnus acuminata Kunth. ssp. acuminata ile iliskili Alpova
austroalnicola sp. nov.’u ortaya ¢ikarmistir. Amplifikasyon ve niikleer LSU rDNA geni
sekanslamasim temel alan morfolojik ve molekiiler ¢calismalar Alpova igerisinde bunun
nadir bir tiir oldugunu gostermistir.Analizler Boletus edulis Bull., Rhizopogon Fr. spp.,
Suillus luteus (L.) Russel ve Truncocolumella citrina ile iliskili bir cins oldugunu
gostermektedir. Etraftaki hayvan diskilarmma ve 9 ¢izgili armadillonun (Dasypus
novemcinctus novemcinctus) diskisinin mikroskobik incelemesi A. austroalnicola’nin
tiikketildigini ve sporlarin1 hayvanlarin yaydigini gostermektedir.

Eggert ve ark. (1998), beyaz kiif mantar1 Pycnoporus cinnabarinus’ta ki Laccase
geninin molekiiler analizini ¢alismiglardir.

Krupa (1999), kayin agaci ile mikoriza olusturdugunu diisiindiigii Amanita
muscaria (L.) Lam., Xerocomus badius (Fr.) Gilbert, Amanita citrina (Schaeff.) Pers.,
Paxillus involutus (Batsch) Fr. ve Hebeloma crustuliniforme (Bull.) Quél. mantarlarinda
PCR-RFLP yontemi ile identifikasyonlarimi yapmistir.

Gutierrez ve ark. (1994), Terfezia claveryi Chatin’nin identifikasyon ve
karakterizasyonu i¢cin RAPD-PCR teknigini kullanmiglardir.

Intini ve ark. (2003), Tiirkiye’nin Akdeniz bolgesinden toplanan Tricholoma
anatolicum’un yeni bir tiir olduguna karar verdi. Bu mantarin matsutake grubunun yeni

bir iiyesi oldugu diisiiniildii.
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3. MATERYAL VE METOT

Aragtirma konusu olan mantar tiirleri Ekim-Kasim aylarinda Adana, Denizli,
Antalya ve Konya illerinden toplanmistir. Toplanan orneklerin bir kismi fungaryum
tekniklerine uygun olarak kurutulmus bir kismi ise derin dondurucuda yas olarak
saklanmistir. Toplanan 6rneklere ait bireylerin 6rnek numaralar1 ve izolasyon tarihleri

cizelge 3.1’deki gibidir.

Cizelge 3.1. Bireylere verilen 6rnek numaralar1 ve izolasyon tarihleri

Ornek No Tiir Ismi Mantar Dokusu | DNA Izolasyon Tarihi
TTC1 Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken Sapka (Yas) 30.09.2010
TTC2 Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken Lamel (Yas) 30.09.2010
TTC3 Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken Sap (Yas) 30.09.2010
TLDO1 Lepista nuda (Bull.) Cooke Sapka (Kuru) 30.09.2010
TLD02 Lepista nuda (Bull.) Cooke Lamel (Kuru) 30.09.2010
TLDO03 Lepista nuda (Bull.) Cooke Sap (Kuru) 30.09.2010
Tricholoma anatolicum H.H. Dogan
TTA1 & Intini Sapka (Yas) 04.01.2011
TTA2 Tricholoma anazall.cu.m H.H. Dogan Lamel (Yas) 04.01.2011
& Intini
Tricholoma anatolicum H.H. Dogan
TTA3 & Intini Sap (Yas) 04.01.2011
3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Soltis tarafindan modifiye edilen Doyle’iin metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir (Soltis ve ark., 1991). Genomik DNA’nin elde edilmesi igin
toplanan mantar 6rneklerinin her birinin sap, sapka ve lamel olmak iizere yas ve kuru
orneklerinden 0,01 gr alimip havanda ezilerek eppendorf tiipiine konulmugtur. Daha
sonra 65°C’de 1sitilan DNA ekstraksiyon tamponundan (2 X CTAB) 500 ul ilave edilip,
araliklarla kanstirilarak 65°C’de inkiibe edilmis ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Uzerine 500 ul kloroform ilave edilmis, 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiijden
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sonra sivi kistm yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine tekrar 500 ul
kloroform ilave edilmistir. 5 dakika 14.000 rpm’ de santrifiij edilip agik krem renkli s1v1
kistm (stipernatant) tekrar yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmistir. Elde edilen
slipernatant kisim {izerine amonyum asetat ve izopropanol eklenip 3 dakika 14.000
rpm’de santrifiij edilmis daha sonra sivi kisim atilip eppendorf tiipiiniin dibindeki
pellete 1 ml %70’lik etanol eklenmistir. 3 dakika 14.000 rpm de santrifiij edilip siv1
kisim tekrar atilip pellet kisminin kurumasi igin eppendorf tiipii 30 dakika vakumda
bekletilmistir. Bunun sonunda eppendorf tiipiine 50 ul 1 x TE (Tris-EDTA) ilave edilip
15 dakika 65°C’de su banyosunda tutulmustur.

3.2. DNA Konsantrasyonunun Tayini

Caligilan tiirlere ait farkli kisimlardan elde edilen DNA’ya ait konsantrasyonlar

ve saflik derecesi ol¢iimleri ND 2000 spektrofotometri ile yapilmigtir.

3.3. ISSR Tayini

ISSR tayini i¢cin UBC808, UBC809, UBC840, UBC856, UBC826 ve UBC818

ISSR primerleri kullanilmistir.

3.4. PCR Optimizasyonu

Oncelikli olarak secilen primerlerden her biri icin MgCl,, Primer ve Taq
polimeraz enzim miktarlarim1 kullanilacak en uygun yontem arastirilmis ve arastirmalar
sonucunda Zietkiewicz ve ark. (1994)’nin belirttigi ISSR protokolii kullanilmistir.
Denemelerde Tm sicakliklarina gore gradient uygulanmistir.

ISSR analizi 25 Mikrolitre amplifikasyon reaksiyon ¢ozeltisi; 75 mM Tris-HCI,
pH=8.8, 20 mM (NH4),SO,, 2 mM MgCl,, 100 mM dATP, 100 mM dTTP, 100 mM
dGTP, 100 mM dCTP, 0,2 mM primer, 1.0 unite Taqg DNA polymerase ve 10 ng DNA
icermektedir. Sicaklik ve dongii kosullar1 olarak, 94°C’de 2 dk ©n denatiirasyon
isleminden sonra, 36 dongii boyunca 6rnekler denatiirasyon i¢in 94°C’de 1 dk, primerin

DNA’ya yapigmasi i¢in primere gore degismek iizere 45-55°C’de 1 dk ve uzama safhasi
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i¢in 72°C’de 2 dk tutulmustur. Ayrica, ornekler son uzama safthasi i¢in 72°C’de 10 dk
bekletilmislerdir.

3.5. Elektroforez

Mini yatay elektroforezde elde edilen PCR iiriinlerinin elektroforezi 5 pl
etidyum bromiir ile hazirlanan %1.2 (w/v) agaroz jele 5 pl PCR iiriinii ve 2 pl yiikleme
soliisyonundan toplam 6 pl yiikleyerek 1 X TAE tampon ¢ozeltisinde i¢inde 100 V’da 1
saat ylriitilmiis ve jeller UV transilluminatér yardimi ile goriintiillenmis ve UV 15181

altinda fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.6. Veri Analizi

Bantlarin yorumlanmasiyla olusturulan matriksler, NTSYSpc 2.1 bilgisayar

programi kullanilarak soy agaci elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. DNA Konsantrasyonlari

Calisilan mantar tiirleri; Tricholoma anatolicum, Tricholoma caligatum ve
Lepista nuda’ nin sapka, sap ve lamel kisimlarindan elde edilen DNA konsantrasyonlari
ve saflik derecesi oOlgiimleri NanoDROP 2000 ile yapilmis olup cizelge 4.1°de

belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Orneklerin Spektral Sonuglari

ORNEKLER | CALISILAN | A260 | A2802 | 260/280 | 260/230 % | NUKLEiK UNIT
KISIM A A ASIT
KONSANT
RASYONU
Tricholoma Sapka (yas) 4,465 2,244 1,99 2,21 2233 ng/ul
anatolicum Lamel (yas) 4,266 2,145 1,99 2,53 213,3 ng/ul
H.H. Dogan | Lamel (yas) 4,289 2,171 1,98 2,33 214,5 ng/ul
& Intini Sap (yas) 140,3 68,622 2,05 2,22 7018,4 ng/ul
68
Sap (yas) 136,0 | 66,103 2,06 2,24 6804,6 ng/ul
93
Tricholoma Sapka (yas) 3,281 1,698 1,93 1,58 164,0 ng/ul
caligatum Lamel (yas) 55,15 26,972 2,04 2,15 2757,6 ng/ul
(Viv.) Ricken 2
Sap (yas) 26,72 13,121 2,04 2,14 1336,2 ng/ul
4
Lepista nuda | Sapka (kuru) 30,78 14,425 2,13 1,96 1539,1 ng/ul
(Bull.) Cooke 2
Lamel (kuru) | 338,1 | 172,303 1,96 2,03 16909,2 ng/ul
83
Sap (kuru) 62,27 30,158 2,06 2,16 3113,7 ng/ul
5

NanoDROP spektrum olgiimlerine gore farkli mantar tiirlerinden ve onlara ait
farkli kisimlardan yiiksek saflikta ve genelde yiiksek konsantrasyonda DNA
izolasyonunun CTAB yontemi ile gerceklestirebildigi goriilmektedir. Yas ve kuru
olarak secilen orneklerin DNA izolasyonunun kalitesinde herhangi bir olumsuz sonug
olusturdugu goriilmemistir. Ancak kuru lamellerden yapilacak izolasyonlarin daha
uygun olabilecegi spektral sonuglardan acikca goriilmektedir. DNA konsantrasyonu
acisindan Ornekler kiyaslandiginda en yiiksek oran, kuru 6rnege ait lamelden calisilan
Lepista nuda tiiriinde tespit edilmistir (K=16909). En diisiik konsantrasyon ise yas
Oornege ait sapkadan yapilan izolasyonda Tricholoma caligatum tiiriinde belirlenmistir

(K=164). Bu tiirde DNA saflig1 ise iist seviyededir. Genelde kuru 6rneklerde ve farkl
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kisimlarinda yapilan izolasyon sonuclarindan yiiksek konsantrasyonlu DNA eldeleri
gerceklesmistir. Yas orneklerde yapilan izolasyonlarda ise konsantrasyonu nispeten
kuru 6rneklere gore daha diisiik oranlar tespit edilmistir. Sonug olarak fungaryumlarda
saklanan iyi kurutulmus 6rneklerin lamellerinden bu yontemle kolayca DNA izolasyonu
yapilabilmesi miimkiin ve yararli goziikkmektedir. Yine bu yontemle daha Once
fungaryumlarda saklanan ¢ok sayida ve cesitli mantar tiirlerinde genetik molekiiler

calismalar boylece kolaylikla yapilabilecektir.

4.2. Morfolojik Karakterizasyon ve Skorlamasi

Tricholoma anatolicum, Tricholoma caligatum ve Lepista nuda tiirlerine ait
orneklerin cizelge 4.2’te nicel morfolojik karakterlerin karsilastirmasi, cizelge 4.3’te
nicel morfolojik karakterlerin skorlamasi, cizelge 4.4’te nitel morfolojik karakterlerin
karsilagtirllmast ve cizelge 4.5’da da nitel morfolojik karakterlerin skorlamasi

verilmistir.

Cizelge 4.2 Nicel/Kantitatif Morfolojik Karakterler

Morfolojik Karakterler T. anatolicum | T. caligatum Lepista
nuda

Sapka Capi (en ¢ok) 20 cm 20 cm 11 cm

Sap Boyu (en ¢ok) 10 cm 15cm 10 cm

Sap Genisligi (en ¢cok) 5cm 2.5 cm 3cm

Spor Boyu (en ¢ok) 7.5 6u 8.5

Spor Genisligi (en cok) Su Su Su

Cizelge 4.3 Nicel/Kantitatif Morfolojik Karakterlerin Skorlamasi

Morfolojik Karakterler T. anatolicum | T. caligatum Lepista
nuda

Sapka Capi (en cok) 0 0 1

Sap Boyu (en cok) 0 1 0

Sap Genisligi (en cok) 0 0 1

Sap Genisligi (en cok) 0 1 0

Sap Genisligi (en cok) 1 0 0

Spor Boyu (en cok) 1 0 0

Spor Boyu (en cok) 0 1 0

Spor Boyu (en cok) 0 0 1

Spor Genisligi (en cok) 0 0 0




Cizelge 4.4. Nitel/Kalitatif Morfolojik Karakterler
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Morfolojik Karakterler

Gencken Sapka Sekli Topuz (0) Yari Kiire (1)
Gelismisken Sapka Sekli Yar1 Kubbe (0) Semsiye (1)
Gencken Sapka Rengi Krem Beyaz (0) Sar1 Halkal1 (1) Menekse Mavi (2)

Gelismisken Sapka Rengi

Sar1 Krem (0)

Kirmizims1 Kahverengi
Halkal1 (1)

Menekse Mavi
veya Menekse
kahverengi (2)

Sapka Yiizeyi Tiylii (0) Pullu (1) Diiz(2)
Etli Kisim Rengi Beyaz(0)
Etli Kisim Tadi Tatlimsi (0) Az Acimsi (1)
Etli Kisim Kokusu Nergiz kokusunda (0) | Aromatik Meyve
Kokusunda (1)
Etli Kisim Yapist Dolgun Siki Yapili (0)
Gengken Lamel Rengi Krem (0) Menekse (1)
Gelismisken Lamel Rengi Kirmizimsi Gri Menekse Bazen
kahverengi Lekeli (0) | Mavi (1)
Lamelin Sapla birlesim Sapa Girinti Yaparak | Sapa Centik Seklinde
Sekli (0) Girinti Yaparak (1)
Sap Sekli Silindirik (0)
Sap Tabam Taban kisma dogru Tabani sigkin ¢comak
incelir (0) seklinde (1)
Sap Rengi Beyaz, Krem Beyaz Menekse (1)
©
Spor Sekli Eliptik (0)
Spor Yiizeyi Diiz (0) Kiigiik Sigilli (1)
Spor Rengi Renksiz, Siyanofilik Hiyalin (1)
©
Spor Baski Rengi Krem (0) Pembe (1)
Annulus varhgi Var (0) Yok (1)

Cizelge 4.5. Nitel/Kalitatif Morfolojik Karakterlerin Skorlamasi

Morfolojik Karakterler

T. anatolicum

T. caligatum

Lepista
nuda

Gencken Sapka Sekli

1

Gelismisken Sapka Sekli

Gencken Sapka Rengi

Gelismisken Sapka Rengi

Sapka Yiizeyi

Etli Kisim Rengi

Etli Kisim Tadi

Etli Kisim Kokusu

Etli Kisim Yapisi

Gencken Lamel Rengi

Gelismisken Lamel Rengi

Lamelin Sapla birlesim Sekli

Sap Sekli

Sap Tabam

Sap Rengi

Spor Sekli

Spor Yiizeyi

Spor Rengi

Spor Baski Rengi

Annulus Varh@

[=llelle} o] (o] (o] (o] (o] (o] jo] je] jo] o] fo) fo) o) o] (o] [e] (]
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4.3. Molekiiler Karakterizasyon ve Skorlamasi

4.3.1. DNA Bantlarimin Skorlanmasi

Bu calismada kullanilan 3 farkli bireyin genotipinden elde edilen DNA bantlari
genotipler arasinda karsilastirildi ve aymi hizada bulunanlar benzer bolge olarak
diisiiniilen bant varliginda 1, farkli hizalarda bulunanlar O olarak kodlandi. Elde edilen

PCR fiiriinleri 200-1750 bp arasinda degismektedir (Sekil 4.1).

MARKIR UBC 808 UBC 809 UBC 840 UBC 856 UBC 826

TTC1 TLDO1 TTA3 TTCA TLDO1TTA3 TTC1 TLDO1 TTA3 TTC1 TLDO1 TTA3 TTC1 TLDO1 TTA3

10000 bp

2000 bp
800 bp
600 bp
500 bp

Sekil. 4.1. DNA bantlar1

Yapilan optimizasyon dogrultusunda bant sayis1 ve bantlardaki parlaklik dikkate
almarak en iyi riiniin elde edildigi Tm sicakliklar1 her 6rnege ayr1 ayri uygulanarak
ISSR-PCR’1n gradient sonuclarina gore en fazla bant olusturan sicakliklar se¢ilmistir.
En fazla bant olusturan sicakliklarda denenen primerlerin bes tanesi UBC808, UBC809,
UBC840, UBC856 ve UBCS826 tiim 6rneklere cevap vermistir.
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Sekil 4. 2. Tiirler arasindaki genetik iligkileri gosteren dendogram.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Dogan ve arkadaslar1 tarafindan 7. anatolicum ITS analizleri ve morfolojik
farkliliklara dayandirilarak yakin zamanda yeni bir tiir olarak yaymlanmistir.
Tricholoma anatolicum iilkemiz i¢in endemik oldugu diisiiniilen ve halk tarafindan
toplanip yenilen, hatta ticareti yapilan bir mantar oldugu i¢in 6nem tagimaktadir.

Calismamizda 5 primer kullanimi ile elde edilen verilere gore Tricholoma
caligatum ve Tricholoma anatolicum tiirlerinin birbirlerine % 55 oraninda benzerlik
gosterdigi bulunmustur. 3. tiir olan Lepista nuda ise bu iki tiire oldukca uzak
goriilmektedir. Bu calisma siiresince mikromorfolojik karakterler esas olmak iizere
molekiiler markirlar ile birlikte veri matriksine 70 adet veri girilmistir. Mikromorfolojik
karakterlerden Olgiilen 5 karakterden 8 adet veri skorlamaya dahil edilmis olup geri
kalan 22 adet skorlanan veri ise Olgiilemeyen nitel 6zelliklere aittir. Tiirler iizerine
denenen 6 primerin 5’inden pozitif sonuglar alinmis olup, 40 bant elde edilmistir.
Primerlerin tamamu tiirlerimiz i¢in polimorfiktir.

Tricholoma anatolicum morfolojik olarak baglica asagidaki karakteristik
ozellikleri ile Tricholoma caligatum tiriinden farkliliklar gosterir. Sapka rengi
acisindan; Tricholoma anatolicum’un sapka merkezi Tricholoma caligatum’a kiyasla
daha acik renklidir. Sapka merkezi Tricholoma anatolicum’da sari-krem iken
Tricholoma caligatum’da kirmizims1 kahverengidir. Tricholoma anatolicum’da sap
daha kisa ve genis, annulus ozellikle gelismis evrede daha az belirgindir. Tricholoma
caligatum’da ise sap daha uzun ve dar annulus ise ileri devrede daha belirgindir. Dahasi
iki tiiriin yetisme yerlerinin farkli olmasi da ayirt edici bir karakter olarak
degerlendirilmesi gerekir.

Sonug olarak ele aliman bu iki taksonun morfolojik ve genetik acidan farkli
taksonlar oldugu acikc¢a goriilmektedir. Cogunlukla genetik acidan belirgin farklart olan
taksonlar ayn tiirler olarak degerlendirilse de aradaki genetik farklilifin yetisme yerine
bagh dogal seleksiyonun bir sonucu olabileceginin de diisiiniilmesi gerekmektedir. Bu
durumda bu iki taksonun aym tiire ait farkli varyeteler olmasi da miimkiin

goriilmektedir.
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5.2. Oneriler

Tricholoma anatolicum iilkemiz ic¢in endemik oldugu disiiniilen ve halk
tarafindan toplanip yenilen, hatta ticareti yapilan bir mantar oldugu i¢in 6nem tasimakta
oldugunu belirtmistik. Bundan dolay1, bu tiiriin korunmasi ve kiiltiire alinmas1 yoniinde

calismalar yapilmalidir.
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