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ERCIYES DAGI’NDA YAYILIS GOSTEREN BAZI LIKENLESMIS
MANTARLARIN MORFOLOJIK, ANATOMIiK VE MOLEKULER
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OZET

Bu calisma; Erciyes Dagi’nda yayilis gosteren bazi likenlesmis mantarlarin morfolojik,
anatomik ve molekiiler yontemlerle incelenmesini hedeflemistir. Calismada; Aspicilia
cinerea, Circinaria mansourii, Lecidea atrobrunnea, Lecanora rupicola, Physcia
dubia, Rhizocarpon geographicum, Rhizoplaca peltata, Tephromela atra ve
Xanthoparmelia pulla tiirleri kullanilmistir. Bu tiirlerden Circinaria mansourii ve
Xanthoparmelia pulla Erciyes Dagi’ndan ilk defa rapor edilmistir. Molekiiler
incelemeler PCR yardimiyla ITS primeri kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekans
analizleri ile ilgili bolgeler incelenmistir. ITS sekanslar icin filogenetik analizler ve
dendogramlar, c¢alisilan oOrnekler ve gen bankasindan alinan orneklerle birlikte
yapilmustir. Filogenetik analizler iki farkli metot (NJ, UPGMA) ile ger¢eklestirilmistir.
Neighbor-Joining (NJ) dendogramlari incelendiginde, her bir cinste tiirlerin iki ana kola
ayrildigr gdzlemlenmistir. Ilk kolu, calisilan tiiriin ve ayni cins igerisindeki gen
bankasindan alian diger tiirlerin olusturdugu gdzlemlenmistir. Ikinci kolu ise, dis grup
olarak alinan tiirlerin olusturdugu goriilmiistir. UPGMA metodu kullanilarak yapilan
analizler sonucunda liken genotiplerinin NJ metoduyla benzer sekilde tiirler bazinda ve
dis grup olarak gruplandigi gdzlemlenmistir. Yapilan incelemeler ve elde edilen
bulgular sonucunda Circinaria mansourii tirii Tirkiye i¢in yeni kayit olarak

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Erciyes Dagi, Filogenetik, ITS, PCR, NJ, UPGMA, Circinaria

mansourii.
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ABSTRACT

This study has been made to examine with the morphological, anatomical and molecular
methods of some lichenified fungus which located in Erciyes Mountain. In this study,
Aspicilia cinerea, Circinaria mansourii, Lecidea atrobrunnea, Lecanora rupicola,
Physcia dubia, Rhizocarpon geographicum, Rhizoplaca peltata, Tephromela atra and
Xanthoparmelia pulla species were used. Circinaria mansourii and Xanthoparmelia
pulla from this species are reported for the first time from Erciyes Mount. Molecular
studies has been performed by using ITS primers with the help of PCR. By sequence
analysis, the relevant regions were examined. Phylogenetic analyzes and dendograms
for ITS sequences were carried out together with investigated samples and samples from
the gene bank. Phylogenetic analyzes were conducted by two different methods (NJ,
UPGMA). When we examine NJ dendograms, it is observed that species are sperated
into two brances. The first brance is observed consisting of investigated samples and
other species from Gen Bank. The second brance is seen consisting of species taken as
the outer group. As result of analyzes made by using UPGMA method, we were
observed to be grouped into types and external group in analogy with NJ method of the
lichen genotypes. As a result of the investigations and findings Circinari mansourii

species was found to be a new record for Turkey.

Keywords: Erciyes Mountain, Phylogenetic, ITS, PCR, NJ, UPGMA, Circinaria

mansourii.
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GIRIiS
Likenler; bir mantar ortagi (mikobiyont) ve bir ya da daha fazla fotosentetik alg
ortaginin (fotobiyont) bir araya gelmesiyle olusan fizyolojik birliklerdir. Mantar bileseni
(mikobiyont) Ascomycetes veya Basidiomycetes lyesidir. Ancak liken olusturan
mantarlarin ¢ok biiylik bir kismin1 Ascomycetes iiyeleri olusturur ve Ascomycetes
liyelerinin neredeyse yarisi likenlesmis mantardir. Ayni zamanda az sayida liken
olusturan Basidiomycetes ve Deuteromycetes tiirleri de vardir. Deuteromycetes, eseyli
lireme organi igcermeyen tiirlerin yerlestirildigi yapay bir siiftir. Mikobiyont ile
simbiyotik isbirligi kuran fotobiyontlar ise yesil algler (Chlorophyta) veya

siyanobakterilerdir (Cyanobacteria)’dir [1].

Likenin yapisina katilan mantar ve algler, goriiniis ve yasayis sekli bakimindan liken
olusumuna katilmadan 6nceki formlari ile hi¢bir benzerlik gostermezler ve uzun émiirli
bir tallus olustururlar [2]. Bu birliktelikteki mantar hifleri, liken tallusuna su,
karbondioksit ve mineral maddeleri temin ederken, alg hiicreleri ise fotosentez sonucu
sentezledigi organik maddeleri ve oksijeni verir. Cesitli kaynaklara gore diinyadaki

liken tiirii say1s1 yaklagsik olarak 25.000 civarindadir [3].

Likenler tropiklerden kutuplara kadar hemen hemen biitiin karasal habitatlarda
gelisebilmektedir. Likenler simbiyoz yasamin bir sonucu olarak genis yayilisa sahip
olmalarina ragmen, ayr1 birer birey olarak mantar ve algler biitiin karasal habitatlarda
gelisim gosteremezler. Liken olusumunda yiiksek 151k yogunlugu fotobiyontu olumsuz
etkiler. Ancak mikobiyont ortagi olan mantar, fotobiyontun maruz kalacag: yiiksek 1s1k
yogunlugunu azaltarak fotobiyontun yasama sansimi artirir. Bylece likenler yiiksek
giines 15181ina maruz kalan habitatlarda bile yasayabilirler [4]. Likenler iki ortagin da
birliktelikten yarar sagladigi mutualistik yasam sekli olan simbiyoz yagsama &rnek
olarak gosterilirler. Ancak son zamanlarda likenler kontrollii parazitlige 6rnek olarak da

gosterilir. Cilinkii mikobiyont ortagi bu birliktelikten en ¢ok yarar saglayan ortak



durumundadir ve fotobiyont ortagi serbest yasayan formuna gore liken olusumunda

daha yavas biiyiiyebilmektedir [3].

M.O. IV.'ncii yiizyilda ilk kez Yunanli Theophrastus "Liken" terimini kullanilmistir.
Fakat Theophrastus’un Liken olarak isimlendirdigi bitkiler "Ciger otlar1" idi. Daha
sonralar1 ise Liken deyimi bir¢ok botanik¢i tarafindan, yosunlar ile karistirilmastir.
Likenlerin, Alg ve Mantarlarin bir araya gelmesiyle olustugunu ilk kez Alman
botanikgisi "Simon Schwendener" 6nermistir [5]. Isve¢li bilim insani Linnaeus ise
likenleri “Lichen” isminde tek cins altinda toplamis ve 80 tiir tanimlamistir [6].
Likenolojinin babasi olarak atfedilen diger bir Isvegli botanik¢i Erik Acharius ise
Linnaeus’un “Lichen” olarak isimlendirdigi cinsi 41 cinse ayirmistir. Acharius ayrica bu
yaptig1 simiflandirmada tallusun yiizeyinde bulunan soredleri ve askosporlar ayirt edici

karakterler olarak kullanmustir [7].

Likenler iizerine yapilan sistematik caligmalar, diger cogu organizmalarda oldugu gibi
daha ¢ok morfolojik karakterlere dayali olarak yapilmaktadir. Likenlerin talluslarinda
bulunan liken asitlerinin belirli kimyasal maddeler ile reaksiyonlar1 sonucu verdikleri
renk tepkimeleri de tanimlamaya yardimci olan bir diger faktordiir. Ancak tiim bu
tanimlama c¢aligsmalar1 da likenlerin sistematik kategorilerini tam olarak belirlemeye

yetmemektedir [8].

Erciyes Dag1 likenleri iizerine suana dek yapilan ¢alismalar sunlardir; Steiner (1905)
Erciyes daginda 29 cinse ait 93 tiir ve 46 tiir alt1 takson [9], Giiveng (2001) Erciyes
Dag1’ ndan 21 cinse ait 40 liken tiirii [10], Halic1 vd. (2005) Erciyes Dagi’ndan 63 cinse
ait 215 liken tiirli belirlemistir [11]. Erciyes Dagi’nda suana dek yapilan ¢alismalarda

toplam 215 tiir ve tiir alt1 takson belirlenmistir.

Son yillarda Liken olusturan simbiyontlarin genetik varyasyonlarinin arastirilmasi
oldukca geligmistir [12]. Liken olusturan mantarlarin genetik cesitliligi, popiilasyon
dinamigi ve evrimsel siirecleri lizerine az sayida g¢alisma bulunmaktadir. Fakat bu

calismalarin sayis1 giin gectikce ¢ogalmaktadir [13].



Bu calismada Erciyes Dagi’nda yayilis gosteren bazi likenlesmis mantarlarin
morfolojik, anatomik ve molekiiler olarak incelenmesi, ITS gen bolgesinin PCR yardimi
ile cogaltilarak ilgili gen bdlgesinin DNA dizi analizi yontemi ile incelenmesi ve

incelenen tiirler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin ortaya ¢ikartilmasi amaglanmustir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Likenler

Likenler mantarlar ile alglerin birleserek morfolojik ve fizyolojik bir biitiin halinde

meydana getirdikleri simbiyotik birlikteliklerdir [14].

Likenler, havanin toksik etkisine karsi giiclii degildir. Bu nedenle genellikle hava
kirliliginin olmadig1 yerlerde yasayabilirler ve hava kirliligine karst duyarliliklari
nedeniyle biyolojik indikatorler olarak gorev yaparlar. Likenler SOz (Kiikiirt dioksit)
gibi gaz kirleticilere karsi duyarliliklar1 fark edildiginden bu yana, sehir kirliligi ve

emisyon kaynaklari1 ¢cevresinde indikator olarak kullanilmaktadirlar.

Likenler, ekolojik acidan oldukca onemlidir ve ekolojik siiksesyonda onciidiirler.
Likenler, tutunduklar kayalar salgiladiklar: liken asitleriyle yavas yavas parcalayarak
kaya {iizerinde ince bir toprak tabakasi olustururlar. Bdylece karayosunlarinin
gelisebilmesi miimkiin olur. Daha sonra liken pargalart ve orada gelisen
karayosunlarinin da katilmasiyla organik maddenin siirekli artmasit sonucu olusan
humus tizerinde dnce otsu bitkilerin sonra ¢ali formlarin daha sonra da ytiksek yapili
bitkilerin gelismesi i¢in elverisli bir ortam saglanmig olur. Boylece likenler primer

siiksesyonda onciidiirler [15].

Likenlerde hem eseyli hem de eseysiz lireme yollart mevcuttur. Likenler ¢ogunlukla
eseysiz olarak {irerler. Likenlerin eseysiz iiremesini saglayan soredlerdir. Soredler,
tallusun alg tabakasindan meydana gelen bir veya birkag alg hiicresini mantar hiflerinin
sarmasiyla olusan yapilardir. Tallusun kabuk tabakasinda meydana gelen yariklardan
disar1 agilarak riizgar ve diger cesitli etkenler ile tasinirlar ve geliserek yeni likenleri
meydana getirirler. Likenlerde eseyli iireme ise yalnizca mantar tarafindan
gerceklestirilir. Alg hicbir liken tiirlinde eseyli olarak iireyemez. Likenlerde eseyli

lireme yapilar1 apotesyum ve peritesyum olarak adlandirilir. Bu fruktifikasyonlarin



himenyum tabakasinda askuslar igerisinde askosporlar bulunur. Bu askosporlar
erginlesince etrafa yayilirlar ve uygun ortam sartlarinda ¢imlenirler. Fotosentetik alg

ortagina rastlayarak yeni likenleri meydana getirirler [3].

Likenlerin siniflandirilmasinda iireme organlarimin tipleri, sekilleri, askuslarinda

tasidiklar1 spor sayis1 ve sporlara ait 6zellikler onemli ayirt edici karakterlerdir [16].

Likenlerde apotesyum seklindeki iireme organlar1 daha yaygin goriiliir ve ii¢ grupta
incelenir. Bunlar; Lecanorin (tallus kenar iceren), Lecidein (6zel bir dokudan olusan

apotesyum kenari i¢eren), Biatorin (kenar icermeyen) olarak gruplandirilirlar [17].

1.2. Likenlerin Siniflandirilmasi

Likenler sistematikgiler tarafindan degisik sekillerde siniflandirilmistir. Siniflandirma
yapilirken; tallus yapilari, morfolojik yapilart ve iizerinde gelistikleri substratlari,

habitatlar1 vb. 6zellikler dikkate alinmustir.

1.2.1. Tallus Yapilarina Gore Likenler

Alg ve mantarlarin birbirleri ile etkilesimi degisik sekillerde olabilir. Eger alg ve mantar
hiicreleri tallus yapisinda homojen bir dagilim gosterirse bu tip likenler ‘Homeomerik’
liken, alg ve mantar hiicreleri tallus i¢inde tabakalasma gosterirse bu likenler de

‘Heteromerik’ liken olarak isimlendirilirler.

1.2.1.1. Homeomerik Likenler

Homeomerik likenlerde, alg ve mantar ayri bir katman olusturmadan homojen bir

sekilde karigmiglardir. Tallus jelatini andiran miisilajimsi bir yapidadir [14].

1.2.1.2. Heteromerik Likenler

Heteromerik likenlerde, iist kabuk katmani (korteks) ile orta kisim arasinda algler
bulunur, diger kisimlar siki ya da gevsek dizilmis mantar hiflerinden olusur (Sekil 1.1).
Cogu liken bu grupta yer alir. Mantar hiflerinden olusan tabakaya ‘Medulla’ tabakasi,
alg hiicrelerinden olusan tabakaya ise ‘Gonidi’ tabakasi adi verilir. Ornek olarak

Hypogymnia cinsini verebiliriz [18].
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Sekil 1.1. Heteromerik tallus yapis1 [19].

1.2.2. Morfolojik Sekillerine Gore Likenler
1.2.2.1. Kabuksu Likenler

Talluslar1 kabuk seklinde olan ve tiim alt yiizeyi ile substrata sikica baglanmis
likenlerdir. Tamamen substrata yapisik olarak bulunurlar ve talluslar1 substrat
olmaksizin toplanamaz. Ya substrattan kaziyarak ya da bir miktar substrat ile birlikte
toplanabilir. Salgiladiklar1 liken asitleri ile kayalar1 eriterek kayalarin iginde gomiik
olarak bulunabilirler. Ornek olarak; Aspicilia, Lecanora, Caloplaca ve Rhizocarpon

cinsleri verilebilir.

1.2.2.2. Yapraks1 Likenler

Dorso-ventral olarak yassilasmis lop ve yapraklardan olusan tallus tipidir. Rizin veya
umbilikus ile substrata tutunan likenlerdir. Substarata hafif¢e baghdirlar. Parmelia,

Umbilicaria, Peltigera cinsleri yapraksi likenlere 6rnektir.

1.2.2.3. Dals1 Likenler

Talluslar1 az veya ¢ok dallanmus iplik, serit seklinde olan likenlerdir. Kiigiik bir tallus
parcasi ile substrata tek bir noktadan tutunurlar. Kolayca substratlarindan ayrilirlar.

Dalsi likenlere 6rnek olarak Usnea ve Evernia cinsleri verilebilir.



1.2.2.4. Pulsu Likenler

Bu likenler talluslarinda ‘pullar’ formunda substrattan ayrilmaktadirlar. Bunlar kabuksu
likenler ile iist korteks bulundurmasiyla benzerlik gostermelerine karsin alt kisimlari ise

farklihik gostermektedir. Ornek olarak Squamarina cartilaginea tiirii verilebilir.

1.2.3. Substrat Tiplerine Gore Likenler

Likenler, tlizerinde gelistikleri substratlara gore, ara formlari olmakla beraber, temel

olarak 4 grupta incelenebilirler.

1.2.3.1. Epifitik Likenler

Dogadaki diger bitki formlarini (agag, ¢ali, karayosunu, vb.) substrat olarak secen
likenlerdir. Bu likenler substrata kismen veya tamamen gomiik olarak ya da yiizeyde

bulunabilirler (Sekil 1.2).

;;L.: & TRV 4 | B T
Sekil 1.2. Epifitik Liken [20].

1.2.3.2. Saksikol Likenler
Cesitli tag veya kaya iizerinde gelisim gosteren likenlerdir. Bunlardan kaya yiizeyinde
gelisim gosteren likenlere epilitik likenler, kayaya kismen gomiik olarak gelisim

gosteren likenlere ise endolitik likenler ad1 verilir (Sekil 1.3).



Sekil 1.3. Saksikol Liken [21].

1.2.3.3. Terrikol Likenler

Silisli, kalkerli veya humuslu toprak tizerinde gelisim gosteren likenlerdir (Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Terrikol Liken [22].



1.2.3.4. Musikol Likenler

Karayosunlar1 lizerinde gelisen likenlerdir (Sekil 1.5).

Sekil 1.5. Musikol Liken [23].

1.3. Likenlerin Molekiiler Olarak Siniflandirilmasi

Geleneksel taksonomi, ¢ogunlukla organizmalarin morfolojik ve anatomik 6zelliklerine
dayanir. Fakat gilinlimiizde molekiiler biyoloji teknikleri olduk¢a hizli bir sekilde
gelismistir. Molekiiler biyolojide ki bu hizli gelisme taksonomi ve biitiin biyolojik
disiplinleri etkilemistir. Geleneksel teshis anahtarlari, organizmalarin morfolojik,
anatomik ve bazen de kimyasal oOzelliklerine gore calisir. Ancak, incelenen
organizmalarin Ozelliklerinin bazen birbirine olduk¢a yakin olmasindan dolay1
siniflandirilmalar1 oldukga zorlasir. Bu yiizden tiirler arasindaki morfolojik ve anatomik
farkliliklar organizmalarin kesin olarak teshis edilebilmesi igin yeterli olmayabilir.
Diger bir durumda ise yagam alanlar1 (habitatlar1) farkli olan organizmalarin anatomik
ve morfolojik 6zelliklerinde bircok degisiklik meydana gelir. Bu nedenle ayn tiirlere ait
olan organizmalar morfolojik ve anatomik 6zellikler bakimindan farkliliklar gésterir.
Bu sebepten dolay1 genotip, fenotipe oranla daha stabildir. Taksonomide, morfolojik ve
anatomik oOzellikleri kesinlestirmek icin genetik oOzelliklerin kullanilmasi oldukca

yararlidir [8].
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Likenler iizerine yapilan sistematik caligmalar, diger cogu organizmalarda oldugu gibi
daha ¢ok morfolojik karakterlere dayali olarak yapilmaktadir. Likenlerin talluslarinda
bulunan liken asitlerinin belirli kimyasal maddeler ile reaksiyonlar1 sonucu verdikleri
renk tepkimeleri de tanimlamaya yardimci olan bir diger faktordiir. Ancak tiim bu
tanimlama c¢aligsmalar1 da likenlerin sistematik kategorilerini tam olarak belirlemeye
yetmemektedir. Ayrica liken ¢alismalarinda, TLC, HPTLC ve HPLC gibi yontemler de
kullanilmaktadir. Bu yontemler ile likenlerin igerdikleri metabolitler oldukga basarili bir
sekilde belirlenebilmektedir. Bu bilesikler cesitli alanlarda (tip, eczacilik ve endiistri)
insanlar tarafindan kullanilmaktadir. Bu nedenle olduk¢a 6nemli yontemlerdir. Fakat bu
yontemler de tek basmna likenlerin teshisini ve sistematik kategorilerini tam olarak

belirlemeye yetmemektedir [8].

Liken sistematigine kesinlik kazandiran molekiiler biyolojik tekniklere dayali olan PCR
teknigidir. PCR tekniginin gelisiminden 6nce molekiiler biyolojik yontemler ¢ok azdi.
PCR uygulamalarinin baglamasi ile niikleik asitler yeni karakterlerin belirlenmesinde
kullanilmistir. Bugiin popiilasyon genetigi ve mantar filogenisinin molekiiler biyolojik

incelenmesi ¢aligmalarinda PCR yontemi ¢ok biiylik 6neme sahiptir [24].

Bu c¢alismalar neticesinde elde edilecek bilgiler dogrultusunda, molekiiler filogeniye
dayal1 olarak calisilacak cinslerin taksonomik problemlerinin ¢odziimlenmesi, liken
olusturan mantarlarin siniflandirilmasindaki yerlerini molekiiler boyutta ortaya koymasi

acisindan ve evrimsel iligkileri bakimindan oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir.

1.4. Molekiiler Belirtecler (Markirlar)

Molekiiler belirte¢, genomda bulunan herhangi bir gen bolgesi veya gen bolgesi ile
iliskili DNA parcasidir. Molekiiler belirtecler, popiilasyondaki cesitlilik ya da o
popiilasyon icerisindeki genotipler arasindaki iligkilerin belirlenmesinde %100’e yakin

giivenilirlikle g6z 6niine alinir.

Molekiiler belirtecler morfolojik ve biyokimyasal belirteglere gore birgok avantajlara

sahiptirler [25]. Bu avantajlar sunlardir:
1. Genoma bagl olduklarindan giivenilirdirler.
2. Tekrarlanabilir ve laboratuvarlar arasinda standardize edilebilirler.

3. Genomda birden fazla bolgeyi belirleme olanagina sahiptirler.
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4. Cevresel kosullardan etkilenmezler.
5. Dominat ve kodominat 6zellik gosterirler.
6. Biitiin dokularda tanimlanabilmektedirler.

7. Belirtegler dldiiriicti etkiye sahip degildirler.

1.4.1. ITS (Internal Transcribed Spacer) ve rDNA

rDNA okaryotlarda ¢ekirdekte yer alan, kopyalar1 pes pese dizili, coklu bir gen ailesidir.
Tekrarlanan her bir bolge 18S, 5.8S ve 28S rRNA genlerini igermektedir. Bu genler
ITS1 ve ITS2 (Internal Transcribed Spacer), ETS (External Transcribed Spacer) ve IGS
(Intergenic Spacer) isimli bdlgelerle birbirinden ayrilmigtir. Yiiksek frekansl
mutasyonlar gosteren ITS bolgesi cinsler igerisindeki tiirler arasinda ya da
popiilasyonlar arasinda farkliliklar gostermektedir. Kodlanmayan iki degisken bolgeden
meydana gelen ITS bolgesi, olduk¢a korunmus kiigiik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi
arasinda (ITS1 bolgesi) ve biiyiik alt birim (LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi
arasindaki bolgede (ITS2 bolgesi) yer almaktadir.

ITSIF primeri mantarlara 6zgii bir primerdir ve tDNA’nin SSU geninin 3’ ucunda
bulunur. ITS4 primeri ise evrensel bir primer olarak tanimlanmistir ve LSU geninin 5’

ucunun tamamlayicisidir [26].

Niikleer rDNA’nin diger bolgelerinden ITS; cins, tiir ve popiilasyon gibi daha diisiik
kategorik seviyelerdeki problemleri ¢ézmek i¢in kullanilmaktadir [27, 28, 29]. IGS
bolgesinin biiylikliigli 4-5 kb uzunlugunda iken ITS bolgesi yaklasik olarak 1 kb
uzunlugundadir. Ancak ITS bazi gruplarda farkli uzunlukta olabilmektedir. Ornegin;
insanlarda yaklasik 2 kb, strepsipteran boceklerde 1.8 kb uzunlugundadir [30]. IGS
bolgesinin biiylik olmasindan dolay1 filogenetik aragtirmalarda, ITS bdolgesi tercih

edilmektedir.

18S rDNA nispeten yavas evrim gegirir ve uzak akraba olan organizmalarin
karsilagtirllmasinda kullanilmaktadir. Kodlama yapmayan ITS bolgeleri daha hizh
evrim gegirir ve bir cinse ait tilirlerin veya bir tiirdeki suslarin karsilagtirilmasi igin

kullanilir. 28S rDNA’nin baz1 bolgeleri tiirler arasinda farklilik gostermektedir [31].
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ITS gibi DNA dizileri diger tiim tiirler igerisinden tek bir tiirlin saptanmasi igin
uygundur. Ornek olarak; ITS dizilerindeki farklilik mantarm izolasyonuna gerek
kalmadan konak bitkideki ¢ogu fitopatolojik mantar tiiriiniin saptanmasini saglamistir.
rDNA’nin diger dizileri 6rnegin 18S rDNA, 28S rDNA ve mitokondriyel rDNA dizileri
de spesifik primerler gelistirmek i¢in kullanilmaktadir [32].

1.4.1.1. ITS Bolgesinin Genel Ozellikleri
e Filogenetigin yeniden ingasinda yeterli veri sunacak kadar uygun bir biiytikliige
sahiptir (600—700 bp).
e Genomik DNA iizerinde yiiksek kopya sayisina sahiptir.

e Cins ve tiir i¢i seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA gen bdlgelerine

komsu olarak bulunmaktadir.

e Cins ve tiir seviyesindeki filogenetik calismalarda DNA igerikleri, agiklayict

bilgiler sunmaktadir.
e rDNA gen bolgelerine gore daha hizli niikleotit baz degisimi gosterir.

e ITS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik acidan sunduklari veriler farkli
diizeydedir. Bu bolgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla filogenetik
coziimler sunmaktadir ve niikleotid icerigi ITS2'ye gore % 29 daha degiskendir.

e rDNA’nin olgun 18S, 5.8S ve 28S alt birimlerinin olusumu siirecinde gorev

almaktadir.

e Okaryotik organizmalarda 5.8S gen bdlgesi, ¢ogunlukla ITS bélgeleri ile birlikte
degerlendirilir [33].

1.4.1.2. rDNA ile ITS Bélgesi Arasindaki iliski

Molekiiler biyolojideki son geligsmeler, tiire 6zgili gen bdlgelerinin belirlenmesiyle bitki
tiirlerinin tanimlanmasina imkan vermektedir. Buna yonelik olarak, rDNA’nin ITS
bolgeleri, likenlerdeki molekiiler sistematik calismalarda siklikla basvurulan

yontemlerden biri haline gelmistir [33].

ITS bolgesi tiirlerin teshis edilmesinde morfolojik verilere oranla biiyiikk kolaylik

saglamaktadir ve filogenetik ¢alismalarda ¢ok tercih edilmektedir [34].
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ITS (internal transcribed spacers) boliimleri cins ve tiir diizeyinde yapilacak filogenetik
bir calisma icin en giivenilir metotlardandir. Bu nedenle ribozomal DNA ITS liken
sistematigi ve tanimlamada sahip olduklari genomik béliimlerin islerligi ile paralel
olarak siklikla kullanilmaktadir. Kullanimdaki avantaji ribozomal DNA’nin yiiksek
diizeyde konservatif genlere sahip olmasi ve ITS boliimleri arasinda konumlanmasidir

[35].

Genomik DNA iizerindeki rDNA bdlgeleri, ¢coklu gen yapilarindan olusur ve ardisik
siralanmig tekrarli diziler seklindedir. rDNA tekrarlar;; genomik DNA’nin NOR
(Niikleolar Organizer Region) bolgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S kiigiik alt
birim, 5.8S ve 28S biiylik alt birim rDNA’lar1 kodlayan genlerden olugmaktadir. ITS
bolgeleri, genomik DNA iizerindeki bu rDNA tekrarlari i¢inde yerlesmistir. Bu
bolgeler, rDNA’nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve korunmus bélgeleri (18S,
5.8S ve 28S) birbirinden ayiran iki kisstmdan (ITS1 ve ITS2) olugsmaktadir [33]. Bu ITS
bolgeleri, rDNA gen bolgelerine baglanabilen evrensel primerler kullanilarak PCR
caligsmalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amagcla kullanilan evrensel ITS primerlerinin

rDNA iizerindeki baglanma bdlgeleri Sekil 1.6° da gosterilmistir.

P ETS HTS 1 TSy o ETS| TS Tsa
INTS | o18s | ksl | ' P lsss

S INTS| | o188 | i 288
—_ T —— . . e — . ... —(
7 H\--\"'-\-\. i -H--H"-\.
.r'r q-'““-a. "r'r T -

Fy e £ "

D2/D3 uzama bilgesi D2D3 uzama bﬁ-lges?

Sekil 1.6. ITS primerinin rDNA {izerindeki baglanma bolgeleri [36].

1.4.1.3. rDNA Bolgeleri
1.4.1.3.1. 18S rDNA (Kiiciik Alt Birim)

Kiictik alt birim rDNA’s1 yiiksek derecede korunmus bir bolgedir. Alem, sube ve sinif

seviyesindeki filogenetik calismalarin yeniden insas1 i¢in siklikla kullanilmaktadir [37].

Kiigiik alt birim rDNA baz siralari, fungal soylarin sistematiginde farkli taksonomik

seviyelerde filogeninin yeniden insasinda kullanilmaktadir [38].
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1.4.1.3.2. 5.8S rDNA

5.8S rDNA tekrar birimleri i¢inde en kii¢clik uzunluga sahip olanidir. Niikleotit igerigi
ileri derecede korunmus olan 5.8S rDNA biiyiik alt birimin bir parg¢asidir. Bu bdlgenin
baz uzunlugu (163-164 bp) yeterince uzun olmadigindan filogenetik caligmalarda tek
basina kullanilmamaktadir. Bu nedenle filogenetik analizlerde, ITS bolgeleriyle birlikte
degerlendirilmektedir [38].

1.4.1.3.3. 28S rDNA (Biiyiik Alt Birim)

Biiyiik alt birim rDNA, kiiciik alt birim rDNA’ya gore daha uzundur ve baz igerigi

acisindan daha fazla varyasyon gostermektedir.

rDNA genlerinin gdsterdigi varyasyonlar akraba tiirlerin teshisinde yeterli bilgi
sunmamaktadir. Bu nedenle rDNA genlerinin gosterdigi varyasyonlardan, familya ve

daha yukar1 seviyelerde faydalanilmaktadir [37].

rDNA tekrarlarinin ITS ve IGS bolgeleri, yiiksek oranda varyasyon gosterdiginden
cinsler arasinda, tiir seviyesinde ve popiilasyon ¢alismalarinda karsilasilan taksonomik
problemleri ¢6zmede kullanilmaktadir. Ancak IGS (4—5kb) bolgelerinin ITS bolgelerine
gbre daha uzun parcalara sahip olmasi ve dizi analizindeki zorluk nedeniyle, filogenetik

calismalarda cogunlukla ITS boélgeleri kullanilmaktadir [38].

1.4.1.4. ITS Kullanilarak Likenlerde Yapilan Calismalar

Bruns et al. (1990) ve Taylor & Swann (1994) yaptiklar1 bir ¢alismada her zaman taze
materyale ulasilamayacagindan herbaryum koleksiyonlarindan molekiiler caligmalar

icin 6nemli 6l¢lide materyal temin edebilecegini gostermislerdir [39, 40].

Casares et al. (1996) calismalarinda Lecidea cinsinin Ispanya’nin jips topraklarinin
liken florasinda bulunan iki tiiriinii: L. gypsicola Llimona ve L. circinarioides Casares

& Hafellner tanimlamislardir [41].

Goffinet & Bayer (1997) askuslu mantarlara 6zgii bir primer kullanarak, Peltigera
malacea, Peltigera aphthosa, Peltigera britannica ve Peltigera leucophlebia tiirlerinin,
Nephroma expallidum ve Nephroma arcticum tiirlerinin rDNA ITS bolgelerini

cogaltmislar ve 5.8S dizilerinin karsilastirilmasiyla, toplam liken DNA’sindan mantar
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DNA’sinin ¢ogaltilmasi i¢in askomiseteslere 0zgii primerlerinin yeterli oldugunu

belirtmislerdir [42].

Arup & Grube (1998) galismalarinda, Lecanora subgenus Placodium’un nuclear ITS ve
5.8S Dbolgelerinin  DNA sekans bilgilerini kullanarak molekiiler sistematigini

aragtirmiglardir [43].

ITS, Rocella gibi daha az farklilik gosteren cinslerde filogenik iliskinin tespiti igin
onemli veri saglamistir [44]. Parmaliaceae gibi ¢ok genis bir familyadaki filogenetik
iliskiyi ¢ozmede ITS bilgisi, beraberinde nucSSU bilgisi kullanilarak dahi basarili

olamamustir [45].

Ivanova et al. (1999) yaptiklar1 ¢alismada Umbilicariaceae familyasinin filogenetik
analizinde, ITS 1F ve ITS 4 primerleri ile rDNA’ya ait dizi analizi yapmis ve tiirler

arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmiglardir [46].

Dyer & Murtagh (2001) Dogu Antartika’da, Vestfold tepelerinde bulunan Buellia
frigida ve Xantharia elegans ile yaptiklar1 ¢alismada, genetik varyasyonlarinin oldukga
diisiik oldugunu kaydetmelerine karsin, degisik bolgelerden toplanan X. elegans’in tiir
icinde dahi oldukga yiiksek genetik varyasyon gosterdigini ITS bolgelerinin incelenmesi
ile ortaya ¢ikarmiglardir [47].

Krzeminska et al. (2001) Cetraria cinsinde molekiiler tanimlama anahtarlar1 olusturmak
tizere RFLP (restriksiyon fragment length polymorphism) analizi gergeklestirmislerdir.
Bu analizde yine ITS bolgeleri PCR’la ¢ogaltilmig ve restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Sonucta elde edilen polimorfizimi ifade eden degisik bant desenleri ile

molekiiler tanimlama anahtarlar1 olusturulmustur [48].

Grube & Arup (2001) Physciaceae ailesinin ¢esitli gruplari ve Rinodina ve Buellia
cinslerinden secilmis baz tiirleri ile ¢esitli referans dizilerine dayanarak, niikleer ITS
dizi bilgisine dayali bir filogenetik arastirma yapmuslar, Physcia ve Buellia gruplarinin

i¢erdikleri cinsleri belirlemisler [49].

Murtagh et al. (2002) degisik cografik lokalitelerden ve iklim rejimlerinden toplanan X.

elegans ornekleri ile yaptiklart calismada, ITS bdlgelerinin incelenmesi yani sira RAPD
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teknigi de uygulamislardir. Her iki teknik de oldukca yiiksek genetik varyasyonun
varligini ortaya koymuslardir [50].

Molina et al. (2002) Diploicia ve Diplotomma liken cinslerine ait rDNA ITS
bolgelerinin dizi analizini yaparak, bu cinsleri molekiiler filogenetik yo6nden
incelemislerdir. Bu caligma sonucunda tiirler arasindaki genetik benzerlik ve uzakligi
ortaya ¢ikarmuglardir. Ozellikle farkli habitat ve populasyonlarda varyasyon gosteren
orneklerin molekiiler filogenisi belirlenerek bu tiirler arasindaki genetik uzakligin tespiti

yapilmistir [S1].

Martin et al.. (2003) Diploschiestes cinsine ait tiirlerin molekiiler filogenisini ITS

bolgesinin dizi analizini yaparak incelemislerdir [52].

Lindblom & Ekman (2004) Xanthoria parietina ve Xanthoria aureola arasindaki
molekiiler farklilig1 agiklamak i¢in niikleer ribozomal DNA’nin IGS ve ITS bolgelerini
kullanmislardir. Calismanin sonunda bu iki tiir arasindaki molekiiler farkliliklar

aciklamiglardir [53].

Buschbom & Mueller (2004) yaptiklari galismada Porpidia ve bu cinsle evrimsel olarak
yakin iligkili tiirleri ¢aligmiglar ve ¢alismanin sonunda bu cinse ait evrimsel yorumda

bulunmuslardir [54].

Rios et al. (2005) ¢alismalarinda granit i¢inde endolitik biiyiliyen iki Lecidea tiiriinii:
Lecidea cancriformis and Lecidea sp. molekiiler ve mikroskobi tekniklerini birlestirerek

tanimlamislardir [55].

Lindblom & Ekman (2006) Liken olusturan ascomycetes Xanthoria parietina da
genetik cesitlilik ve popiilasyon yapisim1 niikleer ribozomal DNA’nin IGS ve ITS
bolgelerindeki sekans varyasyonlarini kullanarak arastirmiglardir. Her iki markirin

onemli varyasyon gosterdigini agiklamislardir [56].

Cansaran vd. (2006) Rhizoplaca liken cinsinin ITS bolgesinin dizi analizini
gerceklestirerek filogenetik iligkileri konusunda inceleme yapmislardir. Calismada elde

edilen filogenetik agaca gore, genetik yakinlik hakkinda bilgi edinilmistir [57].
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Aras vd. (2007) Aspicilia liken cinsinin ITS bolgelerinin dizi analizini gergeklestirerek

genetik akrabaliklarini ortaya ¢ikarmislardir [58].

Muggia et al. (2008) Calismalarinda Likenlesmis Ascomycota Lecanorales takimindan
Tephromela atra’nin se¢ilmis taksonlarinin genetik ¢esitliligini ve fotobiyont iligkisini

ITS, B-tiibiilin ve PKS gen bolgelerini sekanslayarak arastirmislardir [59].

Miadlikowska et al. (2011) g¢alismalarinda Hypogymnia ve Cavernularia cinslerini

molekiiler filogenetik olarak incelemislerdir. Bu ¢alismada ITS primerini

kullanmuslardir [60].

Rolstad et al. (2012) Tehdit altinda olan iki Iskandinav likeni, Evernia
divaricata ve Usnea longissima daki genetik varyasyon ve iireme yapisini
karsilagtirmiglardir. Mantar bileseninin genetik varyasyonunu iki niikleer rDNA gen

bolgesi (ITS ve IGS) sekanslayarak degerlendirmislerdir [61].

HAN et al. (2013) c¢alismalarinda ITS kullanarak Kuzey Cin’den Peltigera cinsinden

Peltigera wulingensis sp. nov. isminde yeni bir tiir tanimlamustir [62].

1.4.2. DNA Dizi Analizi

DNA Dizi Analizi ya da Siralama, DNA’nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina
gelmektedir. 1940’larda DNA baz kompozisyonunu saptama ydntemleri bulunmasina
karsin DNA’daki niikleotit dizilerinin dogrudan kimyasal analizi 1960’larda gelistirilip
kullanilmaya baslanmistir. Ornegin; 1965°de Robert Holley 74 niikleotitlik tRNA
molekiiliiniin dizisini bir yillik bir ¢alisma sonucunda saptamistir. 1970’lerde daha etkin
ve dogrudan niikleotit dizi analizine yonelik yontemler gelistirilmeye baslanmistir.
Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA fragmentleri elde edilmesini
saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelistirilmesine paralel olarak dizi analizi

yontemleri de gelistirilmeye baglanmistir [63].

DNA dizileme DNA’nin birincil yapilarimin tayininde ve niikleotid baz dizisinin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. DNA dizileme siklikla gen mutasyonlarinin
tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilariin tayininde, gen regiilasyonunda yer
alan genetik kontrol bolgelerini belirlemede ve genlerin etkilerini belirlemede yaygin

olarak kullanilir.
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Niikleotid dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlar; Allan Maxam ve Walter Gilbert’in Kimyasal Degredasyon
Yontemi ile Fred Sanger ve Coulson’un Zincir Sonlanma Yontemidir. Maxam-
Gilbert’in kimyasal degredasyon yontemi DNA’nin belirli bazlardan kirilmasina
dayanmaktadir. Sanger ve Coulson’un gelistirdigi zincir sonlanma yonteminde ise

belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi gerceklestirilmektedir.

Her iki teknik de ii¢ asamada ger¢eklesmektedir. Bu asamalar; DNA’nin hazirlanmasi,
reaksiyonlar ve yiiksek voltajli jel elektroforezidir. Her iki yontemde de dizisi
saptanacak DNA’ya dort ayr1 reaksiyon uygulanmaktadir (her baz icin bir tane). Bu dort
reaksiyonun iriinleri, bir niikleotit uzunlugu kadar farkli, bir dizi DNA parcaciklaridir.
Dort reaksiyonun iiriinleri bir jelde dort ayri kuyucukta yan yana elektroforez ile
ayrigtirllmaktadir. Jel hattindaki her bir bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve
jeldeki bantlardan DNA pargaciginin dizisi okunabilmektedir [63].

1.4.2.1. Maxam ve Gilbert’in Kimyasal Kirilma Yontemi

Kimyasal kirilma yontemin temel prensibi hidrazin, dimetil siilfat ya da formikasit’in,
DNA’da bulunan bazlar1 6zgiil olarak degistirmesine ve daha sonra eklenen piperidinin
degisiklige wugramis niikleotitlerin  bulundugu noktalardan zinciri kirmasina

dayanmaktadir [64].

Niikleotit dizisi saptanacak olan DNA 6nce 5’ ucundan 32 P ile ya da floresan bir boya
ile isaretlenir. DNA’nin iki iplik¢igi birbirinden ayrilarak ya da DNA uygun bir
restriksiyon enzimi ile kesilerek DNA’nin yalnizca bir ucundan isaretlenmesi saglanir.
Daha sonra DNA molekiilleri dort tiipe ayrilarak A, C, G ve T niikleotitlerini
degistirmek ve kirmak i¢in gerekli tepkimeler gerceklestirilir. Bu sayede tiiplerde farkl
pozisyonlardaki hedef niikleotitlerden kirilmis DNA pargalar1 elde edilir. Sonugta
kirilmanin oldugu pozisyona gore hepsi 5’ pozisyonlarindan isaretli ancak boylari
birbirinden farkli bir dizi DNA fragmenti elde edilmis olur. Elde edilen boylar gittik¢e
kisalan DNA fragmentleri, jel elektroforezinde birbirlerinden biiytikliiklerine gore

ayrilir. Otoradyografi uygulanarak bantlar goriintiilenir.
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Maxam Gilbert Sekanslama
S' *pGpApTpCpGpGpApCpC 3’

| |
G+A rxn T+C rxn
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m— == I*GATCGGACC
m— == *GATCGGAC
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— *GATCGG
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— *GAT
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Sekil 1.7. Maxam-Gilbert Kimyasal Kirilma Yontemi [65].

Piirinlerin kirilmasinda dimetil siilfat kullanilir. Dimetil siilfat ile metillenen DNA’ya
bazik ortamda piperidin uygulanirsa DNA guanin (G) bazindan kirilir. Bazik ortam
yerine asidik ortam tercih edilirse bu sefer de DNA guanin yerine adenin (A) bazindan

kirilir [65].

Pirimidin bazlarinin kirilmasinda ise hidrazin kullanilir. Hidrazin, DNA’y1 hem sitozin
hem de timin (T) bazindan kirar. Bu iki reaksiyonu ayirmak i¢in ise yiiksek tuz derisimi
(2M NaCl) ve bazik ortam kullanilir. Yiksek tuz derisimi ile bazik ortamda DNA

sitozin (C) bazindan kirilir.

1.4.2.2. Sanger DNA Dizi Analizi Yontemi

Sanger yontemi enzimatik DNA sentezine dayanir. Tehlikeli kimyasallardan uzak ve
daha hizli bir yontem oldugundan Maxam-Gilbert yontemine oranla daha ¢ok tercih
edilir. Bu yontem icin; Tek zincirli kalip DNA’ya, dNTP’lere, ddNTP’ye, DNA
polimeraza ve serbest OH grubu igeren primere ihtiya¢ vardir. Yontemin temeli DNA
polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yani sira deoksiribozun 3'-OH
grubu tasimayan ddNTP’leri de (dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat olarak
kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’nin katilmasiyla, ddNTP’nin
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3'-OH grubu olmadig1 i¢in kendisine niikleotit ilave edilemez ve zincir sentezi
sonlanarak bir DNA parcacigi elde edilir (Sekil 1.8). Dizileme reaksiyonlari i¢in dort

ayr tlipte reaksiyon karigimi hazirlanir [65].

SANGER YONTEMI

{2) Primer uzama reaksiyvonu

— f TACTATGCCAGA——— }—
21 baz primer
ddTTP ile Replikasyon
f TACTATGCCAGA 1 f
- e ATGAD
26 baz
(b) Diért reaksivon tiriinlen:
ddA reaks. tiriinlen ddC reaks. iiriinler
Template TACTATGCCAGA Templata: TACTATGCCAGA
(22) Q (28) ATGATA®
(25) ATGE (32) ATGATACGGT®
(27) ATGATEY
ddG reaks. iiriinleri ddT reaks. iiriinler
Template TACTATGCCAGA Templata: TACTATGCCAGA
(24) ATE (23)
(29) _ . ATGATAC® (26) . _ ATGAD
(30) ATGATACG® (31) ATGATACGGE
(33) ATGATACGGTCD

Sekil 1.8. Dideoksi niikleotitler varliginda DNA sentezi [66].

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA pargalarina elektroforez uygulanarak jel tizerinde
yan yana yiriitiiliir. Uygulanan elektriksel alanin etkisi ile DNA pargaciklar1 en kisasi
en Onde olmak iizere jel iizerinde bir merdivene benzer bir goriintii olusturur (Sekil 1.9).
[saretleme yontemine gore jel iizerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon karisimia
konulan ddNTP’nin tipine gore okunur. Otoradyogramdaki bu bant verilerinden

yararlanilarak 5' yoniinden 3' yoniine dogru olan baz dizilimi saptanmis olur [63].
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Sekil 1.9. Sentez sonrast DNA bantlarinin otoradyografi goriintiisii [66].

1.4.2.3. Otomatik DNA Dizi Analizi Yontemi

Otomatik dizileme yonteminde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir
sonlanma yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemden tek farki radyoaktif izotop yerine
floresan boyalarin kullanilmasidir. Yontemde dort farkli renkte boya kullanilir. Sonugta,
dizinin okunmasmi saglayan dort farkli renkte piklerin olustugu bir goriintii
(kromatogram) ortaya ¢ikar (Sekil 1.10.). Timin (T) bazi kirmizi renkle Guanin (G) bazi
siyah renkle, Adenin (A) baz1 yesil renkle ve Sitozin (C) bazit mavi renkle gosterilir.
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CGTTCAAAGATTC GAT GATTCACT GAATT CT GCAATTCACATTACTTATCGCATTTCEGCTGCGTTCTTCATC GATGC CAGAACCAAGAGATCCGTTGTT GA
240 250 280 270 280 290 300 310 320 330

Sekil 1.10. DNA Dizi Analizi sonucu olusan pikler.

Otomatik DNA dizileme cihazlar, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu
programlarin yonettigi elektroforez sisteminden meydana gelmektedir. Elektroforetik
tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k meydana getirilir.
DNA’nin bulundugu jel matriks bu monokromatik 151k ile taranir. Elektroforez boyunca
DNA’ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye geldiginde uyarilmatadir.
Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan
151k demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar
yazilimlariyla degerlendirilerek sonuclar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar

ekranina aktarilir.

Otomatik dizileme yontemleri manuel yontemlere gore daha giivenilir sonuglar verir.

Ayrica zamandan da tasarruf saglamaktadir. [64].

Gen bolgesi PCR islemiyle ¢ogaltilir, ¢cogaltilan bu bolgeler florokrom maddelerle
isaretli bazlarla tekrar PCR reaksiyonuna (Multiplex Flourescent PCR) sokulur.
Reaksiyon sonucunda ortaya g¢ikan hedef bolgelerdeki baz dizisi sifresini olusturan

bazlar genetik analizorler (DNA Sequencer) ile tek tek okunur [63].

DNA dizi analizi ile bir¢ok organizmanin genlerinin yapisi ve organizasyonu hakkinda
onemli bilgiler elde edilmistir. Viriislerin tiim genomlari, E.coli ve maya gibi bir¢ok
organizmanin genomlari aydinlatilmistir. Genlerin organizasyonu, dogasi ve ayrica gen
tirtinlerinin degismesine neden olan mutasyonlarin sayisi, yeri, ¢esidi ile ilgili bilgiler

verir. Ayrica prokaryotik ve Okaryotik genlerde yer alan kontrol bdlgelerin
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organizasyonu ile ilgili ¢alismalarda ve proteinlerin aminoasit dizilerinin ortaya

¢ikarilmasinda kullanilir [63].

Niikleotit dizilerinin bilgisayar analizleri, klonlanmig parcanin bir genin tamamini mi
yoksa bir kismimi mi igerdiginin anlagilmasini saglar. Bu ekzon/intron birlesme
noktalarinin arastirilmasi ile cesitli verilere goére daha onceden ortaya cikarilmis

genlerin DNA dizileri ve proteinlerin aminoasit dizileri ile karsilastirilarak yapilir [63].

Mutant fenotiplere neden olan DNA bozukluklarinin tanimlanmasinin yani sira, DNA
dizi analizi genlerin organizasyonunu (intron ve ekzonlarin sayisin1 ve intron-ekzon
sinirlarin1) belirlemek, genin iirlinii olan proteinin yapis1 ve gorevi hakkinda bilgi
edinmek ve diger organizmalardan elde edilen benzer proteinler arasindaki evrimsel

iligkiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla kullanilir [63].

1.4.3. Filogenetik Analiz

Organizmalarin  evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilir. Filogenetik ise
tiirler/organizma gruplart arast genetik baglart ve iliskileri (evrimsel akrabaligi)
arastiran bilim dalidir. Belirli karakterleri (morfolojik ve/veya genetik) inceler ve benzer
karakterleri tasiyan organizmalarin genetik olarak birbirine yakin olduklari
varsayimindan yola ¢ikar. Molekiiler filogenetik kavrami ise giiniimiizde DNA ve
protein dizilerini de igeren molekiiler veriler tiirler arasi iligkileri analiz etmek igin
kullanilir. Genomlar, mutasyonlarin birikmesi ile evrimlesirler ve farkli organizmalarin
genomlar1 arasindaki niikleotid dizisi farki iki genomun birbirinden ayrilma
zamanlamasini yansitabilir. Farkli genomlar1 karsilagtirarak aralarindaki evrimsel

iligkileri ortaya ¢ikarmak miimkiindiir.

Organizmalarin evrimsel tarihinin saptanmasinda molekiiler veriler kullanilirken bazi

varsayimlarin varhigi s6z konusudur:

1. Kullanilan molekiiler diziler homologdurlar. Yani ortak bir kaynaklar1 vardir ve

zaman igerisinde farklilagmiglardir.

2. Filogenetik farklilagsmanin iki kola ayrilarak gergeklestigi varsayilir. Filogenetik

agactaki bir dal belirli bir noktada iki kola ayrilir.
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3. Bir dizideki her bir pozisyon birbirinden bagimsiz olarak evrim gecirmistir. Diziler
arasindaki cesitlilik kesin filogenetik agaclarin insast i¢in yeterli bilgi saglamaktadir

[67].
1.4.4. Filogenetik Agac

Filogenetik incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi gostermede en uygun
yaklagim elde edilen verilerin gesitli akis semalar1 ve istatistiksel analizlerle filogenetik
agaca doniistiirtilmesidir [67]. Evrimsel iliskileri gorsel olarak ortaya koymak i¢in en
uygun ara¢ filogenetik agaclardir. Dizileme c¢alismalar1 ile elde edilen bilginin

Ozetlenmesini ve gorsel olarak anlagilabilmesini saglarlar.
Bunun yani sira;

e Genler arasi etkilesim

e Ilag tasarimlar

e Agi calismalarinda patojen sus cesitliligi

e Genetik hastaliklar ve bulasici hastaliklarin epidemiyolojisi
e Yeni genlerin gorevlerinin tespiti

e Mikrobiyal ekoloji calismalarinda da kullanilir.

Bir filogenetik aga¢, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda zamanini
tanimlar. Tiirlesme sirasini ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarini
kaydeder. Agac, baslica bir diigiim (node) ve dallardan (branch) olusur. Dallar, tiirlerin
atasal popiilasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarini gosterir. Diiglimler ise bir
tiirlin iki veya daha fazla tiirev poplilasyona ayrildigi noktaya karsilik gelir [68].
Agactaki Onciilii olmayan diigiim koktiir. Kok ortak bir atayr temsil eder, agacin
herhangi bir yerinde yer alabilir. Koksiiz agacglarda ise ortak ata gdsterilmeden sadece
tirler arasi iliski 6n plana ¢ikarilir [69]. Filogenetik agagta her bir diigiim evrimsel
siirecte ayrilan taksonomik bir gruba karsilik gelir. Agacta dis dallar taksonlar, i¢ dallar
ve diiglimler ise taksonlar arasi iliskiyi yansitir. Birbiri ile yakin iligkili tiirler agacta
birbirine komsu dallarda yer almalar ile ayirt edilirler. Aga¢ dallarinin paterni topoloji
olarak adlandirilir ve dal uzunlugu genellikle dalda olusmus degisikliklerin sayisini

belirler [69].
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Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha sonra bu
diziler istenirse referans dizi denilen daha Once saptanmis ve iizerinde uzlasilarak
dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir. Son yillarda molekiiler filogeni
alaninda kaydedilen gelismeler neticesinde ¢esitli tiirlerden elde edilen diziler GenBank,
EMBL gibi 06zel veri tabami sistemlerinde toplanarak kullanicilarin hizmetine

sunulmustur [69].

1.4.4.1. Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullamilan Yontemler

Gilinlimiizde kullanilmakta olan yontemler temel olarak iki bashik altinda

toplanmaktadir.

Karakter Temelli Yontemler

1. Maximum parsimony (MP)
2. Maximum likelihood (ML)

3. Mr. Bayes

Mesafe Temelli Yontemler

1. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean ( UPGMA)

2. Neighbour Joining (NJ)

1.4.4.1.1. Karakter Temelli Yontemler

Uzerinde galigilan taksonlar arasindaki degisken, kalitsal ve biri digerinden bagimsiz
her bir 6zellik ya da karakter hangi taksonun hangisiyle yakin akraba oldugu konusunda

bize yardim eder.

1.4.4.1.1.1. Maximum Parsimony (MP) Farkhliklar1 En Aza indirme Yéntemi

Incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir agag elde etmek igin gerekli en
az mutasyonlarin saptanmasina dayanan bir yontemdir. Maksimum Parsimony (MP),
minimum evrimsel metot (parsimony=tutumluluk) olarak tanimlanabilir. Evrimsel
biyolojide tutumluluk demek, evrimsel siirecte neler olduguna iliskin sonuca varilirken,
arastirmacinin karmasik yerine basit agiklamalari, bagka bir deyisle agiga ¢ikan evrimsel
degismenin miktarini azaltan veri yorumlarini tercih etmesi demektir. Parsimony’e gore
tercih edilen agag, aciga c¢ikmis olan evrimsel de§ismenin toplam miktarin1 en aza

indirgeyen agactir [68]. MP yontemi uygulanirken, dizi pozisyonlarinin farkl
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puanlamalar1 tercih edilebilir. Ornegin; korunmus bdlgede gerceklesen bazi
mutasyonlar, degisken bolgedeki mutasyonlardan daha ¢ok vurgulanmak istenebilir. Ya
da transversiyonlar transisyonlardan daha 6nemli olarak vurgulanabilir. MP analizi ile
en iyi sonuglar dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok gii¢clii oldugu ve az sayida

dizinin oldugu durumlarda alinir.

MP ile agaclarin olusturulmasinda “kesin” ve “tahmini” yaklasimlar s6z konusudur.
Kesin yaklasimda olas1 tiim agaglar gdzden gegirilir ve kullanilan optimalite 6l¢iitiine en
uygun agag belirlenir. Cok zaman alicidir ve yirmiden fazla drnekleme varliginda uygun
degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda “tahmini” yaklasim
uygulanmaktadir. En tutumlu agaclarin giivenirlilik dereceleri istatiksel olarak da
degerlendirilebilir. Bu probleme yonelik yaklagimlardan biri bootstrap (se¢-bagla testi)
olarak adlandirilir. Bootstrap arastirmasi elde edilen agaglarin dallarinin parsimoni
kriteri kullanilarak istatistiksel yonden en gilivenilir olan dallar1 belirlemede kullanilir

[70].

Se¢-bagla testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir
veri seti olusturulur. Ornegin, ¢calismada 700 baz ciftlik bir dizi bulunuyorsa bilgisayar
bu pozisyonlardan birini rastgele segmek ve bunu yeni veri setinde ilk 6ge olarak
kullanmakla se¢-bagla testine baslar. Daha sonra, rastgele sectigi bir pozisyon yeni veri
setinin ikinci veri noktasini olusturur (ikinci veri noktasinin birincisinin ayni olma sansi
1/700'diir). Bilgisayar orijinal verinin rastgele bir dérneklemesini temsil eden 700 baz
cifti iceren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu isleme devam eder. Sonra, bu yeni
veri seti filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilir. Bu islemi tekrarlamak suretiyle
arastirmaci yeniden 6rneklenmis veri setinden olusan agaglarda belli bir dalin agiga
¢ikma yiizdesini % 50, %80 ya da % 100 sekilde ortaya koyar. Bootstrap degeri % 0 ile
% 100 arasinda degisir. Kress ve arkadaslarimin (2002) karakterize ettigi bootstrap
destek kriterlerine gore, >= % 85 giiclii, % 70-85 aras1 orta, %50-70 aras1 zayif ve < %
50 ¢ok zay1f seklinde tanimlanmistir. Bootstrap desteginin % 70 ya da daha biiyiik olusu
genellikle dogru filogeninin tanimlanmasi ile iliskilendirilir. Eger, belli bir dal igin
bootstrap destegi % 50°nin altinda ise; agacin bu kismindaki dallanma modelinin
belirlenemedigi sonucuna varilir ve filogenetik agacta bu dal tek diigiimden c¢ok catalli

olarak verilir. Bu durum molekiiler sistematikte politomi olarak adlandirilir [71].
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1.4.4.1.1.2. Maximum likelihood (ML) En Yiiksek Thtimal Yontemi

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak ortaya konulmus bir
yontemdir [72]. Arastirmaciya sunulan biitiin bilginin daha etkili kullanmak ve olasi
bircok agac¢ igerisinden en iyi agacit se¢mede istatiksel testler kullanma olanagi
yaratmak icin ortaya konmustur. Bu yontem, farkl tipteki niikleotit degisikliginin agi3a
cikma olasiliklarini tanimlayan bir matematiksel formiil ve dal uzunluklart bilinen belli
bir agac verildiginde, bu belli DNA dizisi setini elde etme olasilig1 nedir sorusunu
sormaktadir. Bu yoOntem i¢in bir bilgisayar programi, her agac¢ topolojisinin

degerlendirir veya gbzlenen verinin olusturulmasi olasiligini hesaplar.

Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasiligi toplami, goézlenen verinin
olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik agaclarin olasilifi olarak temsil edilir.
Boylece, yarisan agag¢ topolojilerinin kabul ya da reddi i¢in kriter en yliksek olasiligi
olan agaci se¢mektir, en olas1 agac¢ en iyi agagtir. Ancak olasilik metotlari, hesaplamada
yavastirlar ve bu teknikle ¢ok biiytik veri setleri, parsimoni yontemleriyle oldugu kadar

kapsamli analiz edilemezler.

1.4.4.1.1.3. Bayes Metodu

Filogenetigin en popiiler metodudur. Temelde Maximum Likelihood metoduna benzer,
ancak onceki (prior) olasilik kullanimi ile bu yontemden ayrilir. Var olan gozlemlere
dayanarak gozlenmeyen bir sey hakkinda sonug ¢ikarma temeline dayanir. Bu yontemde
aga¢ seciminde, “Onceki olasilik”, analiz Oncesinde tiim olasi aga¢ topolojileri igin
gecerli olan olasiliktir. Agacin olusturulmasindan once her bir topolojinin olasiligi
birbirine esittir. “Sarta bagl olasilik”, dizi hizalanmasinda gozlenen karakterlerin
degisiklige ugrama frekansidir. Bu iki olasilik degeri, Bayes algoritmasi tarafindan,
gbzlemlere en fazla uygunlugu gosteren en olasi agaglarin saptanmasi i¢in kullanilir.
Asagidaki esitligin gegerli oldugu bu yontem ML yonteminden daha hizlidir ve daha
genis capta veri kiimelerini kullanabilir.

Sonraki olasilik= (Onceki olasilik x Sarta bagli olasilik) / Toplam olasilik

1.4.4.1.2. Mesafe Temelli Yontemler

Mesafe temelli yontemler; dizi hizlanmasi sonucu elde edilen evrimsel mesafelerle bir
veri matrisi olusturularak daha sonra matristeki mesafe skorlarina gore tiim taksonlar

icin bir filogenetik agac olusturma esasina dayanmaktadir [73]. Agacin dallar1 boyunca
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ortaya ¢ikan degisiklik sayis1 diziler arasindaki uzaklhigi gosterir [74]. Tercih edilen

agagclar, taksonlar arasindaki mesafeyi en aza indirgeyen agaclardir [75].

Bu yontemde kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya en iyi durum (optimum
durum) temelli algoritmalar olarak ikiye ayrilirlar. Mesafe temelli yontemlerden en ¢cok

kullanilan ikisi; UPGMA ve Neighbour Joining yontemleridir.

1.4.4.1.2.1 Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages (Aritmetik
Ortalamayi1 Kullanan Agirhiksiz Cift Grup Metodu)

Bir takson icin uzaklik matriksi gozden gegirilirken, en kiiclik uzaklik matriksi baz
alimir. Hizli bir yontemdir ve genis data setlerini hizli bir sekilde analiz edebilir, fakat
karakter analizinde kullanilamazlar. Bir atanin iki yavrusunun ayni miktarda degisime

ugradigimi (dallarin esit uzunlukta oldugunu) savunmasi gergekci degildir [68].

1.4.4.1.2.2 Neighbour Joining (Komsu Birlestirme) Metodu

Bu metot igerik olarak “cluster” analizle alakalidir. Ancak, dallar boyunca molekiiler
degisikliklerin esit olmayan oranlari i¢in metot izin verir. Analizin her adiminda uzaklik
matriksi, diiglimlerin her ¢ifti arasinda ayarlanan dal uzunluklarinin net etkisine sahiptir.
Bunun anlami; tim diger diigiimlerden farkliliktir. Bu yontemde bir tane agac
olusturulur ve genis veri kiimelerinin analizi yapilabilir. Fakat tiim olasi agag

topolojileri degerlendirilemez [69].



2. BOLUM
GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecg
2.1.1. Liken Materyali

Liken ornekleri Erciyes Dagi’ndan toplanmistir. Orneklerin toplanmasi sirasinda,
arazide kullanilan klasik ekipmanin yaninda likenler i¢in gerekli olan, peliir kagittan
yapilmis torbalar, 6rneklerin substratlariyla birlikte toplanmasi i¢in ¢ekic ve keski gibi
aletler ve tasima sirasinda hasar gormemesi i¢in sarmak iizere yumusak kagit

kullanilmistir. Baz1 6rnekler de ERC’den temin edilmistir.

Tayinde, OLYMPUS SZ60 stereomikroskop, LEICA DM1000 1s1k mikroskobu, okiiler
mikrometre ve teshis i¢in potasyum hidroksit (K), kalsiyum hipoklorit (C) ve

parafenilendiamin (Pd) gibi bazi kimyasal reaktifler kullanilmistir.

Liken 6rneklerinin toplandigi lokaliteler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Liken 6rneklerinin toplandigi lokaliteler

Yiikseklik
(m)

Tarih Ornek No Lokalite

1355 -

06.04.2015 MB0.0o1 Tirkiye, Kayseri, Talas; Ali Dagy, silisli kayalar 1380
m

tizerinde, 38° 40" 476" K, 35° 32' 993" D.

Tiirkiye, Kayseri, Talas; Ali Dagy, silisli kayalar 355 _

06.04.2015 MB0.002
{izerinde, 38° 40' 476" K, 35° 32' 993" D. 1380 m
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Tiirkiye, Kayseri, Talas; Ali Dagy, silisli kayalar
06.04.2015 MBO0.003 1355 -
tizerinde, 38° 40' 476" K, 35° 32' 993" D. 1380 m

Tiirkiye, Kayseri, Talas; Ali Dagy, silisli kayalar = 355 _

06.04.2015 MB0.004
{izerinde, 38° 40' 476" K, 35° 32' 993" D. 1380 m

Tiirkiye, Kayseri, Talas; Ali Dagy, silisli kayalar 1355 _

06.04.2015 MBO0.008
{izerinde, 38° 40' 476" K, 35° 32' 993" D. 1380 m.

Tiirkiye, Kayseri, Talas; Ali Dagy, silisli kayalar 355 _

06.04.2015 MBO0.010
iizerinde, 38° 40' 476" K, 35° 32' 993" D. 1380 m.

Tiirkiye, Kayseri, Talas; Ali Dagy, silisli kayalar 355 _

06.04.2015 MBO0.011
{izerinde, 38° 40' 476" K, 35° 32' 993" D. 1380 m.

Tiirkiye, Kayseri, Erciyes Dagi, Yilanli Dag,
29.06.2003 MGH0.018 Koyunbaba mevkii, silisli kayalar tizerinde, 38° 1205 m.
43'K, 35°26'D.

Tiirkiye, Kayseri, Erciyes Dag1, Ko¢ Dagi, 38°
16.07.2002 MGHO0.025 2270 m.
42'K, 35°32'D.

Tiirkiye, Kayseri, Erciyes Dag1; Incesu, Siirtme,
27.05.2003 MGHO0.139 1100 m.
silisli kayalar tizerinde, 38° 35' K, 35° 36' D.

2.2. Yontem
2.2.1. Toplama Yontemi

Liken Ornekleri toplanirken, ornekler substratlari ile birlikte alinmis; eger miimkiinse
tireme yapilarini lizerinde bulunduran talluslarin toplanmasina dikkat edilmistir. Agag
kabugu iizerindeki 6rneklerin toplanmasi1 asamasinda keskin bigak ve agac keskisinden
yararlamlmistir. Orneklerin tam ve zarar gdrmemis bir sekilde almmasina, ayni
zamanda Ornegin toplandig1 agaca da zarar verilmemeye dikkat edilmistir. Kaya

tizerinde gelisen liken ornekleri toplanirken miimkiinse kenar ve merkezi kisimlarinin
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korunarak liken tallusunun biitiin bir sekilde alinmasina dikkat edilmistir. Araziden
toplanan liken 6rnekleri yumusak kagit torbalar igerisine yerlestirilmistir. Bu torbalarin
tizerine lokalitenin bilgileri, toplama tarihi, habitati, substrat tipi gibi temel bilgiler
kursun kalemle not edilmistir. Toplanan 6rnekler yumusak kagit havlulara sarilarak

kagit torbalar igine yerlestirilerek laboratuvara getirilmistir.

Herbaryuma getirilen materyaller, torbalardan c¢ikartilarak oda sicakliginda belirli bir
sire kurumaya birakilmigtir. Kurutulan Ornekler 6zel liken zarflarina alinarak

etiketlenmistir.

2.2.2 Tayin Yontemi

Topladigimiz likenlerin tayininde ¢esitli tayin anahtarlarindan faydalanilmistir [76, 77,
78, 79]. Morfolojik incelemelerin hepsi stereomikroskop altinda yapilmistir. Anatomik
incelemeler i¢in kesitler stereomikroskop altinda alinmis ve 151k mikroskobunda

incelenmistir. Bunun yaninda tiirlerin teshisinde bazi kimyasal reaktifler kullanilmistir.

Kullanilan kimyasal reaktifler ve sembolleri sunlardir:

K: Potasyum hidroksit ¢ozeltisi. Yaklasik % 10’luk bir ¢ozelti gereklidir ancak
konsantrasyon ¢ok kritik degildir. Bu c¢ozelti kapali bir kap icinde uzun siire

saklanabilir.

C: Kalsiyum hipoklorit ¢ozeltisi. Bu ¢ozelti evlerde kullanilan bir¢ok ¢amagir suyunun

ana bilesigidir. Sadece birkag¢ ay boyunca aktiftir bu nedenle sik sik test edilmelidir.
KC: K uygulandiktan yaklasik 30 saniye sonra bir damla C damlatilir.
CK: C uygulandiktan yaklasik 30 saniye sonra bir damla K damlatilir.

Pd: Parafenilendiamin. Bu ¢ozelti stabil degildir ve bir kristalin alkol i¢inde ¢oziilmesi
ile hazirlanir. Belirli araliklarla referans tiirler iizerinde test edilmelidir (Ornegin,
Parmelia sulcata’nin medullasi sar1 — kirmizi arasi bir renge doner). Pd reaksiyonunun
gelismesi bir veya iki dakika alabilir, bu ylizden negatif sonug¢ kararina varmadan once
biraz beklenmelidir veya birka¢ defa uygulanmalidir. Pd’nin karsinojen oldugu
diisiiniilmektedir, bu yiizden bu hazirlik ve uygulama asamalarinda ¢ok dikkatli

davranilmalidir.
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Bulgular kisminda, bu reaktiflerden tallus ve medullaya birer damla damlatildiginda

reaksiyon verip vermedigi belirtilmistir.

2.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in 2 farkli yontem denenmistir. Bunlar; Qiagen Dneasy Plant Kit ile

izolasyon yontemi (modifiye edilmis) [80] ve Aras ve Cansaran (2006) tarafindan

belirlenmis mini prep yontemidir [81]. Qiagen Dneasy Plant Kit yOntemi

caligmalarimizda olumlu sonuglar vermistir. Bu yontemin sathalar1 sunlardir;

1.

10.

Liken oOrneginden alinan apotesyum ya da tallus pargalar1 havan ve dibek

kullanilarak ezilir.

Orneklere 400 ul AP1 Buffer eklenerek eppendorf tiiplere konulur.

. Uzerine 4 ul RNaz eklenir ve Vorteks yardimiyla karismasi saglanar.

Tiipler 65 °C su banyosunda belirli araliklarla karigmasi saglanarak 30 dk.
bekletilir.

Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 130 pl P3 Buffer eklenir ve karistirilir. Daha

sonra Ornekler 5 dk. siireyle buzda bekletilir.
Buzdan alinan 6rnekler 14000 rpm (20000 x g)’de 5 dk. santrifiij yapilir.

Tiiplerin ist kisminda kalan siipernatant pipet yardimiyla mavi kapakli spin
kolonlu tiiplere (QIAshredder spin column) alinir. 14000 rpm’de 2 dk. santrifiij
yapilir.

Tiiplerin alt kismindaki s1vi kistm 2ml’lik yeni bir eppendorf tiipe almir. Uzerine

1.5 hacim AW1 Buffer eklenir ve pipet ile iyice karigtirilir.

Bu karigimdan 650 pl beyaz kapakli spin kolonlu tiiplere (DNeast Mini spin
column) eklenir. Daha sonra 14000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilir. Santrifiij
sonrasinda alt kisimdaki 2 ml’lik toplama tiiplerinde biriken sivi dikkatli bir

sekilde uzaklastirilir. Bu adim eppondorf tiipte kalan karisim i¢in tekrarlanir.

Beyaz iist kistm 2ml’lik yeni bir toplama tiipline konularak tizerine 500 pul AW2
Buffer eklenir. 14000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilir. Alt toplama tiiplerinde
kalan sivi kisitm dikkatli bir sekilde spin kolonla temas etmesi engellenerek

uzaklastirilir.
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Daha sonra iizerine tekrar 500 ul AW2 Buffer eklenerek 2 dk. 14000 rpm’de

santrifiij yapilir.

Beyaz kapakli spin kolon dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak 1.5 ya da 2 ml’lik yeni

mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir.

Uzerine 50 pl AE Buffer eklenerek 5 dk. oda sicakliginda bekletilir. Daha sonra
14000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasinda {izerlerine bu kez 25 pl AE Buffer eklenir ve 5 dk. oda

sicakliginda bekletilir. 14000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilir.

Spin kolon uzaklastirilir ve DNA mikrosantrifiij tiipiinde ¢oziinmiis halde elde

edilir.

Aras ve Cansaran (2006) tarafindan belirlenmis mini prep yontemi likenler icin 6zel

olarak

gergeklestirilmis bir metot olmast nedeni ile bu gelistirilen metot da

caligmalarimizda olumlu sonug¢ vermistir [81]. Bu yontemin sathalar1 soyledir;

1.

Ornekten alman 0.1g tallus sivi azot igerisinde ezilir. 1,5 ml' lik ependorf

tiiplerine konulur.

. Orneklere 1 ml DNA ekstraksiyon tamponu {50mM Tris (pH 8.0), 50mM

EDTA (pH 8), 10ml LiCl (4M), 1g CTAB, % 2 PVPP}ve 10 pl merkaptoetanol

eklenir.

. 65°C olan su banyosunda arada karigmasi saglanarak 15 dk. bekletilir. Sonra da

oda sicakligina alinarak sogumasi beklenir.

. 0.5ml Kloroform/iso-amilalkol (24:1v/v) eklenir ve ¢ok iyi karistirilir.
. Ornekler 14000rpm' de 2dk santrifiij islemi yapulir.

. Siipernatant (yaklasik 0.8ml) yeni bir ependorfa almr. Uzerine bir hacim

isopropanol eklenerek yavasca karigtirilir.

. Ornekler buz tizerinde 15 dk. bekletilir.

14000rpm'de 2 dk. santrifiij islemi uygulanir.

. Stipernatant atilarak ependorfta kalan DNA % 70' lik etanolle yikanir. Etanolun

tamamen uzaklasmasi beklenir.
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10. Pellet halindeki DNA 30-60ul TE (10mM Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA pH

8.0) igerisinde ¢oziiliir.

11. 10 mg/ml RNaz eklenerek 37°C' de 30dk bekletilir.

2.2.4. PCR Analizleri

Mantar DNA’sma ait ITS 1F (§' CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A 3') ve
evrensel ITS 4 (5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3') primerleri kullanilarak 50 pl
toplam hacim igerisinde, Thermocycler cihazinda asagidaki bilesen ve kosullarda PCR

reaksiyonu gergeklestirilmistir.

Tablo 2.2. ITS i¢in PCR karigimi

Bilesenler Miktar (nl)

PCR Tamponu 5
MgClz 5
dNTP karigimi 2
ITS 1F 0.5
ITS 4 0.5
Taq Polimeraz 0.2
DNA 4
ddH:0 (Steril) 32.8

Toplam 50
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Tablo 2.3. ITS i¢in PCR dongii sartlari

Sicakhk Zaman Dongii Sayisi
95 °C
4 dakik: 1
(DNA’nin 6n denatiirasyonu) dakika
94 °C
1 dakik
(DNA’nin denatlirasyonu) axtia
55°C
1 dakik
(Baglanma sicaklig) dakika !
72 °C
2 dakik:
(Uzama safhasi) dakika
94 °C
1 dakik
(DNA’nin denatiirasyonu) aktka
52 °C
1 dakik
(Baglanma sicaklig1) dakika 33
72 °C
2 dakik:
(Uzama safhasi) akika
72 °C
kik 1
(Final uzama) > dakika
4°C
(e 0] =

(Bekleme sicakligi)

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon tirlinlerinin elektroforetik ayirimi %1.6° lik agaroz jelinde yapilmis, jel
0.5ul/ml etidyum bromdiir ile boyanmistir. 20 kuyudan olusan jel tepsileri ve ylikleme
tamponu kullanilmistir (%40 siikroz ve % 0.25 bromofenol mavisi). (Fermentas) 100 bg
DNA ladder molekiiler agirlik belirteci ile beraber 1X TAE (Tris, Asetik Asit, EDTA)

tamponu kullanilarak 75 voltta 1,5 saat elektroforez gergeklestirilmistir.

2.2.6. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi Ankara Universitesi Teknokent’te bulunan REFGEN firmasi
tarafindan, 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems HITACHI) cihazinda hizmet

alimi seklinde gerceklestirilmistir.

ITS1F ve ITS4 primerleri ile kiigiik alt iinitenin sonu, ITS1, 5.8 geni, ITS2 ve biiyiik alt

linitenin ucunu igeren bolge cogaltilip dizi analizi gerceklestirilmistir. Olast okuma
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hatalar1 Cluster X programi ile ¢oziilmistiir. Erciyes Dagi’ndan toplanan liken
orneklerinin dizi analizi ¢ikartilmistir ve yapilacak olan makale ile birlikte Gen

Bankasina sunulacaktir.

2.2.7. Filogenetik Analiz
Erciyes Dagi’ndan toplanan liken 6rneklerine ait diziler ve Gen bankasindan indirilmis
olan diziler siralanmig, tiim veriler Mega 6 programi [82] ile analiz edilip

dendrogramlar elde edilmistir. Bu dendogramlar Bulgular kisminda verilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR
3.1. Tiirlerinin Deskripsiyonlari
3.1.1. Circinaria Cinsi
Kingdom: Fungi
Division: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Pertusariales
Family: Megasporaceae
Genus: Circinaria Link.
Species: Circinaria mansourii (Sohrabi) Sohrabi

3.1.1.2. Circinaria mansourii

Tallus saksikol, beyazimsi renkte. Kisa ve kiiciik areollere ve alt yiizeyinde yer alan
oldukca kii¢iik rhizomorf benzeri uzantilara sahiptir. Rhizomorf’lar da alg hiicreleri
bulunmaz, genellikle bitki ¢dOkiintiilerine tutunurlar. Areoller diizensiz ve ayrik,
(0.3—)0.5—0.8—1.1(—1.2) um ¢apinda. Protallus mevcut degil. Yiizeyinde yariklar ve
catlaklar bulunur. Ust yiizey bazi kisimlarda kismen kahverengi. Apotesyum diizensiz
sekillii c¢ok sayida bulunur ve areollere gomiikk olarak yer alm,

(0.15—)0.2—0.25—0.3(—0.4) um ¢apinda.

Suana dek sadece iran’dan kaydedilmistir. Step benzeri habitata sahip daglik alanlarin

acik kisimlarinda kalkerli topraklar iizerinde gelisir.

Kimyasal Testler: Korteks ve medulla; K—/ C—/KC—/ Pd—.
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Sekil 3.1. Circinaria mansourii (MGHO0.139)’nin morfolojik goriintiisii. A. Tallus, B.
Apotesyum.

gil449132531|gblJQ797553 1| Circinaria cerebroides

931 gil449132512|gblJQ797534 1| Circinaria cerebroides
- _{ gil449132491|gb[JQT97513.1| Circinaria emiliae isolate
33 1 gi|449132490|gblJQ797512.1| Circinania emiliae isolate
3 qil449132489|gb|JQ797511.1| Circinaria esculenta
1001 gil449132488|gblJQ797510.1| Circinaria esculenta
0i|449132529|gb[JQ797551.1| Circinana cf. elmorei
il 99 0i449132520|gb[JQ797542 1| Circinaria cf. elmorei

gil449132534|gb[JQ797556.1| Circinaria alpicola
gil449132530[gb[JQ797552 1| Circinaria alpicola

] 94 qil449132496[gb|JQ797518.1| Circinaria jussuffii
100 1gil449132499|gblJQ797521 1| Circinaria jussuffii

50| gil449132517|gblJQ797539.1| Circinaria gyrosa
1001 gil449132506|gb|JQT97528 1| Circinaria gyrosa

a4 0il449132495|gblJQ797517 1| Circinaria lacunosa
a9 | 'gil449132498|gblJQ737520.1| Circinaria lacunosa
32

99 E gil488887661|gb[JX306736.1| Circinaria mansouril
g3 0i|486687660(gb[JX306735.1| Circinaria mansourii

— gil510950002|gb|K.C390383.1| Circinaria contorta
] E— 0i[336397051|gb|HQE50638.1| Circinaria contorta
0i[359751782|gb[JN943617 1| Lecanora muralis

0.02
Sekil 3.2. Circinaria mansourii (MGHO.139)’nin Neighbor-Joining (NJ) dendrogrami.
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gil449132495|gb|JQ797517_1| Circinaria lacunosa
gil449132498|gb|JQ797520.1| Circinaria lacunosa
gil449132531|gb|JQT97553.1| Circinaria cerebroides
0il449132512|gblJQ797534 1| Circinaria cerebroides
gil449132491|gblJQT97513.1| Circinaria emiliae

_{ gil449132490|gblJQT97512 1| Circinaria emiliae
gi|449132489|gb|JQ797511.1| Circinaria esculenta
gi|449132488|gb|JQ797510.1| Circinaria esculenta
gil449132529|gb|JQ797551.1| Circinaria cf. elmorei
gil449132520|gblJQ 797542 1| Circinaria cf. elmorei
gil449132534|gb|lJQ7T97556.1| Circinaria alpicola
gil449132530|gblJQ797552.1| Circinaria alpicola

| gil449132496|gblJQTI7518.1| Circinaria jussuffi

gil449132499|gblJQT97521.1| Circinaria jussuffi
| gil449132517|gb|JQ797539.1| Circinaria gyrosa
| gil449132506|gblQ797528.1| Circinaria gyrosa

J

-

|

gil488887661|gblJX306736.1| Circinaria mansourii
gil488887660|gblJX306735.1| Circinaria mansourii
— — gi|510950002|gb|KC990383.1| Circinaria contorta
[ gi|336397051|gb|HQ650638.1| Circinaria contorta
gi|359751782|gb|JM943617 1| Lecanora muralis

)

01z EI.=1 0 D.=EIS D.HEIE 0. I=J4 0. =D2 D.HEID
Sekil 3.3. Circinaria mansourii (MGHO.139)’nin UPGMA dendrogrami.

Olusturulan dendogramlarin her ikisi de incelendiginde MGHO0.139 numarali 6rnek
Circinaria mansourii tiirleri ile bir arada dallanma gostermistir. Bu gruba en yakin
dallanmay1 Circinaria contorta (Hoffm.) A. Nordin, Savi¢ & Tibell tiirlerinin oldugu
grup gostermistir. C. mansourii ile C. contorta arasinda ki en belirgin 6zellik apotesyum
seklidir. C. contorta’ da apotesyum genellikle yuvarlaksi yapida iken, C. mansourii

tiiriinde apotesyum diizensiz sekillidir.

3.1.2. Aspicilia Cinsi

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes
Order: Pertusariales
Family: Megasporaceae
Genus: Aspicilia A.Massal.

Species: Aspicilia cineria (L.) Korb.
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3.1.2.1. Aspicilia cinerea

Tallus areolat, 2—3.5 cm capinda. Areoller genellikle diizensiz, belirgin yariklarla
ayrilmis, (0.3—)0.6—1—1.3(—1.4) mm capinda. Tallus iist yiizeyi beyazimsi gri, bazen
de sarims1 beyaz. Apotesyum aspicilioid tip, ¢ok sayida, areol basina 1 ile 10 arasinda
degisen sayilarda, (0.15—)0.2—0.25—0.3(—0.35) mm ¢apinda. Apotesyum diski siyah
renkli. Epihimenyum yesilimsi veya kahverengimsi yesil. Himenyum hiyalin. Parafizler
moniliform (basit). Askus klavat, (80—)82—98—113(—120) x 14—19—25(—26) pm
boyutlarinda, spor gelisimi yok.

Subarktik ve arktik-alpin yayilis alanina sahiptir.

Kimyasal testler; Korteks ve medulla K—/ C—/ KC—/ Pd+ sar1.

Sekil 3.4. Aspicilia cinerea (MB0.002 ve MGHO0.018)’nin morfolojik ve anatomik
gorlintiisii. A.Tallus, B. Apotesyum, C. Himenyum, D-E. Askus, F. Parafiz.
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Er gil306811304]qb|HQ171233.1] Aspicilia hispida
o gil306811306]gb|HQ171235.1| Aspicilia hispida

gil306811302|gb|HQ171231.1| Aspicilia fruticulosa
gi|306811303|gblHQ171232 1| Aspicilia fruticulosa
- 0i|312126112|gb|HQ389194 1| Aspicilia vagans
1001 gi|312126114|gb|HQ389196.1| Aspicilia vagans
97 — gil157410416|gb|EU05TE97 1| Aspicilia caesiocinerea
] E— gil220683620|gb|FJ532372.1| Aspicilia caesiocinerea
9 gil336069677|gb/HQ259269.1| Aspicilia verruculosa

39 l— gil157410460|gb|EU057941.1| Aspicilia verruculosa voucher
|g||15?410425Igb|EU05T9[JT.1| Aspicilia epiglypta
100 |gi|3350595TU|leH9259252_1| Aspicilia epiglypta
—— MGH0.018-T54
T N
4?D|: gil57282129|emb|AJ458278.1| Aspicilia cinerea
gil336313723|gblJF703124.1| Lobathallia radiosa

0.0z

Sekil 3.5. Aspicilia cinerea (MB0.002 ve MGHO0.018)’nin Neighbor-Joining (NJ)
dendrograma.

gi[306811304|gb|HQ171233.1] Aspicilia hispida

_|: 0i|306811306|gb[HQ171235.1] Aspicilia hispida
E qil306611302/gb[HQ171231.1] Aspicilia fruticulosa
gi[306611303|gb[HQ171232.1] Aspicilia fruticulosa

gi|312126112|gb|HQ389194 1| Aspicilia vagans
0i|312126114|gb|HQ389196.1| Aspicilia vagans
— gi|157410416|gb|EU05T897 1| Aspicilia caesiocinerea
L gil220683820|gb|FJ532372.1| Aspicilia caesiocinerea
|gil15?’410425|gbIEU05?’90T.1| Aspicilia epiglypta
|gi|3350596?0|gblHQ259252.1| Aspicilia epiglypta
— 0i|336069677|gb|HQ259269.1| Aspicilia verruculosa
| gi|157410460|gb|EU057941.1| Aspicilia verruculosa
——— MGHO0.018-TS4
N N
{ i|57282129|emb|AJ458278.1| Aspicilia cinerea
gi|336313723|gblJF703124 1| Lobathallia radiosa

0.08 0.05 0.04 002 0.00

Sekil 3.6. Aspicilia cinerea (MB0.002 ve MGHO0.018)’nin UPGMA dendrogrami.
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NJ ve UPGMA dendogramlarinin her ikisinde de MGHO0.018 ve MB0.002 numarali
orneklerimiz Aspicilia cinerea tiirii ile dallanma gostermistir. Bu grup diger tiirlerin
olusturdugu gruptan ayr1 dallanma gostermistir. En yakin dallanma gosteren diger grup
ise Aspicilia epiglypta (Norrl. ex Nyl.) Hue tiirlerinin yapmis oldugu dallanmadir. A.
cinerea ve A. epiglypta tiirleri arasinda ayirt edici en belirgin 6zellik conidia boyutudur.
A. cinerea’ da conidia 11—16 pum uzunlugunda iken, A. epiglypta’ da 15—28 pm
uzunlugundadir. Ayrica A. cinerea kutupalti ve arktik-alpin bolgelerde yayilis
gosterirken A. epiglypta kiy1 bolgelerde yayilis gosterir. Aspicilia intermutans ile
olduk¢a benzerdir. Fakat A.intermutans daha kiigiik conidia ve daha genis olgun

askosporlara sahip olmasi ile farklilik gosterir.

3.1.3. Lecidea Cinsi
Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Lecideales

Family: Lecideaceae

Genus: Lecidea Ach.

Species: Lecidea atrobrunnea (DC.) Schaer.

3.1.3.1. Lecidea atrobrunnea

Tallus areolat, 5 cm ¢apinda. Areoller yassi, diizensiz sekilli, koyu kahverengi ve solgun
kahverengi renklerde, (0.6—)0.7—0.8—1(—1.1) mm ¢apinda. Ust yiizey kahvrengimsi ve
kirmizimsi kahverengi  renkte. Apotesyum areol  basina 1 tane,
(0.2—)0.25—0.3—0.35(—0.4) mm c¢apinda, siyah veya kirmizimsi kahverengi renkte.
Epihimenyum kahverengi, 14—18—-21 pum kalinliginda. Himenyum
92—115—138(—140) pm uzunlugunda. Askus klavat, (85—)87—100—113 x 14—15—16
(—17) um boyutlarinda. Askusta spor gelisimi gozlenmedi.

Lecidea atrobrunnea genellikle daglarin yiiksek kesimlerinde ve alpin zonlarda yayilis

gosterir.

Kimyasal testler; Korteks ve medulla K—/ C—/KC—/Pd—.



43

»

-

Sekil 3.7. Lecidea atrobrunnea (MB0.008)’nin morfolojik ve anatomik goriintiisii
Tallus, B. Areoller, C. Himenyum, D. Askus.

bl gi[167030874|gb|EU257681.1| Lecidea polypycnidophora
gi[300252606[gb|GU0T74441 1| Lecidea polypycnidophora
gi[300252618|gb|GUOT4453 1| Lecidea andersonii
~ 9?'gi|1STUBDBTBIgbIEUESTEBE_‘II Lecidea andersonii
gi[166202365|gb|EU259902 1| Lecidea laboriosa
4100':;i|1EEEUZBMIgbIEUZEQQMJI Lecidea laboriosa
5 MB0.008-TS4
gi[300252620[gb|GU074455 1| Lecidea atrobrunnea
— gi|166202360|gb|EU259897 1| Lecidea atrobrunnea
= — 0i[300252622|gb|GU0T4457 1| Lecidea atrobrunnea
50_{gi|3[][]252521|gb|GU[]T4455.1| Lecidea atrobrunnea subsp. saxosa
33 1 gi[166202361|gb|EU259898_1| Lecidea atrobrunnea subsp. saxosa
0i|392508235|gblJX036044 1| Lecidea cancriformis
= gi[1670306871|gblEU257678.1| Lecidea cancriformis
gi[299560895|gblGU170841.1| Lecidea cancriformis

gi[392508242|gblJX036051.1| Lecidea polypycnidophora
1

33

,—gi|3[]UESESQZlgbIGUUTMET.‘I| Lecidea auriculata
1an |—gi|3[][]252593|gb|GU[]?4428_1| Lecidea auriculata
a3 gi[166783002|gb|EU263922 1| Lecidea fuscoatra
_|:gi|33539?12[]|gb|H055[]i’[]i"_1| Lecidea fuscoatra
gi[319894023|gb|HQ605928.1| Lecidea fuscoatra var. grisella
1001 gi|319894026|gb|HQE05931.1| Lecidea fuscoatra var. grisella
gi|319894033|gk/HQE05938.1| Lecidella elarochroma

9

0.0z

Sekil 3.8. Lecidea atrobrunnea (MB0.008)’nin Neighbor-Joining (NJ) dendrogramiu.
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gi|392508242|gblJX036051.1| Lecidea polypycnidophora
gi|167030874|gb|EU257681.1| Lecidea polypycnidophora
gi|300252606|gblGU074441 1| Lecidea polypycnidophora
gi|300252618|gblGUOT4453 1| Lecidea andersonii
gil167030879|gblEU257686.1| Lecidea andersonii
gi|166202365|gblEU259902.1| Lecidea laboriosa
{ gi|166202364|gb|EU259901.1| Lecidea laboriosa
gi|392508235|gblJX036044.1| Lecidea cancriformis

gi|167030871|gblEU257678.1| Lecidea cancriformis
gi|299560895|gblGU170841.1| Lecidea cancriformis

*I: MB0.008-TS4
gi|300252620|gblGUO74455 1| Lecidea atrobrunnea

— gi|166202360|gb|EU259897 1| Lecidea atrobrunnea
S D gi|300252622|gblGUO74457 1| Lecidea atrobrunnea

gi|300252621|gblGUO74456.1| Lecidea atrobrunnea subsp. saxosa
gi[166202361|gblEL259898 1| Lecidea atrobrunnea subsp. saxosa

_|: gil166783002|gblEU263922 1| Lecidea fuscoatra
gi|336397120|gb|HQ650707.1| Lecidea fuscoatra

gi|319894023|gb|HQ605928.1| Lecidea fuscoatra var. grisella
gi|319894026|gb|HQ605931.1| Lecidea fuscoatra var. grisella

gi|300252592|gblGUO74427 1| Lecidea auriculata
I: gil300252593|gblGUOT4428 1| Lecidea auriculata

gi|319894033|gbIHQ605938.1| Lecidella elasochroma

010 0.0s 0.06 0.04 0.0z 0.0

Sekil 3.9. Lecidea atrobrunnea (MB0.008)’nin UPGMA dendrogrami.

Olusturulan her iki dendogramda da (NJ ve UPGMA) MBO0.008 kod numarali
ornegimiz gen bankasindan alinan Lecidea atrobrunnea ve Lecidea atrobrunnea subsp.
saxosa Hertel & Leuckert tiirleri ile esleserek ayri1 bir dal olusturmustur. Bu gruba en
yakin olarak dallanan grup ise Lecidea polypycnidophora U. Rupr. & Tiirk, Lecidea
andersonii Filson, Lecidea laboriosa Miill. Arg. ve Lecidea cancriformis C.W. Dodge
& G.E. Baker tiirlerinin olusturdugu gruptur. Lecidea atrobrunnea diger tiirlerden
icerdigi sekonder metabolit bakimindan ayrilir. L. atrobrunnea 2'-O-methylperlatolic
asit igerirken, Lecidea atrobrunnea subp. saxosa conorstictic ve norstictic asit, L.

andersonii planaic asit, Lecidea polypycnidophora 4-O-demethylplanaic asit igerir.

3.1.4. Xanthoparmelia Cinsi

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Lecanorales

Family: Parmeliaceae
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Genus: Xanthoparmelia (Vain.) Hale
Species: Xanthoparmelia pulla (Ach.) O. Blanco, A. Crespo, Elix, D. Hawksw. &
Lumbsch

3.1.4.1. Xanthoparmelia pulla

Tallus yapraks: yapida, 6 cm ¢apinda. Ust yiizey koyu yesil ve kahverengimsi yesil
renkte. Loplar (6—)6.1—6.3—6.6 x 3.4—3.5—3.6 mm boyutlarinda. Apotesyum
bulunmuyor.

Afrika, Avustralya, Yeni Zelenda ve Avrupa’da yayilis gosterir. Silisli toprak ve kayalar

tizerinde, asidik ve volkanik kayalar {izerinde gelisim gdsterir.

Kimyasal testler; Korteks ve medulla K—/ C—/ KC—/ Pd—.

. o8 [~ [ —
Sekil 3.10. Xanthoparmelia pulla (MB0.001)’nin morfolojik goriintiisii. A.Tallus, B.
Lop.

R4 — 0i126991291|gb|AF451747 1| Xanthoparmelia pulla
50 gi|50953188|gblAY581071.1| Xanthoparmelia pulla
19 MB0.001-TS4

LEgiBQQEQQEUTIgbIJOQ12308.1| Xanthoparmelia delisei
83 0i|399692606|gblJQ312307.1| Xanthoparmelia delisei

j’j gi|323521105|gb[HM578943.1| Xanthoparmelia chlorochroa
gi|323520987|gb[HM578825 1| Xanthoparmelia chlorochroa

gi[291481099|gblGUS93039.1| Xanthoparmelia protomatrae
100 [gil291481 100|gb|GU593040.1| Xanthoparmelia protomatrae

gi|16140863|gb|AF410840.1| Parmelia sulcata

100

0.01
Sekil 3.11. Xanthoparmelia pulla (MB0.001)’nin Neighbor-Joining (NJ) dendrogramu.
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01125991291|gb|AF451747 1| Xanthoparmelia pulla
gil50953188|gblAY581071.1| Xanthoparmelia pulla
MB0.001-754

gil399692607|gblJQ912308.1| Xanthoparmelia delisei
01|399892606|gblJQ912307 1| Xanthoparmelia delisei
gil323521105|gb|HM578943.1| Xanthoparmelia chlorochroa
gi|323520987|gb/HM578825 1| Xanthoparmelia chlarochroa
gil291481099|gb|GU593039.1| Xanthoparmelia protomatrae
011291481100|gb/GU593040.1| Xanthoparmelia protomatrae
gil18140869|gblAF410840.1| Parmelia sulcata

I

o ok ok o ol oz o o
Sekil 3.12. Xanthoparmelia pulla (MB0.001)’nin UPGMA dendrogramu.

NJ ve UPGMA dendogramlarinin her ikisinde de MBO0.001 numarali 6rnek
Xanthoparmelia pulla tiirleri ile ayn1 dalda yer almistir. Bu gruba en yakin dallanmay1
Xanthoparmelia delisei (Duby) O. Blanco, A. Crespo, Elix, D. Hawksw. & Lumbsch
tirlerinin olusturdugu grup gostermistir. X. pulla ile X. delisei tiirleri arasindaki en
belirgin fark X. delisei tiirtiniin medullasinin KC ile reaksiyon vererek pembe veya
turuncumsu kirmizi bir renk ortaya ¢ikmasidir. X. pulla’ da medulla KC ile negatif
sonu¢ vermektedir. Ayrica X. protomatrae tiirlinde defumarprotocetraric asit

bulunurken, X. pulla’ da stenosporic asit bulunmasiyla da bu iki tiir farklilik gosterir.

3.1.5. Rhizocarpon Cinsi

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Lecanorales

Family: Rhizocarpaceae

Genus: Rhizocarpon Ramond ex DC.
Species: Rhizocarpon geographicum (L.) DC.

3.1.5.1. Rhizocarpon geographicum

Tallus  kabuksu, dagmmik areollere sahip, 4 cm c¢apinda.  Areoller
(0.5—)0.8—1.2—1.6(—1.9) mm ¢apinda. Protallus siyah renkte. Ust yiizey yesilimsi sari
renkte. Apotesyum siyah, 0.3—0.5—0.6(—0.7) mm c¢apinda. Epihimenyum mavimsi
siyah renkte. Himenyum hiyalin 29—68—106 pm uzunlugunda. Parafizler 3—3.2—3.4
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um uzunlugunda. Askus koyu yesille kahverengi arasinda. 8 sporlu. Askosporlar
muriform ve elipsoid, koyu kahverengimsi renkte, (32—)33—37—41(—42) x
(18—)19—20—21(—23) um boyutlarinda.

Kozmopolit yayilisa sahiptir. 1000—3720 m. arasindaki yiiksekliklerde bulunur. Siliski

kayalar iizerinde gelisim gosterir.

Kimyasal testler; Korteks ve medulla K—/ C—/ Pd+ sar1.

. o O &

Sekil 3.13. Rhizocarpon geographium (MBO0.011)’un morfolojik ve anatomik
goriintiisii. A. Tallus, B. Apotesyum, C. Himenyum, D. Askospor.

L

45 911319894039|gb|HQE05944 1| Rhizocarpon lavatum
1UUTgilﬁ9894038|gb|H0505943_1| Rhizacarpon lavatum

a0 |~gi|29837340|gbIAF483E1[J.‘II Rhizocarpon lavatum

| qil29837339|gb|AF483609.1| Rhizocarpon petrasum

mol— gi|319894037|gb|H605942 1| Rhizocarpon petraeum

MB0.011-TS4
a1 qi[29837349|gb|AF4836193.1| Rhizocarpon geographicum
g9 gi[11993308|gblAF250805.1| Rhizocarpon geographicum
495|7— gi[102996779|gb|DQ534482 1| Rhizocarpon geographicum
qi|310706483|gb/HM161499.1| Umbilicaria crustulosa
no2

Sekil 3.14. Rhizocarpon geographicum (MBO0.011)’un Neighbor-Joining (NJ)
dendrograma.
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gi|11993308|gblAF250805.1| Rhizocarpon geographicum

{ gi|102996779|gb|DQ534482 1| Rhizocarpon geographicum
WMB0.011-T54
0i|29837349|gb|AF483619.1| Rhizocarpon geographicum
qi|29837340|gblAF483610.1| Rhizocarpon lavatum
[ gi|319894039|gb|HQ605944 1| Rhizocarpon lavatum

gi|319894038|gb|HQ605943.1| Rhizocarpon lavatum
—— 0i|29837339gb|AF483609.1] Rhizocarpon petrasum
. 7i|319894037|gb/HQ605342 1| Rhizocarpon petragum
gi|310706483|gb[HM161499.1| Umbilicaria crustulosa

1 1 1 1 ]
R 010 008 008 0.04 002 0.00

Sekil 3.15. Rhizocarpon geographicum (MB0.011)’un UPGMA dendrogramu.

Olusturulan NJ ve UPGMA dendogramlarinda MBO0.011 numarali 6rnegimiz
Rhizocarpon geographicum tiirii ile birlikte dallanma géstermistir. Bu gruba en yakin
diger dallanma ise Rhizocarpon lavatum (Ach.) Hazsl. tiirlerinin olusturdugu gruptur.
Rhizocarpon geographicum morfolojik olarak belirgin bir sekilde tallusun yiizey rengi
ile R. lavatum’dan ayrilir. R. geographicum’ da yiizey yesilimsi tonlarda renklenme
gosterirken, R. lavatum’ da ise yiizey rengi grimsi ve kahverengimsidir. Rhizocarpon
macrosporum Rasanen gibi ortalama askospor uzunlugu 34 pm’den daha uzun olan ve
psoromik asite sahip olan tiirler genellikle yesil himenyuma sahiptir. R. geographicum

renksiz himenyuma sahip olmast ile bu tiirlerden farklilik gosterir.

3.1.6. Rhizoplaca Cinsi
Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Lecanorales

Family: Lecanoraceae

Genus: Rhizoplaca Zopf

Species: Rhizoplaca peltata (Ramond) Leuckert & Poelt

3.1.6.1. Rhizoplaca peltata

Tallus genellikle loplu, 3 cm c¢apinda. Loplar asagi dogru kivrilmig, kenarlar
siyahlagmis, 2.5—2.9—3.3(—3.5) mm uzunlugunda, 1.5—2—2.4 (—2.5) mm genisliginde.
Ust yiizey yesilimsi sar1 renkte. Apotesyum sarimsi, (0.7—)0.8—1.4—2 mm ¢apinda.
Himenyum 68—75—82 pum uzunlugunda. Parafiz hiyalin, basit, 2.7—3.2—3.7(—4) um
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uzunlugunda. Askus klavat, 8 sporlu, (47—)48—50—52 x (15—)16—17—18(—19) pum
boyutlarinda. Askosporlar globose, (7—)7.4—8.2—9 x (6.5—)7—7.6—8.2(—8.5) um
boyutlarinda.

Kurak dagaras1 bolgelerde yayilis gosterir. Genellikle kayalarin dikey yiizlerinde

gelisim gosterir.

Kimyasal testler; Korteks ve medulla K—/ C—/ Pd+ sar1.

- S R TGS AT SR »
Sekil 3.16. Rhizoplaca peltata (MB0.003)’nin morfolojik ve anatomik goriintiisii. A.
Apotesyum, B. Himenyum, C. Askospor, D. Askus.

55| | gil40806708|gblAY509803.1| Rhizoplaca peltata

71 1 gil40806706|gblAY509801.1| Rhizoplaca peltata
100 ﬁ

MB0.003-TS4
48 gil46241995|gblAY530887.1| Rhizoplaca peltata
gi|327415685|gb|HM5T7265 1| Rhizoplaca melanophthalma
100 |r 9il507943790(gb|Jx948283 1| Rhizoplaca melanophthalma
— 53L gil507943796|gblJ¥946289 1| Rhizoplaca melanophthalma
100 gil392508337|gblJx036146.1| Rhizoplaca macleanii
L gi|392508343|gb|JX036152.1| Rhizoplaca macleanii
44 ——————— qi[40806703|gb|AY 509798 1| Rhizoplaca chrysoleuca
gi|327415673|gb|HM5TT7253.1| Rhizoplaca chrysoleuca
a2 gil327415671|gb|HM577251.1| Rhizoplaca chrysoleuca
?L gil40218100]gb|AY463153.1| Rhizoplaca chrysoleuca
gi|384637045|gblJNBT3882.1| Lecidella carpathica

100

002
Sekil 3.17. Rhizoplaca peltata (MB0.003)’nin Neighbor-Joining (NJ) dendrogrami.
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gi|507943790|gb|JX946283.1| Rhizoplaca melanophthalma
’—[ gi|507943796|gb|JX348289.1| Rhizoplaca melanophthalma

gi|327415685|gb|HM577265.1| Rhizoplaca melanophthalma
r gi|392508337|gb|JX036146.1| Rhizoplaca macleanii

L gi|392508343|gblJX036152.1] Rhizoplaca macleanii
gil40806703|gb]AY509798.1| Rhizoplaca chrysoleuca
gi|327415673|gblHM5T7253.1| Rhizoplaca chrysoleuca

{ gi|327415671|gb|HM577251.1| Rhizoplaca chrysoleuca
gil40218100|gblAY463153.1| Rhizoplaca chrysoleuca
r gil46241995|gb]AY 530887.1| Rhizoplaca peltata

MB0_003-TS4
LLgi|4[]8[JEI’[JESIgbl»’-"\YSUQBIJ1_‘1| Rhizoplaca peltata
gil40806708|gblAY209803.1| Rhizoplaca peltata

gi|384637045|gb|JNE73882.1| Lecidella carpathica

J J J
0.0g 0.08 0.04 0.0z

0.00

Sekil 3.18. Rhizoplaca peltata (MB0.003)’nin UPGMA dendrogrami.

Her iki dendograma bakildiginda MBO0.003 numarali 6rnegimiz Rhizoplaca peltata ile

birlikte dallanma gdstermistir. En yakin diger dallanma ise Rhizoplaca melanophthalma

(DC.) Leuckert tiirlerinin olusturdugu gruptur. Iki tiirii ayiran 6zellik ise kimyasal

igerikleridir. R. peltata’nin medullasinda pannarin, zeorin ve norstictic asit bulunurken,

R. melanophthalma’ da psoromic asit ve lecanoric asit bulunur. R. peltata, Rhizoplaca

chrysoleuca ve R. melanophthalma ile siklikla karistirilmasina ragmen, terponoidlerin

varligtyla ve apotesyumun krater benzeri bir yapiya sahip olmasi ile ayirt edilir.

3.1.7. Tephromela Cinsi

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Lecanorales

Family: Mycoblastaceae

Genus: Tephromela M.Choisy

Species: Tephromela atra (Huds.) Hafellner

3.1.7.1. Tephromela atra

Tallus kabuksu, diizensiz bir sekilde areolat, 5 cm ¢apinda. Ust yiizey grimsi beyaz

renkte. Apotesyum siyah renkte, sapsiz, 1.1—1.3—1.5 mm ¢apinda. Epihimenyum koyu
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kirmizimsi renkte. Himenyum morumsu veya morumsu kirmizi renkte, 238—245—252
um uzunlugunda. Hipotesyum 43—56—69 um kalinliginda. Parafizler dallanmus,
(2.8—)2.9—3—3.1 um uzunlugunda. Askus klavat, 8 sporlu, 38—46—54 x 15 pum
boyutlarinda. Askosporlar hiyalin, basit, (6—)8—10—12(—13) x (4—)5.5—6.7—8(—10)
um boyutlarinda.

Kiyisal bolgelerden yiiksek daglik alanlara kadar genis bir yayilisa sahiptir.

Kimyasal testler; Korteks ve medulla K+ sar1/ C —/ Pd—.

a0 -8 TS
,.(s;#f” ? }i id

Sekil 3.19. Tephromela atra (MB0.004)’nin morfolojik ve anatomik goriintiisii. A.
Apotesyum, B. Himenyum, C. Askospor, D. Parafiz.

A7 MB0.004-TS54
70 _[giIESEE82492|ghIKF730522.1| Tephromela atra

gil686552540|gb|KF730570.1| Tephromela atra
il686582587|gb[KF730617.1| Tephromela follmannii
[— i|686582586|gb|KF730616.1| Tephromela follmannii
| il686582076|gb|KF712223.1| Tephromela grumosa
1001 i[189170665|gb|EU558674.1| Tephromela grumosa
0i[346680958|gblJNO0IT22 1] Mycoblastus afiinis

3

=

——e
002

Sekil 3.20. Tephromela atra (MB0.004) nin Neighbor-Joining (NJ) dendrograma.
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0i|686582492|gb|KF730522 1| Tephraomela atra

0i|686582540|gb|KF730570.1| Tephramela atra

MB0.004-TS4

0i|686562587|gblKF730617.1| Tephramela fallmannii

0i|686582586]gb|KF730616.1| Tephramela follmannii
gil686582076]gb|KF712223 1| Tephromela grumosa

] —{ gi[189170665|gbIEUS58674.1] Tephromela grumosa

0i[346680958|gblJN009722.1| Mycoblastus affinis

010 008 008 004 0 0.0

Sekil 3.21. Tephromela atra (MB0.004)’nin UPGMA dendrogrami.

MBO0.004 numarali 6érnege ait NJ ve UPGMA dendogramlari incelendiginde ¢alisilan
ornegin Tephromela atra tiirii ile bir arada dallandigi goriilmektedir. Tephromela
follmannii Pérez-Vargas, Hern.-Padr. & Elix ve Tephromela grumosa (Pers.) Hafellner
& Cl. Roux tiirleri bu gruptan ayri olarak dallanma gdstermiglerdir. T. atra ile T.
grumosa tiirleri arasindaki en belirgin 6zellik sored bulundurma durumlaridir. T. atra’
da sored bulunmazken, T. grumosa’ da sored mevcuttur. Ayrica T. atra’ da a-collatolic
ve alectoronic asit bulunurken, T. grummosa’ da lichesterinic asit bulunur. T. follmannii
ise verrucose tallus yapisina sahip olmasiyla T. atra’ dan belirgin bir sekilde ayrilir.
Tephromela atra morfolojik olarak Lecanora gangaleoides ile olduk¢a benzerdir ve
siklikla karistirilir. Ancak Tephromela atra himenyumunun mor renkte olmasi ile

kolaylikla ayirt edilir.

3.1.8. Physcia Cinsi

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Teloschistales

Family: Physciaceae

Genus: Physcia (Schreb.) Michaux

Species: Physcia dubia (Hoffm.) Lettau
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3.1.8.1. Physcia dubia

Tallus diizensiz, gri veya kahverengimsi gri renklerde, genellikle loplarin u¢ kisimlar
belirgin olarak daha koyu, 3—4 cm capinda. Loplar degisken genisliklere sahip,
(1.7-)2.2—2.6—3(=3.4) x (1—)1.4—1.8—2.2(—2.3) cm boyutlarinda. Ust yiizey
beyazimsi gri ve krem renklerinde, purinozluk yok. Apotesyum siyah renkte,

0.1—0.7—1.3(—1.4) mm ¢apinda.

[liman bolgelerden kutup alti bolgelere kadar genis yayilis alanina sahiptir. Asitli

kayalar lizerinde gelisim gosterir.

Kimyasal testler: Korteks; K+ sar1 / C—/ KC—/ P+ sar1. Medulla; K—/ C—/ KC—/ P—.

87 N - ~}L : W 40 e
Sekil 3.22. Physcia dubia (MGHO0.025)’nin morfolojik goriintiisii. A. Tallus, B.
Apotesyum.

gi[13272245|gb|AF224402 1| Physcia dubia
0i[13272244|gb|AF224400.1| Physcia dubia
gi[13272246|gb|AF224403.1| Physcia dubia
MGHO.025TSE |

gi[13272247|gb|AF224404 1| Physcia stellaris

59 L gi[13272250|gblAF224408.1| Physcia stellaris

75 1 0I9623175|gblAF224422 1| Physcia adscendens
gi[13272261|gb|lAF224430.1| Physcia adscendens
qi[13272228|gb|AF224377 1| Physcia magnussonii
gi|9623162[gblAF224376.1| Physcia magnussonii

gi[151936041|gb|DQ534476.2| Physcia caesia
100 i: qi[13272268|gblAF224437 1| Physcia caesia
70— gi[13272235|gb|AF224388.1| Physcia caesia

gil115342739/gb|DQ862484. 1| Physconia distorta

a0

38

0.1
Sekil 3.23. Physcia dubia (MGH0.025)’nin Neighbor-Joining (NJ) dendrogramia.
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gil13272245|gblAF224402 1| Physcia dubia
gi|13272244|gb|AF224400.1| Physcia dubia
gi13272246|gblAF224403.1| Physcia dubia
MeHO 05Tt

gil13272247|gblAF224404 1| Physcia stellans
gil13272250|gblAF224408.1| Physcia stellaris
gi|9623175|gblAF224422 1| Physcia adscendens
gil13272261|gblAF224430 1| Physcia adscendens
qil13272228|gb|AF224377 1| Physcia magnussonii
gi|9623162|gb|AF224376.1| Physcia magnussonii
gil13272268|gb|AF224437 1| Physcia caesia
qi[13272235|gb|AF224388 1| Physcia caesia
gi|151936041|gb|DQ534476.2| Physcia caesia
gi|115342739|gb|DQ362484 1| Physconia distorta

0.00

Sekil 3.24. Physcia dubia (MGHO0.025)’nin UPGMA dendrogramu.

NJ ve UPGMA dendogramlar1 incelendiginde MGHO0.025 numarali 6rnegin Physcia

dubia’ lar ile birlikte dallandig1 goriilmektedir. Her iki dendogramda da Physcia dubia’

lara en yakin dallanmay1 Physcia stellaris (L.) Nyl. grubu géstermistir. P. dubia ile P.

stellaris tiirleri arasinda ki en belirgin fark, P. dubia tiiriinde sored mevcutken, P.

stellaris tiirtinde sored bulunmaz. P. adscendens (Fr.) H. Olivier tiirii ise baslik (kask)

seklinde soralia’lar1 olmasi ile farklilik gosterir. P. magnussonii Frey tiirii ise yogun bir

sekilde pruinose olmasi ve ¢ok sayida apotesyuma sahip olmasi ile P. dubia’ dan ayirt

edilir.

3.1.9. Lecanora Cinsi

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Lecanorales
Genus: Lecanora Ach.

Species: Lecanora rupicola (L.) Zahlbr.



55

3.1.9.1. Lecanora rupicola

Tallus kabuksu, areollii yapida, 3 cm capinda. Areoller diiz. Yiizey grimsi beyaz veya
gri renkte yada solgun yesil veya yesilimsi beyaz renklerde, diiz, prunisozluk yok, sored
mevcut degil. Apotesyum sesil, lecanorin tip, (0.5—)0.7—1—1.3(—1.5) mm ¢apinda.
Apotesyum diski diiz, gri renkte. Askus klavat, 8 sporlu, (51—)52—56—60(—62) x
(14—)16—17.5—19 pum boyutlarinda. Askosporlar hiyalin, basit,
(14—)14.5—15—15.5(—16) x (7—)7.1—7.5—7.9(—8) um boyutlarinda. Himenyum
hiyalin, (67—)67.5—78—89(—92) um uzunlugunda. Parafizler u¢ kisimlarda hafifce
kalinlagmis. Subhimenyum hiyalin. Hipotesyum hiyalin.

Kozmopolit yayilisa sahiptir. Genellikle silisli kayalar iizerinde gelisim gosterir.

Kimyasal testler: K+ sar1 / C—/ CK—/ P—.

Sekil 3.25. Lecanora rupicola (MBO0.010)’nin morfolojik ve anatomik goriintiisii. A.
Tallus, B. Apotesyum, C. Himenyum, D. Askospor.
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q3 qil45181474|gblAY398707 1| Lecanora rupicola
el gi|34448993|gb|DQ451665.1] Lecanora rupicola
MB0.0104T54

95 gi|94446991|gb|DQ451663.1| Lecanora rupicola

r gi47088193|gblAY541243 1| Lecanora bicincta
gL gil47086214|gblAY541264.1| Lecanora bicincta

100 —— gil45181475|gblAY398708.1| Lecanora swartzii
L gi|94448963|gb|D0Q451655.1| Lecanora swartzii
86 gil47066198|gblAY541248.1| Lecanora carpinea
28 gi|327180416]emb|FR799199 1| Lecanora carpinea

gi|509725455(gb|JX466472 1| Parmelina tiliacea

79

0.m
Sekil 3.26. Lecanora rupicola (MB0.010)’nin Neighbor-Joining (NJ) dendrogrami.

MB0.010-TS4
gi|94448991|gb|DQ451663.1| Lecanora rupicola
qil45181474|gb|AY398707.1| Lecanora rupicola
gi|94448993|gb|0Q451665.1| Lecanora rupicola
gil47088193|gblAY541243.1| Lecanora bicincta
4[ qil47088214|gb|AY541264 1| Lecanora bicincta
— gil45181475|gb|AY398708.1| Lecanora swartzii
L gi|94448983|gb|DQ451655.1| Lecanora swartzii
qil47088198|gb|AY541248 1| Lecanora carpinea

gil327180416]emb|FRT39139.1| Lecanora carpinea
gil509725455|gblJX466472 1| Parmelina tiliacea

0.07 00 005 0.04 002 oD 001 0.00

Sekil 3.27. Lecanora rupicola (MB0.010)’nin UPGMA dendrogramu.

NJ ve UPGMA dendogramlarinin her ikisinde de MB0.010 numarali 6rnek Lecanora
rupicola ile birlikte dallanma gostermistir. Lecanora bicincta Ramond grubu ise kendi
arasinda dallanma gostermis ve L. rupicola ile en yakin dallanma gdsteren grup
olmustur. L. rupicola sapsiz (sessile) ve hafif gomiik apotesyuma ve beyazimsi ya da
grimsi pruinose apotesyum diskine sahip iken, L. bicincta’ da apotesyum hafif sapl bir
yap1 gosterir ve mavimsi pruinose apotesyum diskine sahiptir. Ayrica, L. rupicola’ da
apotesyumda gelismis bir parathecial yiliziik bulunmazken, L. bicincta tiiriinde bulunur.

Bu ozellikler ile iki tiir birbirinden ayrilir. L. swartzii (Ach.) Ach. tiirii ise apotesyumun
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taban kisminda daralmis bir yap1 gostermesi ve korteksin C ile reaksiyonu sonucunda
turuncu renk vermesi bakimindan morfolojik ve kimyasal olarak L. rupicola’ dan
farklilik gosterir. L. carpinea (L.) Vain. tiiriinde de apotesyum sapli olmasi ile ayirt

edilir.

3.2.ITS i¢in PCR Analizleri

Erciyes Dagi’ndan toplanan 10 adet liken Orneginin Qiagen Dneasy Plant Kit ve
Miniprep yontemi ile DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen DNA’larin PCR
reaksiyonu sonucunda agaroz jel elektroforezinde gozlenebilen ITS bolgelerinin bantlari

Sekil 3.28 de gosterilmistir.

Sekil 3.28. Tiirlerin ITS bolgesinin 55-52 °C degisken baglanma sicakliginda PCR
sonucunda elde edilen DNA bantlarinin elektroforez goriintiisii.

10 adet tlirtin ITS bolgesinin 55-52 °C degisken baglanma sicakligindaki PCR
sonucunda yaklagik olarak 580 bp bantlar elde edilmistir.

3.3. ITS DNA Dizi Analizi

Erciyes Dagi’ndan farkli tiirlere ait toplam 10 6rnek toplanmustir. Dis grup olarak her

bir cins i¢in yakin iligkili oldugu baska bir cinsten tlirler Gen Bankasindan alinmistir.
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Xanthoparmelia pulla (MB0.001) i¢in dis grup olarak Af410840 Gen Bankasi

numarasina sahip olan Parmelia sulcata 6rnegi Gen Bankasindan alinmustir.

Aspicilia cinerea tiirleri (MB0.002 ve MGHO0.018) igin dis grup olarak JF703124 Gen

Bankasi numarasina sahip olan Lobothallia radiosa 6rnegi Gen Bankasindan alinmustir.

Rhizoplaca peltata (MBO0.003) i¢in dis grup olarak JN873882 Gen Bankasi numarasina

sahip olan Lecidella carpathica 6rnegi Gen Bankasindan alinmustir.

Tephromela atra (MB0.004) i¢in dis grup olarak JN009722 Gen Bankasi numarasina

sahip olan Mycoblastus affinis 6rnegi Gen Bankasindan alinmstir.

Lecidea atrobrunnea (MBO0.008) icin dis grup olarak HQ605938 Gen Bankasi

numarasina sahip olan Lecidella elaeochroma 6rnegi Gen Bankasindan alinmistir.

Lecanora rupicola (MBO0.010) i¢in dis grup olarak JX466472 Gen Bankasi numarasina

sahip olan Parmelina tiliacea 6rnegi Gen Bankasindan alinmistir.

Rhizocarpon geographicum (MBO0.011) igin dis grup olarak HM161499 Gen Bankasi

numarasina sahip olan Umbilicaria crustulosa 6rnegi Gen Bankasindan alinmustir.

Physcia dubia (MGHO0.025) i¢in dis grup olarak DQ862484 Gen Bankasi numarasina

sahip olan Physconia distorta 6rnegi Gen Bankasindan alinmustir.

Circinaria mansourii (MGHO0.139) i¢in dis grup olarak JN943617 Gen Bankasi

numarasina sahip olan Lecanora muralis 6rnegi Gen Bankasindan alinmustir.

3.4. Siralanmus DNA Sekanslari

Toplam 10 adet tiiriin dizi analizinin ITS bdlgelerinin siralanmis sekanst Tablo 3.1-

Tablo 3.10°da gosterilmistir. Sekanslar Clustal W programiyla siralanmistir.

Tablo 3.1. MB0.001 numaral1 6rnegin ITS bolgesinin siralanmigs DNA sekansi.

ATCATTATTGAGAGAGGGGCCTCGTGCTCCCGGGGGTTTCGGCCCCCAACTCTTCACCC
CTTGCCTACCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGACCCGAGAATCC-TCTCGCGCTGGCT---C
TTAAGCCGGCGCG-—=———=—=————- CGTCCGTCAGAGGCCC----- ATCTAATTCTATT
TAATCTGTGACGTCCGAGTCT-AAACACAATGAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
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TGGTTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATG
CCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCTTCAAGCGCAGCTTGGTATTGGGCCTTCGCCCCTGC
GGCGTGCCCGAAAAACAGTGGCGGTCCGGCGTGACTTTAAGCGTAGTAACATCTTTCC-
GCTTTAAAGCACTCGTTGTGGCCGGCCAGAGAACCTATT

Tablo 3.2. MB0.002 numarali 6rnegin ITS bolgesinin siralanmis DNA sekansi.

AGTAAA-GTCGTAACAAGGTTTCCATCCGCAAGCCTC-GCCTGCTGAAGCCTCCCGCAA
G-CGACTCTAAACAATTGCG—TAGTCGGTAGCGTTTGTCTCCCGGCCACACCGTCACTG
CGCTGGAAGCTTCCT----CGGAGGTTACCAGCAACCCGGA—TCTCGAAAGATTCGGG-
--CTCACAGATCAAACGCCGGTGGCCGCCTCCCC-CGGCG-GTTCAGATATGACCGATA
CTCTAGAGCCAGGTTGCCCTAGAGAAACC---TG-AGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAA
GGATCATTA-TAGAGAT-AGGG--CCTT---TCG---GGACCCGACCC-—--—- TCCCA
CCCTTTG-—--- TGTATTCTACCTTTGTTGCTTTGGCGTGCT ——--- GTCCG----TGG
ACAC-CGGGGGGACT-TTACCGTCCGTTTGTCGCTA---CACGGACCCCGCCAGGGGCC
AT-CTCTTAATTCCAGTCTG-TATCAGT———--- G-TCTGAGT-AACAACA-AGCAAA-
TTTA-TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCGCTGGTATTCCGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCTCTCAAG
CTTGGCTTGGTATTGGGCCT-CCGTCCTCCGTGGGCGGGCCTGAAAGTCAGTGGCAGTG
CAGCCGGTGCTCAAGCGTAGTAACTTAAA—CACCCTCGCTTTGGA

Tablo 3.3. MBO0.003 numarali 6rnegin ITS bdlgesinin siralanmis DNA sekanst.

AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGAGGGGTCTTC-GGAC
CTCGGGGGCTTCG—GCCCCCAGCTCTTCACCCTCTGTTCACGTATCATTGTTGCTTTGG
CGGGCCCCGAGGCTTGCCCCTCGATTGGC---TGGCGAC-TTCGCCGTCCCGGCCTGTT
CGCGCCCGTCAGAGGCCTATTC-AA-CCCGACTTACCGCTGCCGTCCGAGT-ACAACCA
TAAAT-AGTAAAAA-CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATACCTGTTCGAGCGTCATTACACCCCT
CAAGCTCGGCTTGGTACTGGGTCTTCGCCCCCG-GGGGCGGGCCCGAAAGTCAGTGGTG
GTTCGGCGCGACTTCGAGCGTAGTAAAA-CTTCTCCCGCTCTGGAA-GCTCGCGCCGTG
ACCGGCCA--GACGCCCAAATCTTCCAATGAT-GACCTCGGATCAGGTAGGAG
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Tablo 3.4. MB0.004 numaral1 6rnegin ITS bolgesinin siralanmig DNA sekansi.

CAGAGAGGGGGCCCCCGGGCTCCCGGGGGCTTCGGCCCCCGCCTCTTACACCCTGTGTC
TACATACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCCTGAGGAA--CT-CCTCACGCCGGTCCCTTGG
CCTCGCGGCCTCGGTCGGCCCGTGCCCGTCAGAGGCCCATTCAATTCTGTATTATCAGT
GTCGTCCGAGCTAAAAACACAATTA-TAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCA
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGTATGCCTGTTCG
AGCGTCATTAACACCCCTCAAGCGTAGCTTGGTACTGAGCCTTCGCCG-CTC-GGCGGG
CTCGAAAAGCAGTGGCGGTCCGGTGAGACTTCAAGCGTAGTAGATAAACCCACC-GCTT
TGGAAGCCTTCTCGTCGCGACCCGCCAGTCAACCTCA----CACTCTAACGATG

Tablo 3.5. MB0.008 numaral1 6rnegin ITS bolgesinin siralanmig DNA sekansi.

CTGCGGAAGGATCATTAAAGA-GAGAGGGGCT--CGCGCCCCG-GGGGTTTCG-GCCC-
--CGCCTCTTCACCCCGTGCGTACCTACCTTTGTTGCTTCGGCGGGCCTCGGGTCCCCC
CGACGCCGGCCTGGGGGCAACC--CCGGGCTC-GCGCGCGCCCGCCGGAGGCCACTGC-
AAACTCTGTC-ATCCGTGT-AGTCTGAGCATCAAC-ACAATAACTAAAA-CTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCC
GGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCCTCAAGCGCTGCTTGGTATTGGGCCT
TCGTCCCCCGGACGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGTCCGGCCGGGACTTCAAGCGTAGTA
GAA-TATCATCCCGCTTTTTGAAGGCCCCGTTGCGGCCGACCAGCCAACCCCCAAATA
TTTTCAA-TG

Tablo 3.6. MB0.010 numarali 6rnegin ITS bolgesinin siralanmis DNA sekansi.

TCGAGAGAGGGGCCTCGCGCTCCCGGGGGCTCCGGCCCCCAACTCTTCCACCCCGTGTC
CACCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCCGGAGCACCGCTCCTGCCGGCCGAGGGCCTTC
GCGTCCCGTCCGGCAAGCGCCCGTCGGAGGTCCATCAAAACCCGTCTCTTGGTGAAGTC
CGAGTATAAACCATAA-TAGTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACACCC-CTCAAGCGTAGCTTGGTATTGGGCCCTCGCCGACCGTGGCGTACCCGAA
AATCAGTGGCGGTCCGTCGTGACTTCAAGCGTAGTAAA-TTT-CTCCCGCTTCGAACGT
TCGCGTCGCGACCGGCCGAAAACCCCGATTTATC-CGAACG



61

Tablo 3.7. MB0.011 numaral1 6rnegin ITS bolgesinin siralanmig DNA sekansi.

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGAT-AGGGGCTCCCGGCCCCGAA
CCTCCCCACCCGTGTCTACCGACCTTTTGTTGCTTTGGCGGGCCCG---CGGCCGEG--
-——-CCTATT-CCCGGCCGCCGCAGCGCGCCCGCCGAAAGCCCACCC---GAACTCGCGT
-—-ACCGGT-GATGTCTGAGTAACGA-AACAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGCACTCCAAAGGGCATG
CCTGTCCGAGCGTCATTAAACCCC-TCAAGCCCTCCCTGGCTTGGTCTTGGGTCTT—CA
CCCC-CGG-GTGGGCCTCAAAGTGATTGGCAGCGCA-GTCCGACTTCGAGCGTAGTAGT
GTTC----CCGCT-TGGAAGCAT-CGGCTTGAGCCGGGGCAGACAGCC-ACC

Tablo 3.8. MGHO0.018 numarali 6rnegin ITS bolgesinin siralanmis DNA sekansi.

AGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCATCCGCGAGTCTC-GCCCGCTGAAGCCTCCCGCAA
GGCGACTCTAAACAATTGCG—TAGTCGGTAGCGTTTGTCTCCCGGCCACACCGTCACTG
CGCTGGAAGCCTCAT----CGGAGGTTACCAGCAACCCGGA—TCTCGAAAGGTCCGGG-
--CTCACAGATCAAACGACGGTGGCCGTCTCCCC-CGGCG-GTTCAGATATGACCGATA
CTCTAGAGCCAGGTTGCTCTAGAGAAACCTCTTT-AGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAA
GGATCATTA-TAGAGAT-AGGG--CCTT---TCG---GGGTCCGACCC-——-—- TCCCA
CCCTTTG-—--- TGTATTCTACCTTTGTTGCTTTGGCGTCTT——--- GTCCG----CGG
ACAC-CGGGGGGACT-TTACCGTCCGCTTATCGCCA---CACGGACCCCGCCAGGGGCC
AT-TTCCTAATTCCGGTCTG-TATCAGT———--- G-TCTGAGTGAAAAACA-AGCAAAA
TTAA-TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCGCTGGTATTCCGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCTCTCAAG
CTTGGCTTGGTATTGGGCCT-CTGTCCCCCGCGGGCGGGCCTGAAAATCAGTGGCAGTG
TAGCCGGTGCTCAAGCGTAGTAACTTAAAA-CACCCTCGCTTTGGA

Tablo 3.9. MGHO0.025 numarali 6rnegin ITS bolgesinin siralanmig DNA sekansi.

AACAAGGTTTCCGTAGGTACAAATCGGTTTGCCTGCCGAAACCCCCCGCAAC---GACG
TTAAAAAACTG-CGCGGTCTGCGCCCTTGTGGCGCGGGCAACACCGTTCAAGTGCTGAG
AATGCCC--GGCAACAGCCCCGCACAACC---AGCAGCCAGCGTGTCACTGC-TGGTCC
ACAGATCAATCGACGGTGACCTTCATCGG----TTAAGCTATGACCGGTCCAGAGCCCC
AA-————— CGGGCCCTGGAGCGACGGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGAGACGGGG
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TCTAACCGGCCCCAACTCTTCATCCGTGTCTACATACCA-ATGTTGCTTTGGCGAGCC-
-TCGGGCTTGTTCCGGGGAGTTCACGCTCCTTC----GCCCGC-CAAAGGCCCATACAA
AACCTGTTATCAGTGTCGTCCGAGCACACATATAATAATTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCCTCAAGCACGGCTTGGTATTGGGTCTCGTCCC
CGCGACGTGCCCGCAATTTCGTGGCGGTCCAGTGAGACTTGAAGCGTAGCAAGATTTTT
ACATCCCGCTTTGCAAGCCT-CTCGCTGCGTGCCGGCCAAACAA

Tablo 3.10. MGHO.139 numarali 6rnegin ITS bolgesinin siralanmig DNA sekansi.

—————————————————————————————————————— GCCTGCTGAAGCCTGAACCGC
AGCGACTCAAATAAACTGCGATTAGTTGGTAAGCTCTGTTTACCGGCCACACTGTCACT
GCGCGGAAACCTCTTAAGATGGGGGTCACCCAGCAACCCTCGGTCCTTTTGGATCCCGG
GG--CTCACAGATCAAACGACGGTG-CCGCCTCC---GGGCG-GTTCAGATATGACCGA
AACTCTAGAG----GTTGCCCTAGAGAAACTTTT——--- GTTCCGTAGGTGAACCTGCG
GAAGGATCATTA-CCGAGAT-AGGGTCCTTT---TG---AGGACTCGACCC————-- TC
CCACCCTTTG—---- TGTATATTACTTCTGTTGCTTTGGCG-GTA-———- TCCCG—---
CGG-TACACGGCGC-——--- TGCTT-ACTC-CGTCGCGT--TCCCGG—CCCGCCAGAGG
CCCT-ATTC-TATTCTGTTAA---ATTAGT---AATG-TCTGAGC-ATGC--—-- AAAA
AATAA--TCAAA-CTCACATCAACG-ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCTCTCA
AGCTCAGCTTGGTATTGGGTCT-ATCGTCCCCTGTGGACGGGCCTGAAAATCAGTGGCG
GTGCAGTCGGTACTCAAGCGTAATAAC--ATAA-TATCC-CGCTTTGGA

Tablo 3.11. Kullanilan tiirler, orijinleri ve Gen Bankas1 numaralari.

Orijin \ Tiir \ Gen Bankas1 Numarasi
Tiirkiye \ *Xanthoparmelia pulla \:I
Avusturya \ Xanthoparmelia pulla \ AF451747
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Ispanya \ Xanthoparmelia pulla \m
Tiirkiye \ Xanthoparmelia delisei \m
Tiirkiye Xanthoparmelia delisei JQ912308
ABD \ Xanthoparmelia chlorochroa \m
ABD \ Xanthoparmelia chlorochroa \
Kore \ Xanthoparmelia protomatrae \
Kore \ Xanthoparmelia protomatrae \
Tiirkiye *Rhizoplaca peltata S
Cin \ Rhizoplaca peltata \
Cin \ Rhizoplaca peltata \
Cin \ Rhizoplaca peltata \
fran \ Rhizoplaca melanophthalma \
Sili \ Rhizoplaca melanophthalma \
ABD \ Rhizoplaca melanophthalma \
Antartika \ Rhizoplaca macleanii \



Antartika

[

(TRQCERCTNGNENEID

ABD

Tiirkiye

[

ABD

Karadag

Ispanya

Ispanya

Iskogya

Italya

Tiirkiye

Antartika

Antartika

HOECEOnx

Rhizoplaca macleanii

Rhizoplaca chrysoleuca

Rhizoplaca chrysoleuca

Rhizoplaca chrysoleuca

Rhizoplaca chrysoleuca

*Tephromela atra

Tephromela atra

Tephromela atra

Tephromela follmannii

Tephromela follmannii

Tephromela grumosa

Tephromela grumosa

*Lecidea atrobrunnea

Lecidea atrobrunnea

Lecidea atrobrunnea

JX036152

AY463153

AY509798

HM577251

HM577253

KF730522

KF730570

KF730616

KF730617

KF712223

EU558674

GU074455

GU074457



Danimarka

!

ABD

ABD

Antartika

Antartika

Isvec

Norveg

Antartika

Antartika

Antartika

Avusturya

HEEongnn

ABD

Tiirkiye

Tiirkiye

Antartika

HE

Lecidea atrobrunnea

Lecidea atrobrunnea subsp. saxosa

Lecidea atrobrunnea subsp. saxosa

Lecidea andersonii

Lecidea andersonii

Lecidea auriculata

Lecidea auriculata

Lecidea cancrifomis

Lecidea cancrifomis

Lecidea cancrifomis

Lecidea fuscoatra

Lecidea fuscoatra

Lecidea fuscoatra var. grisella

Lecidea fuscoatra var. grisella

Lecidea polypycnidophora

6

W

EU259897

GU074456

EU259898

GU074453

EU257686

GU074427

GU074428

JX036044

EU257678

GU170841

EU263922

HQ650707

HQ605928

HQ605931

JX036051



Antartika

Antartika

Tirkiye

Polonya

Avusturya

Kamerun

Avusturya

Avusturya

Avusturya

Avusturya

Ingiltere

Avusturya

Tiirkiye

Avusturya

Antartika

e

Lecidea polypycnidophora

Lecidea polypycnidophora

*Lecanora rupicola

Lecanora rupicola

Lecanora rupicola

Lecanora rupicola

Lecanora bicincta

Lecanora bicincta

Lecanora swartzii

Lecanora swartzii

Lecanora carpinea

Lecanora carpinea

*Rhizocarpon geographicum

Rhizocarpon geographicum

Rhizocarpon geographicum

EU257681

GU074441

DQ451663

AY398707

DQ452665

AY541243

AY541264

DQ451655

AY398708

FR799199

AY541248

AF250805

DQ534482

(ERGRENCTNCNNCEID



Norveg

Norveg

Tirkiye

Tirkiye

Norveg

Tiirkiye

Tiirkiye

Isveg

Isvec

Isvec

Isveg

Isveg

Isveg

Isveg

Isveg

T
P

Rhizocarpon geographicum

Rhizocarpon lavatum

Rhizocarpon lavatum

Rhizocarpon lavatum

Rhizocarpon petraeum

Rhizocarpon petraeum

*Physcia dubia

Physcia dubia

Physcia dubia

Physcia dubia

Physcia stellaris

Physcia stellaris

Physcia adscendens

Physcia adscendens

Physcia magnussonii

6

~

AF483619

AF483610

HQ605944

HQ605943

AF483609

HQ605942

AF224400

AF224402

AF224403

AF224404

AF224408

AF224422

AF224430

AF224376



Isveg

Isveg

Isveg

Antartika

Tirkiye

Iran

Iran

HECOEEE

LERREOOECRTEnL

ABD

ABD

Kazakistan

Kirgizistan

Kirgizistan

Kazakistan

Kazakistan

HEHGRE

Physcia magnussonii

Physcia caesia

Physcia caesia

Physcia caesia

*Circinaria mansourii

Circinaria mansourii

Circinaria mansourii

Circinaria contorta

Circinaria contorta

Circinaria lacunosa

Circinaria lacunosa

Circinaria cerebroides

Circinaria cerebroides

Circinaria emiliae

Circinaria emiliae

6

(o2¢]

AF224377

AF224437

AF224388

DQ534476

JX306735

JX306736

KC990383

HQ650638

JQ797517

JQ797520

JQ797534

JQ797553

JQ797512

JQ797513



Rusya

Rusya

Iran

Ukrayna

Kirgizistan

Kirgizistan

Cezayir

L]

CIERMERRECRNEAE

Fas

Iran

Iran

Tiirkiye

Tiirkiye

Fransa

Isveg

Ingiltere

]

Circinaria esculenta

Circinaria esculenta

Circinaria cf. elmorei

Circinaria cf. elmorei

Circinaria alpicola

Circinaria alpicola

Circinaria jussuffii

Circinaria jussuffii

Circinaria gyrosa

Circinaria gyrosa

*Aspicilia cinerea

*Aspicilia cinerea

Aspicilia cinerea

Aspicilia caesiocinerea

Aspicilia caesiocinerea

JQ797510

JQ797511

JQ797542

JQ797551

JQ797552

JQ797556

JQ797518

JQ797521

1Q797528

JQ797539

AJ458278

EU057897

FJ532372
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Iran \ Aspicilia hispida \
Rusya \ Aspicilia hispida \
ABD \ Aspicilia fruticulosa
ABD \ Aspicilia fruticulosa \

Cin \ Aspicilia vagans \
Rusya \ Aspicilia vagans \
Rusya \ Aspicilia contorta \
Rusya \ Aspicilia contorta \
Isveg \ Aspicilia epiglypta \
Isveg \ Aspicilia epiglypta \
Isveg \ Lobothallia radiosa (D1s grup) \
Isveg \ Parmelia sulcata (Dis grup) \

Avusturya \ Lecidella carpathica (Dis grup) \
Kanada \ Mycoblastus affinis (Dis grup) \
Tiirkiye \ Lecidella elaeochroma (Dis grup) \
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Parmelina tiliacea (D1s grup) IJX466472
Umbilicaria crustulosa (Dis grup) HM161499

Physconia distorta (Dis grup) DQ862484
Almanya \ Lecanora muralis (Dis grup) IN943617

Yanina * igareti konulan Tirkiye orijinli tlirlerin Gen Bankasi numaralar1 yapacagimiz

makale sirasinda verilecek olup suan i¢in Gen Bankas1 numarasi yeri bos birakilmugtir.



4. BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Likenler ile yapilan DNA dizi analizi ¢aligmalar1 6zellikle son yillar igerisinde oldukca
onemli bilgilerin elde edilmesini saglamustir. Ozellikle ITS 1 ve ITS 2 olarak
adlandirilan, ITS bolgeleri, kodlanmayan iki ara (spacer) bolge olmalar1 bakimindan bu
calismalar i¢in ¢ok uygun olmuslardir. Bu ara bolgeler rDNA’nin kodlanan bdlgelerine
kiyasla selektif avantaj sunduklar i¢in daha fazla mutasyon biriktirebilmekte ve tiirler

arasi, tlir i¢i ve hatta popiilasyon diizeyinde var olan polimorfizmlerin ortaya

¢ikmasinda etkili olabilmektedirler [26].

Klasik sistematik yontemlerin morfolojik ve anatomik karakterler {izerine dayandigi
giiniimiizde, molekiiler ¢aligmalarin 6nemi daha belirgin olarak goéze c¢arpmaktadir.
Daha oOnceki liken calismalarinda, ana karakterler olarak daha c¢ok morfolojik ve
kimyasal karakterler secilmekteydi. Fakat morfolojik ve kimyasal karakterler likenlerin
sistematik kategorilerini kesin olarak belirlemek igin yetersiz kalmaktadir. Ornegin ayni
liken tiri farkli habitat kosullarinda, farkli iklim ve sicaklik kosullarinda
yasayabilmektedir. Bunun i¢in bir takim adaptasyonlar gelistirirler. Bu adaptasyonlarin
icerisinde morfolojilerinde ve kimyasal yapilarinda meydana gelen degisikliklerde
mevcut olabilir. Morfolojik yapilarinda bazi degisiklikler meydana geliyorken, genetik
yapilarinda ¢ok fazla degisiklikler meydana gelmemektedir. Ciinkii genetik yap1 kolay
kolay degismez. DNA’ya bagli olarak elde edilen veriler herzaman daha stabildir ve en
dogru sonuglart verir. Bu nedenden dolay1r morfolojik ve anatomik karakterlerin daima

molekiiler yontemlerle desteklenmesi gerekir.

rRNA dizileri tim canli hiicrelerde bulundugundan ve aynmi gorevi iistlendiginden
taksonomik ve filogenetik caligmalar icin siklikla tercih edilmektedir. Bu dizilerin
evriminin tiim genomun evrimini yansittigi sdylenebildigi gibi ayn1 zamanda farklilik

gosteren ve korunmus bolgeler de igermektedirler. Bu sayede farkli taksonomik
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gruplarda bulunan organizmalarin karsilastirma ve ayirimlarinda kullanilmaktadir.
Bilindigi gibi genotipleme konusunda PCR teknolojisine dayanan metotlar, sagladigi
avantajlar goz oniinde bulundurularak, diinyada siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
da gilinlimiiz biyoteknolojisinde kullanilan, son derece 6nemli bir yontem olan DNA dizi

analizi yontemi kullanilmustir.

Bu calismada Erciyes Dagi’nda yayilis gosteren bazi likenlesmis mantar tiirleri
incelenmistir. Anatomik ve morfolojik incelemelerin yani sira molekiiler yontemlerden
de faydalanilmigtir. Bu molekiiler c¢aligmalar, ITS bdlgelerinin PCR yardimiyla
cogaltilarak ilgili gen bolgesinin dizi analizi yontemi ile incelenmesi amaci ile

gergeklestirilmistir.

Aspicilia cinerea tiirlerinde, ITS bolgesinin toplam baz uzunlugu yaklagik olarak 800 bp
olarak gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda Aspicilia cinerea tiirlerinin, ITS bdlgesinin DNA
dizisinden siralanabilir 766 niikleotid elde edilmistir. Bu bolgelerden 404 niikleotidin
sabit (C), 344 niikleotidin degisken (V) oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 194

niikleotidlik bolgenin ise parsimoni informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmustir.

Circinaria mansourii tiiriiniin, ITS bdlgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak 750
bp olarak gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda Aspicilia tiirlerinin, ITS bolgesinin DNA
dizisinden siralanabilir 529 niikleotid elde edilmistir. Bu bolgelerden 299 niikleotidin
sabit (C), 218 niikleotidin degisken (V) oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 141

niikleotidlik bdlgenin ise parsimoni informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmustir.

Lecanora rupicola tiiriiniin, ITS bolgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak 560 bp
olarak gozlemlenmistir. ITS bolgesinin DNA dizisinden siralanabilir 513 niikleotid elde
edilmigtir. Bu bolgelerden 380 niikleotidin sabit (C), 130 niikleotidin degisken (V)
oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 58 niikleotidlik bolgenin ise parsimoni

informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmistir.

Lecidea atrobrunnea tiiriiniin, ITS bélgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak 600
bp olarak gdézlemlenmistir. ITS bolgesinin DNA dizisinden siralanabilir 541 niikleotid
elde edilmistir. Bu bolgelerden 352 niikleotidin sabit (C), 182 niikleotidin degisken (V)
oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 117 niikleotidlik bolgenin ise parsimoni

informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmustir.
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Physcia dubia tiiriiniin, ITS bolgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak 790 bp
olarak gozlemlenmistir. ITS bolgesinin DNA dizisinden siralanabilir 753 niikleotid elde
edilmistir. Bu bolgelerden 542 niikleotidin sabit (C), 201 niikleotidin degisken (V)
oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 142 niikleotidlik bolgenin ise parsimoni

informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmustir.

Rhizocarpon geograficum tiiriiniin, ITS boélgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak
530 bp olarak gozlemlenmistir. ITS bolgesinin DNA dizisinden siralanabilir 526
niikleotid elde edilmistir. Bu bolgelerden 322 niikleotidin sabit (C), 196 niikleotidin
degisken (V) oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 128 niikleotidlik bdlgenin ise

parsimoni informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmistir.

Rhizoplaca peltata tiiriiniin, ITS bolgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak 589 bp
olarak gozlemlenmistir. ITS bolgesinin DNA dizisinden siralanabilir 586 niikleotid elde
edilmistir. Bu bolgelerden 411 niikleotidin sabit (C), 167 niikleotidin degisken (V)
oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 121 niikleotidlik bolgenin ise parsimoni

informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmuistir.

Tephromela atra tiiriiniin, ITS bélgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak 580 bp
olarak gozlemlenmistir. ITS bolgesinin DNA dizisinden siralanabilir 527 niikleotid elde
edilmistir. Bu bolgelerden 407 niikleotidin sabit (C), 114 niikleotidin degisken (V)
oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 39 niikleotidlik bdlgenin ise parsimoni

informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmuistir.

Xanthoparmelia pulla tiiriiniin, ITS bolgesinin toplam baz uzunlugu yaklasik olarak 568
bp olarak gozlemlenmistir. ITS bolgesinin DNA dizisinden siralanabilir 533 niikleotid
elde edilmistir. Bu bolgelerden 422 niikleotidin sabit (C), 93 niikleotidin degisken (V)
oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 47 niikleotidlik bdlgenin ise parsimoni

informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmaistir.

10 adet liken tiirlinlin ITS verilerine ait filogenetik analizi MEGA 6 [82] programi
kullanilarak yapilmistir. MEGA 6 ile 10 liken tiiriinde de iki farkli filogenetik yonteme
(Neighbour-Joining, UPGMA) gore dendrogramlar elde edilmistir. Bu dendogramlar

Bulgular kisminda verilmistir.
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Elde edilen veriler 1s1ginda Neighbour Joining ve UPGMA dendogramlari
olusturulmustur. Neighbour Joining dendogrmlarina baktigimizda calisilan tiirler kendi
aralarinda bir grup olusturmuslardir. Gen bankasindan dis grup olarak aldigimiz tiirler
ise caligmigs oldugumuz tiirlerin dahil oldugu gruptan ayrilarak ikinci bir grup
olusturmustur. Calismamizda kullanmis oldugumuz tiirlerin igerisinde bulundugu ana
grup igerisinde tir bazinda da ayrilarak yan dallanmalar gostermistir. Bu
dendogramlarda olusan dallanmalar cesitli yilizdelerde olusmustur. UPGMA
dendogramlarina baktigimizda yine benzer gruplart ve dallanmalar1 gérmekteyiz. Bu iki
farkl1 yontemle (Neighbour Joining ve UPGMA) olusturulan farkli dendogramlar

incelendiginde her iki dendogramin da birbirleriyle uyumlu oldugunu goriilmiistiir.

MGHO0.139 kod numarali Ornegimizin yer aldigi dendogramlar incelendiginde
ornegimizin Circinaria mansourii tiirleri ile eslestigi goriilmiistiir (Sekil 3.2 ve Sekil

3.3). Bu tiir Tiirkiye i¢in yeni kayit olarak verilmistir.

Gliniimiiz biyoteknolojisinde olduk¢a dnemli bir yeri bulunan DNA dizi analizi yontemi
bu calismamizda kullanilmistir. Orneklerin dizi analizleri elde edilmis ve bu dizi
analizleri sonucunda da iki farkli yontem ile tiirlerin birbirleriyle olan yakinlik, uzaklik
ve akrabalik dereceleri elde edilmistir. Morfolojik ve anatomik karakterler molekiiler

yontemlerle desteklenerek kesin sonuglara ulagilmigtir.

Simdiye dek Tiirkiye’ de liken biyogesitliligi ile ilgili ¢aligmalarin biiylik bir kismi
morfolojik karakterler gz Oniine alinarak yapilmistir. Bu floristik calismalarda tiir
teshisi yapilan Orneklerin molekiiler olarak degerlendirilmesi; iilkemiz liken

biyocesitliliginin daha dogru ortaya konulabilmesi i¢in son derece dnemlidir.

Likenler, iilkemizde gosterdigi tlir zenginligi ile Tiirkiye’deki biyogesitliligin 6nemli bir
kaynagidir. Bu calisma daha fazla lokalite ve tiir ile genis Olgekli olarak devam
ettirildigi takdirde tiirler arasindaki ITS c¢esitliligi, bir¢ok liken cinsi igerisindeki
evrimsel farklilagsmay1 aydinlatmaya yardimei olabilecektir. Bu ve benzeri aragtirmalar
Tirkiye’deki zengin gen potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasina ve korunmasina katki

saglayacaktir.
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