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OZET

TURKIYE'NIN FARKLI BOLGELERINDE YAYILIS GOSTEREN
SCLERODERMATACEAE MOLEKULER FILOGENISI UYELERININ
MOLEKULER FILOGENISI

Amir SAGHAFIAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii

BIYOLOJI ANA BILIM DALI
Yuksek Lisans, Agustos/2023
Danisman: Prof. Dr. ibrahim OZKOC

Makrofunguslar c¢iplak gozle goriilebilen fruktifikasyon yapilari olusturan
organizmalar grubudur. Bu organizmalarin yenilebilir formlar1 oldugu gibi oldukga
zehirli formlar1 da mevcuttur. Makrofunguslar denilince akla Basidiomycota ve
Ascomycota lyeleri gelmektedir. Bu arastirmanin  konusunu olusturan
Sclerodermataceae iiyeleri Basidiomycota iginde Boletales takimi igerisinde
degerlendirilmektedir. Ancak s6z konusu familyanin taksonomik durumuna iliskin
hem familya seviyesinde hem de icerdigi cins ve tiirleri bakimindan belirsizlikler
hala devam etmektedir. Yakin zamana kadar fenotipik olarak degerlendirilen iliskiler
giiniimiizde gelisen molekiiler ve filogenetik teknikler sayesinde molekiiler
filogenilerle degerlendirilmektedir. Ayrica bu tip organizmalarla ilgili fungoryum
materyalleri giderek dnem kazanmakta ve bunlarin molekiiler filogenilerle yeniden
degerlendirilmesi gilivenilir veriler olusturmaktadir. Calismamizin amacin1 da bu
degerlendirme olusturmustur. Sonucta iilkemizin degisik bolgelerinde toplanan
ornekler yukarida belirtilen metodolojiye gore degerlendirilerek KO1’in (ve digerleri)
Sc. verrucosum , KO7’nin (ve digerleri) ise Sc. meridionalr , K11’in (ve digerleri) ise
Sc. geaster, K15’in (ve digerleri) ise Sc. citrinum , K18’in (ve digerleri) ise Sc. cepa
, K21’in (ve digerleri) ise Sc. bovista ve K21’in (ve digerleri) ise Sc. areolatum ile

iligkili oldugu gosterilmistir.

Anahtar Sozcukler: Makrofungus, Molekiler Filogeni, Scleroderma



ABSTRACT
MOLECULAR PHYLOGENE OF MEMBERS OF SCLERODERMATACEAE
CORDA (1842) DISTRIBUTED IN DIFFERENT REGIONS OF TURKEY
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Macrofungi are a group of organisms that form fructification structures visible
to the naked eye. These organisms have edible forms as well as highly toxic ones.
When mentioning macrofungi, members of Basidiomycota and Ascomycota come to
mind. The members of the Sclerodermataceae, which are the subject of this study,
are evaluated within the Boletales order in Basidiomycota. However, uncertainties
still persist regarding the taxonomic status of this family both at the family level and
in terms of the genera and species it contains. Relationships that were evaluated
phenotypically until recently are now assessed with molecular phylogenies thanks to
advanced molecular and phylogenetic techniques. Moreover, fungal materials related
to these types of organisms are becoming increasingly important, and their re-
evaluation with molecular phylogenies is producing reliable data. The aim of our
study was to conduct this evaluation. As a result, samples collected from different
regions of our country have been evaluated according to the aforementioned
methodology. It was shown that KO1 (and others) is related to Sc. verrucosum, K07
(and others) to Sc. meridionalr, K11 (and others) to Sc. geaster, K15 (and others) to
Sc. citrinum, K18 (and others) to Sc. cepa, K21 (and others) to Sc. bovista, and K21

(and others) to Sc. areolatum.

Keywords: Macrofungus, Moleculer Phylogeny, Scleroderma
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1. GIRIS

Mantarlar, en gizemli hayat formlar1 arasinda yer alirlar. Yagmurlardan sonra
goriiliip tiredikleri i¢in, eski Yunan'lilar onlarin Zeus'un yildirimlarindan olustuguna
inanirlardi. Makrofunguslar tarafindan olusturulan daire seklindeki annuluslar Orta
Cag'da peri halkalar1 olarak adlandirilmisti. Peri halkalar1 geceleri sihirli ayinler
diizenleyen kii¢lik insanlarin ¢evrelerinde dans ettikleri yapilar olarak diisiiniildii.
Yeni Diinya'da, bazi sanr1 (haliisinasyon) olusturan mantarlar, "Tanrilarin
Yiyecekleri” olarak adlandirilirdi ve doga iistii giiglere sahip olduklar diigiiniiliirdd.

Sclerodermataceae, boletelere ¢ok az benzeyen birkag olagandisi mantar tiirii
iceren Boletales takimindaki bir mantar ailesidir. Yaygin olarak "sert derili
baloncuklar", "toprak toplar1" veya "dilinya yildizlar1" olarak bilinen tiirleri i¢eren
taksonlar, hem 1liman hem de tropikal bolgelerde yaygindir. (Cannon ve Kirk, 2007).
En iyi bilinen iiyeler arasinda diinya kiiresi Scleroderma citrinum, boya mantari
Pisolithus tinctorius ve Calostoma cinsinin "giizel agizlilar1" yer alir.

Meyve govdeleri ¢ogunlukla epigen (yer {listii), nadiren hipogen (yeralti),
sekil olarak az ya da ¢ok kiiresel, govdesiz veya diizensiz kok benzeri govdelidir.
Peridium (dis duvar) ¢ogunlukla basit, nadiren 2 katmanli, sert, nadiren ince, zarli,
diizensiz veya loblarda kirilarak veya c¢iiriyerek glebay1 agiga ¢ikarir. Gleba, tipik
olarak, steril damarlarla birbirinden ayrilan ve basidiumlarin doku boyunca diizenli
olarak dagildigi, keskin bir sekilde tanimlanmis basidiumlari tasiyan sektorlere-
bdlmelere sahiptir. Geng 6rneklerde kahverengi veya beyaz olan gleba, yaslandikca
koyu mordan kahverengimsi mora doner ve olgunlukta spor ve parcalanan
dokulardan olusan bir toz halinde pargalanir. Basidiumlar genel olarak klava
seklindedir. Sporlar kahverengi, kabaca kiire seklinde, kalin duvarli, dikenli veya
sigilli veya ag benzeri bir goriiniime sahiptir. Sporlar riizgar ve baska hayvanlar
tarafindan yayilir veya yagmur suyuyla topraga yikanir.

Son yillarda, organizmalarda temel ve uygulamali ¢aligmalar igin molekdler
belirtegler kullanmilmistir ve farkli tipte belirteglerin kesfi, genetik ¢alismalarda
bircok ilerlemeye yol agmistir. Bu belirtegler, bireyler arasindaki DNA dizilerindeki
kalitsal farkliliklar1 yansitir. Bu nedenle ¢ofu zaman cevresel kosullardan
etkilenmezler ve organizmalarin  biiylimesinin  herhangi bir asamasinda
kullanilabilirler. Ribozomal RNA'y1 kodlayan DNA dizileri, mantarlar arasindaki

filogenetik ve taksonomik iliskileri incelemek ig¢in uygun bolgelerdir. Nukleer



ribozomal genler iki gruba ayrilir: 18 S (kiigiik ribozomal alt birimler) ve 5.8 S ve 28
S (biiylik ribozomal alt birimler).18 S ve 28 S arasinda, 5.8s genlerini igeren ITS1 ve
ITS2 adli bolge bulunur. Heterojen mantar tiirlerinin genetik ¢esitliliginin
belirlenmesinde bu alanlarin g¢ogaltilmasi ve amplifikasyon {irlinlerinin niikleaz
enzimlerle kesilmesi 6zel bir 6nem tasimaktadir.

Bu tez ile iilkemizde sadece morfolojik olarak calisilmis fakat molekiiler
olarak hi¢ degerlendirilmemis olan ve uluslararasi literature gore de genetik belirtec
olarak sadece ITS ile kismen, bir kag¢ tiirde ve farkli gen bdlgeleri agisindan ise
sadece az sayida ve yetersiz olarak calismistir. Bu c¢alisma ile séz konusu
organizmalarin taksonomik durumuyla ilgili veriler netlik kazanmis ve yeni tiirlerin
Ozellikle kriptik tiirlerin tesbiti miimkiin hale gelebilmistir. Bu verilere ek olarak
iilkemiz Ornekleriyle ilgili genetik veriler {iretilmis ve gerekli oldugunda
karsilastirma imkani1 elde edilmistir.

Molekiiler ¢alismalarin fungus taksonomisinde uygulanabilir hale gelmesiyle,
tim fungus cinsleri iilkesel, iilkelerarasi ve kitalararasi olarak degerlendirilmeye
baglanmis ve fungus taksonomisinde yeni diizenlemelere gidilmistir. Gilinlimiize
kadar morfolojik ve mikroskobik yontemlerle yapilan tiir belirleme ¢aligsmalari, farkli
gen bolgelerinin DNA dizi analizine dayali molekiiler yontemlerle, tekrar gézden
gecirilmekte ve molekiler yodntemlerle morfolojk-mikroskobik yontemlerin
birlestirilmesi sonucu daha giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir (Hawksworth, D.
L. 2011).

Mantarlar, giintimiiz biyologlari tarafindan fungi taksonunda siniflandirilan az
geligsmis Okaryotlardir ve bazen absorptif beslenme bi¢imlerine dayanarak "Besinci
Alem" olarak gruplandirilmiglardir. Mantarlar ¢evreye bir ¢ok gii¢lii enzim salgilar
ve daha sonra bu "0nceden sindirilmis" gida maddelerini hiicrelerine geri emerler.
Morfoloji, fizyoloji ve ekoloji bakimindan cesitlilik gosteren en 1yi bilinen
mantarlarin ¢ogu, bitki hastaliklarimin (6r. pas, yaniklik, solgunluk, pas), biyolojik
bozulmanin sebebi (¢iirime ve kif) veya hayvan patojenleri (6r. toksin ve mikoz
tireticileri) olarak zararli olmaktadirlar. Mantarlar, mikroskobik kiifler ve mayalardan
makroskopik mantarlara ve yer mantarlarina kadar biiylik bir gesitlilik gosterir.
Cesitli makrofungus tiirlerinin oldukg¢a lezzetli olduklar1 bilinmekte olup gida olarak
tilketmek iizere toplanip bazilar yetistirilmektedir (Bennett, 1998).

Makromantarlar eseyli sporlarin olusumunu igeren bir hiicre dongiisii ile

Basidiomycetes ve Ascomycetes'e ait c¢ok biliyiilk ve c¢esitli bir makrofungus
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grubudur. Bu iki grup i¢in mantar sporlari, basidium (Basidiomycetes icin) veya
ascus (Ascomycetes i¢in) ad1 verilen 6zel bir yapida olusturulur ve bu tiir mantarlar,
temel olarak basidiosporlar1 iceren semsiye benzeri yapilar vererek, yerin {lizerinde
(epigeous macrofungi) veya toprak yizeyinin 10-20 cm altindaki derinliklerde (asir1
makrofunguslar veya trufes) gelisebilirler (Elsayed, vd., 2014).

Her iki mantar grubu da zengin karbonhidrat, protein, serbest amino asit ve
vitamin kaynaklar1 ve ayrica farkli temel mineraller ve eser elementler igerdikleri
icin 6nemli bir besin degerine sahiptir. Ayrica lektinler, polisakkaritler, fenolikler ve
polifenolikler, terpenoidler, ergosteroller ve ugucu organik bilesikler gibi yiiksek
tibbi degeri olan bir¢ok biyoaktif metabolit agisindan da zengindirler. Bu nedenle
mantar 6zleri, imminomodulator, antitimor/antikanser, antibakteriyel ve antiviral,
antioksidan ve antihipoglisemik uygulamalarda, antiaterosklerotik ajanlar olarak
etkileri yoluyla kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde aktif ilaglar baglaminda
tibbi olarak kullanilmistir (Smith, J. ve johnson, L. 2020).

Toplu olarak mushrooms olarak adlandirilan makrofunguslar, diinya ¢capinda
yaklagik 14.000 tiirle diinya ¢apinda dagilmistir (Chang, S.T., ve Miles, P.G. 2004).
Diinyada yaklasik 350 mantar tiirii tiikketilmektedir. Diinya ¢apinda en ¢ok yetistirilen
yenilebilir mantarlar Agaricus bisporus (diigme mantari), Flammulina velutipes
(Enoki mantar1), Lentinula edodes (Shiitake mantar1) ve Pleurotus spp., 6zellikle
istiridye mantaridir. Son on yilda Cin, yenilebilir mantarlarin liretme ve yetistirme
tekniklerinde ve ayrica mantar iiretiminin artmasina yol agan iiriin yeniliklerinde bazi
onemli atilimlar yapmustir. Bircok mantar, sagligi gelistirici faydalart nedeniyle
tilketilmektedir. En az 270 makrofungus tiiri, 6nemli ikincil metabolit kaynaklar
olarak arastirilmis olup tibbi uygulamalar i¢in gida takviyeleri olarak gelistirilme
potansiyeline sahiptir. Makrofungus iiretimi ve ekonomik degeri kiiresel olarak
artmistir. Artan mantar talebi nedeniyle, kiiresel mantar pazarinin yillik toplam
degerinin Onlimiizdeki birka¢ yil i¢cinde 50 milyar ABD dolarmi asmasi
beklenmektedir. Yenilebilir mantarlarin kiiresel piyasa degerinin 2023 yilinda 62,19
milyar ABD dolarma ulasacagi tahmin edilmektedir (Niego, vd., 2021).

Makrofunguslarin hem gida maddesi hem de diger yararlanim sekillerinin
giivenli olabilmesi igin teshislerinin dogru bir sekilde yapilmasi gerekmektedir.
Gilinlimiizde mantar sistematigi bu problemin ¢dziimiine yonelik bazi uygulamalar
gelistirmektedir. Mantar sistematigi, tim mantar soylar1 arasindaki dogal iliskileri

yeniden kurmayi amaglayan bir disiplindir. Bu disiplinin, baslangicta fenotipik esasl
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gelismesine karsin, son yillarda molekiiler filogeni, mantar sistematigi olusturmak
icin guclu bir yontem olarak kabul edilmektedir (Zhang, vd., 2017). Makrofunguslar,
ciplak gozle gorllebilen meyve veren yapilar Ureten bir tir grubudur. Bircok
makrofungus tiirii, yogun bir sekilde arastirilan tibbi 6zellikleri ile diinya ¢apinda
tinliidiir (Wu ve digerleri, 2019). Buna gore, bu tiirler yaygin olarak yetistirilir ve
fermente edilir ve elde edilen meyve govdeleri ve miseller ticari olarak islenir. Bu
nedenle makrofunguslar, geleneksel Cin tibbi endiistrisi i¢in Onemli mantar
kaynaklaridir. (Zhou, 2020).

Dikarya grubunda (Ascomycota ve Basidiomycota'dan olusur), bir¢ok tiir,
sporlart mekana (milimetreden kilometreye) ve zamana (saatlerden yillara) aktif
olarak yaymak i¢in lireme yapilar1 olan makroskopik meyve yapilart (sporokarp)
olustururlar. Sporokarplar, boyutlar1 milimetreden yiizlerce metreye kadar
degisebilen, yer altinin veya substrat i¢i vejetatif misellerin yertstindeki tezahurleri
olan "buzdaglarinin uglari"dir. Gorilintir varliklart nedeniyle, mantar biyologlari,
mantar sistematigini ve ekolojisini gdzlemlemek ve analiz etmek i¢in sporokarplara
giivenmislerdir. 1990'larin basinda benimsenen DNA tabanli ¢ikarimlar, daha sonra
substratlarinda yasayan mantarlara iliskin yeni anlayislara izin vermis olup simdi
cogu mantar biyolojisi arastirmasinin merkezinde yer almaktadir. Bununla birlikte,
mantar olusumlari, dagilimlar1 ve cesitliligi hakkinda bilgi s6z konusu oldugunda,
mantarlardaki  (herbarianin  mikolojik  esdegeri)  sporokarp  drneklerinin
koleksiyonlari, diinya c¢apinda benzersiz Ornekleme konumlarinda DNA tabanh
bilgilerden ¢ok daha fazladir.

Sporokarplar, birka¢ yiiz yildir doga bilimcileri, amatfr mikologlar ve
arastirmacilar tarafindan mantarlarda toplanmis ve fungoriumlarda biriktirilmislerdir.
Bu materyaller giiniimiizde giderek daha ¢ok ©nem kazanmaktadir. Ancak bu
orneklerin sadece fenotipik degil giiniimiizde gelisen genomik tekniklerle de
degerlendirilmesi son derece Onemlidir. Bu baglamda bu calismanin konusunu
olusturan Sclerodermataceae iiyelerinin molekiiler tekniklerle degerlendirilmesi ve
bu verilerin literatiire kazandirilmas1 gelecekte yapilacak degerlendirmeler agisindan

onemli veriler saglayacaktir (Kirk PM, vd., 2008).



2. GENEL BILGILER

Molekiiler filogeni, organizmalarin DNA, RNA veya protein sekanslarina dayanarak
evrimsel iligkilerini saptamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Molekiiler yaklasimin uygulanmasi,
filogenetik agaclarin olusturulmasinda daha 6nce kullanilan morfolojik veya fizyolojik

ozelliklere dayali yontemlerden daha kesin ve tekrarlanabilir sonuglar saglar.
Molekdler Filogenisinin Temel Prensipleri:

1. Sekans Karsilastirma: Organizmalar arasindaki evrimsel iliskileri anlamak i¢in genetik
materyalin (genler, proteinler vb.) sekanslar karsilastirilir.

2. Zaman Tahmini: Ortak bir atadan ne zaman ayrildiklarini tahmin etmek i¢in molekiiler
saat yaklagimi kullanilir. Bu, evrim siirecinde mutasyonlarin oraninin sabit oldugu
varsayimina dayanir.

3. Filogenetik Agaclarin Olusturulmasi: Sekans bilgisi, organizmalar arasindaki evrimsel

iliskileri gosteren filogenetik agaclarin olusturulmasinda kullanilir (Felsenstein, J. 2004).
Molekiiler Filogeninin Onemi:

1. Sistematigin Gelistirilmesi: Molekiiler filogeni, canlilarin siniflandirilmasinda ve
evrimsel iligkilerinin belirlenmesinde 6nemli bir ara¢ haline gelmistir. Bu, taksonomik
kararlar alirken ve yeni tiirler kesfederken bilim insanlarina rehberlik eder.

2. Evrimin Anlasilmasi: Evrimin mekanizmalarini, hizin1 ve siirecini anlamak i¢in
molekiiler verilere dayanarak yapilan analizler kullanilir.

3. Tibbi Uygulamalar: Virislerin ve bakterilerin evrimini anlamak, hastaliklarin
tedavisinde ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde énemlidir. Ozellikle direngli
mikroorganizmalarin evrimini takip etmek i¢in molekiiler filogenetik yontemler yaygin
olarak kullanilir.

4. Biyocografya ve Evrimsel Ekoloji: Organizmalarin cografi dagilimlarinin nasil
evrimlestigini anlamak i¢in molekiiler verilere dayali filogenetik analizler kullanilir. Aym
zamanda, belirli ekolojik nislerde evrimlesen adaptasyonlarin kdkenini de belirlemek igin

kullanilir.



5.

Koruma Biyolojisi: Nesli tiikkenmekte olan tiirlerin genetik ¢esitliligini ve evrimsel
Ozgilinliiglinii anlamak i¢in molekiiler filogenetik aragtirmalar1 kullanilir. Bu bilgiler,
koruma Onceliklerini belirlemede ve nesli tilkenmekte olan tiirlerin genetik ¢esitliliginin

korunmasinda énemlidir (Avise, J. C. 2009).

Molekdler filogeni, evrimsel biyolojiden tibba, ekolojiden koruma biyolojisine kadar bircok

alanda derinlemesine bilgi ve anlayis saglar. Modern biyolojik arastirmalarin temel taglarindan

biri olarak, evrimsel siire¢leri ve canlilarin birbiriyle olan iligkilerini anlamamiz1 biiyiik 6l¢iide

derinlestirir.

Molekiiler filogeni ve morfolojik filogeni, organizmalarin evrimsel iliskilerini belirlemek i¢in

kullanilan iki temel yontemdir. Her iki yaklagimin amaci, canlilar arasindaki evrimsel

baglantilar ortaya ¢ikarmak olsa da, bu iki yontem arasinda temel farklar vardir:

Veri Kaynaklar:

Molekuler Filogeni: DNA, RNA ve protein sekanslar1 gibi genetik bilgilere dayanir.
Organizmalarin genomlarindaki benzerlikleri ve farkliliklar1 analiz ederek evrimsel
iligkileri tespit etmeye caligir.

Morfolojik Filogeni: Organizmalarin fiziksel ve anatomik 6zelliklerine (6rnegin kemik
yapisi, dis yapisi, deri tipi vb.) dayanir. Bu 6zelliklerin varlig1 veya yokluguna dayanarak

evrimsel akrabalik iliskileri belirlenir (Wiley, E. O., ve Lieberman, B. S. 2011).

Tarihce:

Molekuler Filogeni: Teknolojik ilerlemenin bir sonucu olarak 20. yiizyilin ikinci
yarisindan itibaren gelistirilen bir yontemdir. Modern gen sekanslama teknolojilerinin
gelisimiyle birlikte hizla popiilerlik kazanmistir.

Morfolojik Filogeni: Bilimsel siniflandirma ve evrimsel biyoloji tarihinin
baslangicindan beri kullanilmaktadir. Molekiiler tekniklerin ortaya ¢ikmasindan 6nce,

bilim insanlar1 sadece bu yonteme dayanarak evrimsel iliskileri belirlemeye ¢aligsiyordu.

Avantajlar ve Stmirlamalar:



o Molekuler Filogeni: Genellikle daha objektif ve kesin sonuglar saglar. Ancak, bazen
hizl1 evrim gegiren gen bolgeleri veya tiirlii tiirlii genetik olaylar (6rnegin, yatay gen
transferi) yaniltict sonuglara neden olabilir.

e Morfolojik Filogeni: Daha 6nce molekdler verisi olmayan fosil drnekleri gibi
malzemelerle calisabilme avantajina sahiptir. Ancak, konvergent evrim gibi olaylar
sonucunda farkli atalardan gelen tiirler benzer morfolojik 6zellikler gelistirebilir, bu da

yaniltict akrabalik iligkilerine yol agabilir (Scotland, R. W., vd., 2003).

Her iki yaklasim da kendi avantajlarina ve sinirlamalarina sahiptir. Genellikle en dogru ve
kapsamli sonuglari elde etmek i¢in molekiiler ve morfolojik verilerin birlestirilmesi 6nerilir. Bu,
oOzellikle fosil kayitlarinin ve modern DNA verilerinin bir arada kullanildig1 paleontolojik

caligmalarda yaygin bir uygulamadir.

Giiniimiizde molekiiler filogenisinin artan popiilerligi, bircok faktore dayanmaktadir. Iste

molekiiler filogenisinin neden daha sik kullanildigina dair bazi temel nedenler:

Teknolojik ilerlemeler: DNA ve RNA'nin hizla ve ucuz bir sekilde sekanslanabilmesi, genetik
bilginin biiyiik miktarlarda toplanmasini kolaylastirmistir. Bu ilerlemeler, genetik verinin daha

genis bir sekilde kullanilmasina olanak tanir.

Objektiflik: Molekiiler filogeni genellikle morfolojik yaklagimlara gore daha objektif sonuglar
sunar. Morfolojik benzerlikler konvergent evrim gibi olaylarla yaniltict olabilirken, genetik

veriler genellikle daha dogru ve tekrarlanabilir sonuglar saglar.

Daha Fazla Veri: Bir organizmanin genomu, morfolojik verilere kiyasla daha fazla bilgi igerir.

Bu, daha fazla evrimsel olayin ve iliskinin tespit edilmesine olanak tanir.

Fosil Kayitsiz Evrimsel Tarih: Bazi organizmalarin fosil kayitlar1 yoktur veya ¢ok azdir. Bu tiir

durumlarda, molekiiler veriler evrimsel iliskileri aydinlatmada ¢ok degerlidir.

Zaman Tahmini: Molekiiler saat yaklasimi, genetik mutasyonlarin oranina dayanarak evrimsel
olaylarin zamanlamasini tahmin etmeye olanak tanir. Bu, organizmalarin ne zaman ayrildigin

belirlemek i¢in kullanilir.



Mikroorganizmalarin incelenmesi: Bircok mikroorganizma, morfolojik 6zellikleriyle kolayca

siiflandirilamaz, bu nedenle genetik verilere dayali siniflandirmalar ¢ok daha bilgilendiricidir.

Evrimin Hizi ve Dinamikleri: Molekiiler veriler, evrimin dinamikleri ve hiz1 hakkinda daha
derinlemesine bilgi saglar. Bu, adaptif evrim, gen doniisiimii ve diger evrimsel siireclerin

anlasilmasinda kritiktir.

Bu avantajlara ragmen, molekiiler filogeni kendi basina her zaman tamamlayici ve kesin degildir.
Bu nedenle, en kapsamli ve dogru sonuglar1 elde etmek i¢in genellikle morfolojik verilerle
birlestirilmesi dnerilir. Ancak, genel olarak molekiiler filogeni, modern biyolojik arastirmalarin

cogunda morfolojik yaklagimlara iistiin gelmektedir (Wiens, J. J. 2004).

Son yillarda stirdiiriilebilir gelisme politikalarinda biyolojik ¢esitliligin 6n plana ¢iktig1 ve
ekonomik gelismenin ana kaynagmin biyolojik c¢esitlilige dayandigina iliskin tartigmalar
giindeme taginmistir. Biyolojik ¢esitliligin korunmasinda ve kullaniminda siirdiiriilebilir gelisme
modelinin benimsenmesi, koruma politikalarinin ekonomik politikalara dahil edilmesi bugiiniin
ve gelecek kusaklarin ihtiyaglarinin karsilanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Demir 2013).
Ulkemiz 6énemli bir bitki tiir zenginligine sahiptir. Bitkilerle funguslar o6zellikle de
makrofunguslar arasinda onemli bir etkilesim s6z konusudur. Bu iligkiler simbiyozdan

parazitizme kadar degisebilmektedir (Watling, 2006).

Funguslar, dogada bulunan ve genis bir biyolojik ¢esitliligi barindiran bir 6karyotik organizma
grubudur. Mantarlar, bakterilere benzer sekilde saprotrofik beslenen organizmalardir, yani oli
organik maddenin par¢alanmasi ve ayristirilmasiyla enerjilerini elde ederler. Fakat bazi funguslar
simbiyotik ya da parazitik yasam siirer. Mantarlarin hiicre duvarlar tipik olarak kitin adli
molekiille olusur, bu onlar bitkilerden (hiicre duvarlarinda seliilloz bulunur) ve hayvanlardan

(hiicre duvar1 bulunmaz) ayirir.

Funguslarin biiyiik bir kism1 mikroskopik boyuttadir ve ¢iplak gozle goriilemeyen bu mantarlara
mikro mantar denir. Ancak, ciplak gozle goriilebilen ve bazen etli yapiya sahip olan mantar
tirleri de mevcuttur. Bunlara makro mantar adi verilir. Makro mantarlar, dogada kolayca

gozlemlenebilir ve genellikle spor lretme organlari olan meyve yapilar1 nedeniyle dikkat



cekerler. Mantarlar arasinda en iyi bilinen makro mantarlar, yemek olarak tiiketilen ve bir¢ok
kiiltiirde degerli olan yenilebilir mantar tiirleridir (Hawksworth, D. L. 2001).

Makro mantarlarin, dogada gesitli ekosistemlerde dnemli rolleri vardir. Ayristiricilar olarak, 6li
organik materyalin parcalanmasina yardimci olurlar, bu sayede besin dongiisiine katkida
bulunurlar. Bununla birlikte, makro mantarlar arasinda bazi zehirli tiirler de bulunmaktadir ve bu
tiirler, yanlishkla tiiketildiginde ciddi saglik sorunlarina neden olabilir.

Bazi makro mantarlar, simbiyotik iliskiler kurarak bitkilerle birlikte yasarlar. Ornegin, mikoriza
olusturan mantarlar, bitki kokleriyle etkilesimde bulunarak su ve mineral aligverisi yapar. Bu,
hem mantar i¢in hem de bitki i¢in faydalidir. Mantar, bitkiye su ve besin saglarken, bitki de
mantara fotosentez yoluyla iirettigi sekerleri saglar.

Son yillarda, mantarlarin ekolojik ve ekonomik Oneminin yani sira tibbi ve biyoteknolojik
potansiyelleri de arastirilmaktadir. Baz1 makro mantar tiirleri, antibiyotik, anti-kanser ajanlar1 ve
diger farmasatik bilesiklerin kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Funguslar ve oOzellikle makro mantarlar, dogal diinyanin kritik bir parcasidir ve hem
ekosistemlerin igleyisi hem de insanlik igin cesitli avantajlar saglar. Bu nedenle, bu
organizmalarin korunmasi ve siirdiiriilebilir bir sekilde kullanilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir

(Money, N. P. 2016).

2.1. Makrofunguslarin Biyolojisi

Sapka, bir makrofungusun en ¢ok goze carpan bolimi olup, cinslerin ayirdedilmesinde
onem tasir. Cogu makrofungusun sapkast hemen hemen yuvarlak, konik, zil seklinde veya
konvekstir. Cogu tiir, olgunlastigi zaman, sapkasi genis-konveks, diiz veya yukariya dogru kivrik
kenarli bir sekil alir. Bazi makrofunguslar, baslangigta veya olgunlastiginda vazo seklindedir.
Sapkanin merkezi genisce veya keskin bir sekilde tepeli veya ¢okmiis olabilir. Kenar1 ise, ice
kivrik, asagiya kivrik, diiz veya yukariya kivrik olabilir. Sapkalar, taze olduklari zaman kuru
nemli, yapigkan veya siimiiksii olabilirler. Sapkanin nemli oldugu zamanki rengi, nem orani
azaldikca solar. Sapka yizeyi diz ve tuysiz, tozlu, tanecikli veya radyal cizgilerle, tiylerle,
pullarla veyahutta perde kalintilaryla donatilmis olabilir (Webster, J., & Weber, R. 2007).
Lamelli makrofunguslarin ¢ogunlugu, sapkanin merkezine yerlesmis bir sapa sahiptir. Bir
boliimiinde sap, merkezin diginda bir yerde veya kenardadir. Bazi durumlarda da ya hig

bulunmaz ya da ¢ok kugiiktiir. Sapsiz makrofunguslar spor dagilimini garantilemek igin



genellikle yerden ylksek agaclarda yasarlar. Saplar, degisik sekillere sahiptir. Bir bolimi
tepeden tabana kadar hemen hemen ayni kalinliktadir. Tabani sogansi, gittikce incelen bir yapida
veya disa dogru biiyliyen uzantilara sahip olabilir . Ylzeyi dlz, benekli, ¢izgili, pullu, tozlu veya
tlyl olabilir. Bazi tirlerde sap bukuldigu zaman kopmasina karsin az bir béliminde oldukca
esnektir. I¢ kisimlar1 bos, kat1 veya pamuksu bir dokuyla dolu olabilir. Cogu tiir, halka, etek
veya seritsi bir doku veya mantarin blyumesi sirasinda sap Uzerinde Orti zari tarafindan
birakilan bir lif bolgesine sahiptir. Digerleri, tabana ¢ok yakin bir yerde, volva adini alan, fincan
seklinde bir yapiya veya doku pargalarina sahiptir. VVolva ve doku parcalari, tniversal ortinin
kalimtilandir (Yilmaz , A. ve Celik , M. 2020).

Baz1 makrofunguslar , olgunlagsmamis evrede biitiin viicutlarin1 veya lamellerin ¢evresini
sar1ip koruyan zarlara sahiptirler. Mantar biiyiiyiip genisledigi zaman , zarlar yirtilarak sapka veya
sap tizerinde izler birakirlar. Eger zar, biitiin makrofungusu kusatirsa, universal zar olarak bilinir
ve yirtilmasi sirasinda sapka iizerinde bazi parcalar, tabanda kese seklinde bir yapi veya doku
bantlar1 birakir.Olgunlagsmamis lamellari kusatan zara , kismi zar denir (Kirk, P.M. 2008).

Sapka genisledigi zaman kismi zar parcalanir ve sapka kenarlarinda veya sap tlizerinde bazi
kalintilar birakir. Kalintilar ¢ogunlukla sap gevresinde bir halka (annulus) veya etek olarak
goriiliir. Kismi zar tarafindan birakilan halkamsi yapi, genellikle tek olmakla birlikte bazi
tiirlerde iki tabakalidir.birkag tiirde halkalar gevsetilip haraket ettirilebilir (Demir, B. ve Kaya, E.
2021).

Sporlar, yesil bitkilerin tohumlarinda oldugu gibi sekil ve biiyiikliik yoniinden
birbirlerinden oldukga farkli olmalarina karsin, benzer bir lireme gorevi Ustlenirler. Yiksek
bitkilerin tohumlarinin ¢esitli dokular1 ve hiicreleri icermelerine karsin, makrofunguslarin
sporlar1 oldukga kii¢iik olup, genellikle bir hiicre igerirler. Hiicre, genellikle 5-10 mikron
uzunlugunda olup, ender olarak 30 mikronu geger. Sporlar, cesitli sekillerde olabilir. Yiizeyleri
diiz veya ¢esitli yapilarla donatilmistir.

Sapkali mantarlarin ¢ogunda sporlar1 tasiyan ve hymenium adini alan bir yiizey (6rnegin;
Polyporus' un porlari, lamelli makrofunguslarin lamelleri gibi) olusur. Sistidium adini alan ¢esitli
steril hiicreler ¢ogunlukla basidiumlar boyunca himenium tabakasinda bulunur. Sistitlerin
ozellikleri tiirlerin teshisinde gereklidir. Sistitler, ayn1 zamanda sapka lizerinde veya sap lizerinde

de bulunup birbirine yakin tiirlerin teshisinde kullanilirlar (Webster, J. 2007).
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Makrofungus toksinleri , makrofunguslarin ¢esitli familyalarinda bulunur. Cogu zehirli tiir,
insan icin oldiriici degildir. Fazla miktarda yendikleri zaman mide bulantisi, ishal ve sanciya
neden olurlar. Sadece birkag tiir makrofungus insan1 6ldiirecek derecede zehire sahiptir. Digerleri
merkezi sinir sistemini etkiler. Ancak, az sayida makrofungusun test edildigi unutulmamalidir.
Makrofunguslara ait zehirler; Phallotoksinler, amatoksinler, muscarine, muscimol, ibotenic asit,
pantherin, tricholomic asit, psilocybin, psilocin, gyromitra toksinleri, gastrointestinal ve diger

toksinlerdir.

Tezimizin konusunu olusturan funguslar i¢inde de benzer iliskileri gosteren organizmalar
bulunmaktadir. Sclerodermataceae, Basidiomycota i¢indeki Boletales takiminin bir iiyesidir. Bu
aile diinya ¢apinda dagilimi olan 6 cins (Calostoma— Chlorogaster- Favillea — Horakiella —
Scleroderma -Veligaster) ve 72 ektomikorizal tiir igermektedir. Tiirkiye mikobiotasi ile ilgili
literatiire gore, simdiye kadar Tirkiye'den 8 Sclerodermataceae iiyesi ((Pisolithus arhizus
(Scop.) Rauschert, Scleroderma areolatum Ehrenb., S. bovista Fr., S.citrinum Pers., S.
meridionale Demoulin ve Malencon, S. polyrhizum (J.F. Gmel.) Pers.ve S. verrucosum (Bull.)
Pers.)) bildirilmistir. Bu ailenin iiyeleri epigin ya da subhipogin, globoz-subgloboz, sesil ya da
pseudospitat basidiomata ile sert ya da kirilgan peridium, bazen pseudoperioller olusturan
pulverulent gleba, 2-8 sporlu, klavat-piriform basidium, globoz, piiriizsiiz ya da siislii sporlari ile
karakterize edilmektedir (Akata, 2017).

Sclerodermataceae, mantarlar aleminde yer alan bir aileye verilen isimdir. Bu aile,
genellikle toprakta yasayan veya ¢iiriimekte olan bitki materyalleri iizerinde bulunan mantarlari
icerir. Sclerodermataceae ailesine ait mantarlar, genellikle yuvarlak veya kiiresel sekilli
meyveleriyle taninir. Bu aileye ait mantarlar, ¢ogunlukla mikorizal bir iligki i¢inde yasarlar.
Mikoriza, mantarlar ve bitkiler arasinda karsilikli fayda saglayan bir simbiyotik iliskidir.
Mantarlar, bitki koklerine baglanarak bitkilerin su ve mineral emilimini artirirken, bitkiler de
mantarlar i¢in organik besin {iretir. Sclerodermataceae mantarlar1 da bu sekilde bitkilerle birlikte
yasayarak karsilikli faydalar elde ederler.Sclerodermataceae ailesine ait mantarlar bazilar1 toprak
altinda yasarlar ve genellikle c¢ilirimekte olan bitki materyalleri Uzerinde bulunurlar. Bu
mantarlar, toprakta organik madde ayrisimina yardimci olurlar ve bdylece ekosistemin
dongiisiine katkida bulunurlar. Ayrica, bu mantarlar baz1 bdcek tiirlerinin beslenme kaynagi

olabilirler.Sclerodermataceae ailesine ait mantarlarin meyveleri genellikle yuvarlak veya kiiresel
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sekildedir. Bu meyveler, dis tabakadan olusan bir kabukla kaplidir. Kabugun altinda ise mantarin
sporlarmi igeren i¢ tabaka bulunur. Bu sporlar, mantarin iireme hiicreleridir ve riizgar veya
hayvanlar tarafindan tasinarak yayilirlar. Sclerodermataceae mantarlart genellikle toprakta
bulunurlar ve bazi tiirlerinin insan saghig {izerinde etkileri olabilir. Ornegin, Scleroderma
citrinum tiirti zehirli bir mantardir ve tiiketildiginde ciddi zehirlenmelere neden olabilir. Bu
nedenle, bu mantarlarin dogada toplamasi veya tiiketilmesi Onerilmez. Sclerodermataceae
mantarlar1 ayrica tibbi amaclar i¢in de kullanilabilir. Ornegin, baz tiirleri antibakteriyel veya
antifungal 6zelliklere sahip olabilir ve bu nedenle ila¢ endistrisinde kullanilabilirler. Ayni
zamanda, bu mantarlar dogal pigment kaynaklar1 olabilir ve gida veya tekstil endiistrisinde
kullanilabilirler. Sclerodermataceae ailesi, toprakta yasayan ve bitkilerle simbiyotik bir iligki
icinde olan mantarlar1 igeren bir mantar ailesidir. Bu mantarlar, toprakta organik madde
ayrisimina yardimci olurlar ve bazi tiirleri insan saglig1 iizerinde etkileri olabilir. Ayn1 zamanda,
tibbi ve endiistriyel amaglar i¢in de kullanilabilirler.

Mantarlarin morfolojik karakterizasyonu i¢in sporlarin ince detaylarinin gézlemlenmesi
son derece Onemlidir ve tiirlerin tanimlanmasi icin gereklidir. Genellikle yapilan optik
mikroskopik go6zlem, renksiz veya kalin dokular i¢in uygun degildir. Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) renksiz dokular1 gorsellestirmeyi miimkiin kilar ve ayn1 zamanda sporlar gibi
orneklerin uygun karakterizasyonlar: i¢in ii¢ boyutlu goriintiiler olusturur (Khaund ve Joshi
2013). Elektron mikroskobik yaklasimi, 6n gorsel siniflandirma ile iiretilen mantarlarin bulanik
kimliginin ¢6ziilmesine yardimeci olmus ve tiir ayrimlarinda belirleyici olmustur (Khaund ve
Joshi 2013). Bununla birlikte bu ve benzeri organizmalarin taksonomik durumu netlik
kazanmamustir. Molekiiler ¢aligmalar ise organizmalarin iliskileriyle ilgili detayli ve tamamlayici

veriler olusturmaktadir.

Yaklasik 1,5 milyon tiir oldugu tahmin edilen Fungi aleminin, yaklasik % 5'i resmi olarak
siiflandirilmistir. Geleneksel fenotipik yontemlere dayanan tiir tanimlamasi genellikle zaman
alic1 ve zahmetlidir ve kiiltiir kosullarindan kolayca etkilenen fenotipik 0zelliklerin dengesiz ve
Oznel dogas1 tarafindan engellenmektedir. Bu fenotipik yaklasimlarin kiiltiirde biiylimeyen
mantarlar tlizerinde acgik bir sinirlamast s6z konusudur. Organizmalarin taksonomik statiisiinil

kazanmak i¢in genlerin kullanilmasini igeren molekiiler sistematik ve bunlarin evrimsel iliskileri,
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geleneksel sistematik kavramlarinda 6nemli degisikliklere neden olmustur (Katock ve Kapoor
2014).

Sistematigin amaci, organizmalar arasindaki evrimsel gecmisin ve birbirleriyle olan
iliskilerin belirlenmesi (filogeni) ve daha sonra organizmalarin siniflandirilmasinda bu bilgilerin
kullanilmasidir. Sistematik alaninda yapilan ¢alismalarla, tiim yasam formlariin filogenetik bir
agacla baglantisinin kurulmasi, son 50 yilin en 6nemli kesiflerinden birini olusturmaktadir
(Lipscomb, vd., 2008).

Mantar sistematigi, tim mantar soylar1 arasindaki dogal iliskileri yeniden kurmay1
amaclayan bir disiplindir. Bu disiplinin, Carl Linnaeus ve onun iinlii kitab1 Species Plantarum'un
1753'te yayinlanmasiyla basladigi yaygimn olarak kabul edilir. Bundan sonra, makromorfolojik,
mikromorfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, filogenetik ve filogenomik kanitlar, mantar
sistematigi i¢in art arda veya eszamanli olarak gerekli kabul edilmistir. Bunlardan molekdler
filogeni, ozellikle yiiksek dereceli taksonlar arasindaki iliskiyi arastirmak i¢in mantar sistematigi
olusturmak i¢in giiglii bir yontem olarak kabul edilmektedir (Zhang, vd., 2017).

Geleneksel olarak funguslarin siniflandirilmasinda temel kriter eseyli lireme yapilaridir.

(Blackwell, vd., 2008). 1970’lerden giiniimiize degin fungal sistematikte molekiiler veriler tim
taksonomik seviyelerde kullanilmakta olup son yillarda kullanim oraninda 6nemli 6l¢iide artiglar
olmustur. Molekiiler veriler Fungi alemindeki yiiksek seviyeli taksonomik gruplarin ve biyuk
evrimsel soylarin belirlenmesinde, diisiik taksonomik seviyelerde ise tiirlerin, kismi
populasyonlarin ve bireylerin teshisinde kullanilmaktadir. Ancak molekiiler verilerin yaygin
kullaniminda da bazi smirlandirmalar da mevcuttur. (Bridge, vd., 2005, Kiligoglu ve Ozkog
2008).
Morfolojiye dayali fungal taksonomisi ile yapilan teshisler 6nemlidir, ancak hibridizasyon,
kriptik tiirlesme ve yakinsak evrim gibi gesitli faktorler nedeniyle yaniltici sonuglar alinabilir.
Sonug olarak, ¢ok farkli fungus gruplar i¢indeki cesitli filumlar arasinda tiirler arasinda ayrim
yapmak i¢in dizi veya DNA tabanli tanimlama yontemleri (barkodlama) ortaya g¢ikmugtir
(Stajich, vd., 2009) (Raja, vd., 2017).

DNA barkodlama sistemleri, tiirleri tanimlamak igin kisa bir standart bdlge (400 ile 800
baz cifti arasinda) kullanir. DNA barkodlamanin Onciilii, tlirler arast varyasyonun, tiir igi
varyasyonu agmasi gerektigidir. Bu nedenle, standartlagtirilmis bir bolgenin bu farki (yani

barkod boslugu), tiir diizeyinde tanimlama igin kullanilabilir (Hebert, vd., 2003). Temel bilim
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perspektifinden bakildiginda, funguslarin tanimlanmasinda molekiiler verilerin kullanimi, White,

vd., (1990) tarafindan niikleer mantar ribozomal operon primerleri tizerinde ¢1gir agan ¢alisma ile

yaklasik 20 yil dnce ortaya ¢ikmistir. Biiyiik alt birim (nrLSU-26S veya 28S), kicik alt birim

(nrSSU-18S) ve 5.8S rRNA geni (Dahili Transkripsiyonlu Aralayici bolge, ITS1 ve ITS2 dahil)

icin bu primerlerden Uretilen mantar dizileri, fungi taksonunda molekuler filogenetik dizi

tanimlamasinda yeni donem baslatmistir (Bruns, vd.,1991; Seifert, vd., 1995) (Raja, vd., 2017) .
ITS bolgesinin bu amacla tercih edilmesinin birkag nedeni vardir:

Evrimin Hizi: ITS bolgesi, nispeten hizli bir evrimsel degisime ugrar. Bu, yakin akraba tiirler

arasindaki farklar1 belirlemek i¢in bu bolgeyi 6zellikle yararli kilar.

Konservatif Sinir Bolgeleri: ITS1 ve ITS2 bolgeleri, genellikle daha konservatif olan 18S ve 28S

ribozomal RNA genleri arasinda yer alir. Bu konservatif bolgeler, PCR i¢in 6zgiil primerlerin

tasarlanmasina olanak tanir, boylece ITS bolgesi kolayca amplifiye edilebilir.

Tiir Ozgiilliigii: ITS bdlgesinin hizli evrimsel degisimi sayesinde, birgok tur icin 6zgul dizilim

farkliliklar1 vardir. Bu, tiir teshisini ve filogenetik analizleri kolaylastirir.

Biiyiik Veritabani: ITS bolgesi, bircok ¢alismada sik¢a kullanilmistir, bu nedenle bu bolgeye ait

genis bir dizi veritaban1 bulunmaktadir. Bu, yeni ¢alismalarin 6nceki bilgilerle karsilagtirilmasini

ve entegre edilmesini kolaylastirir.

Teknik Kolaylik: ITS bolgesi, genellikle basarili bir sekilde amplifiye edilir ve dizilendir. Bu, bu

bolgenin rutin laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmasini kolaylastirir.

Genis Taksonomik Kapsam: ITS bolgesi, genis bir taksonomik yelpazede, farkli mantar gruplari

arasinda iyi bir ¢oziliniirliik saglar.

PCR uygulamasi ile herbarium ornekleri artitk molekiiler genetik verilerin elde edilmesi
icin 6nemli bir kaynak haline gelmistir. Sistematikgiler i¢in bunun birka¢ 6nemli sonucu vardir.
Molekiiler sistematik caligmalar artik kiiltiirde yaygin veya mevcut olan taksonlarla siirli
kalmayacaktir. Tiir adlarinin dogrudan uygulanmasi, artik tip malzemesinin dizi analizi ile ele
almabilir. Popiilasyon yapisinda zaman i¢inde meydana gelen degisiklikler, oldukca degisken
DNA boélgelerinin analizi ile incelenebilir. Kiiratorler i¢in, molekiiler genetik arastirmalar igin
herbaryum Orneklerinin kapsamli kullanimi, yakinda, tiir koleksiyonlarinin 6rneklenmesi icin
kilavuzlar gelistirmeyi ve ekstrakte edilmis DNA'larin saklanmasi ve geri alinmasi igin

yontemler gelistirmeyi arzu edilebilir kilabilir (Bruns, vd., 1990; Kilicoglu ve Ozkog 2008).

14



Makromantarlar, Basidiomycetes ve Ascomycetes'e ait ¢ok biiyiik ve eseyli sporlarin
olusumunu igeren bir hiicre dongiisii olan fungus grubudur. Bu iki grup i¢in mantar sporlari,
basidium (Basidiomycetes icin) veya ascus (Ascomycetes ig¢in) adi verilen 6zel bir yapida
bulunur ve bu tiir mantarlar, temel olarak basidiosporlar1 igeren semsiye benzeri yapilar vererek,
yerin Ustlinde (epigen macrofungi) veya toprak yizeyinin 10-20 cm altindaki derinliklerde
(hipogen makrofunguslar veya triifler) buytyebilir (Elsayed, vd., 2014).

Filum Basidiomycota R.T. Moore (1980) 16 sinif, 52 takim, 177 familya, 1589 cins ve
30.000'den fazla tiir igermektedir. Tanimlanan mantar taksonlarinin yaklasik %32'sinin bu filuma
ait oldugu tahmin edilmektedir. Basidiomycota, iyi bilinen bazi makromantarlari ve ayrica
paslar, rastik mantarlari ve mayalar gibi bazi mikro mantarlari igerir. Bu grup icinde olaganiistii
bir ¢esitlilik olmasina ragmen, molekiiler ¢alismalar heniiz tanimlanmamis ¢ok sayida takson
oldugunu gostermektedir (Zhao, vd., 2017).

Geleneksel olarak Basidiomycota tipik olarak basidiumlar ve basidiosporlarin varlig: ile

karakterize edilir. Son arastirmalar, baz1 degisken morfolojik karakterlerin, hifal sistemlerdeki
hiicresel yapilarin ¢esitliligi, meiosporangiumlar, basidiokarplar ve septal gdzenekler gibi
ultrastriiktiirel karakterler Basidiomycota'nin farkli diizey taksonlarinda uzun bir evrimsel tarihin
ifadesi oldugunu gostermektedir. Bu, benzersiz veya oldukca smirli morfolojik karakterler
kullanarak daha yiiksek taksonlarin (6rnegin siniflar, takimlar) tanimlanmasinin 6znel oldugunu
gosterir.
Basidiomycota filumunun Ascomycota'nin monofiletik bir grup kardes oldugu gosterilmistir.
Halihazirda Basidiomycota, Agaricomycotina (mantarlar, jole mantarlari, dirsek mantarlar1 ve
digerleri), Pucciniomycotina (paslar) ve Ustilaginomycotina (Pas ve digerleri) ve
Wallemiomycetes olmak iizere li¢ ana dal igermektedir. Basidiomycota'nin daha {ist diizey bir
siniflandirmasi, yaklasik on yil 6nce, esas olarak Deep Hypha ve AFTOL projeleri gibi bir dizi
filogenetik calismaya dayali olarak yaymlanmistir (Zhao, vd., 2017).

Boletales, Agaricomycetes sinifinda (filum Basidiomycota, Fungi) baz1 boletler, earthball,
puffball (puf mantari) ve sahte yer mantari iceren mantar takimidir. Cogu iiye saprobiktir,
oncelikle yere diisen agaglarin iizerinde veya agaclarin tabanindaki toprakta bulunurlar. Ilgili bir
puftball ve earthstar grubu olan Sclerodermataceae, Boletales takimina yerlestirilir. Toprakta ve

guruyen odun uzerinde bulunan bu tiirlerin bireyleri, olgunlastiklarinda sert bir dis ¢epere ve
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koyu renkli bir i¢ kisma sahip puftball benzeri meyve govdeleri olustururlar (Anonymous 2022
Britannica.com)
Sclerodermataceae’nin taksonomik durumu heniiz netlik kazanmamis bir fungal familyadir.
Farkli kaynaklarda cins seviyesindeki gruplamalar bile degisim gosterebilmektedir. Sesli ve
Denchev (2008), Dunya genelinde Sclerodermataceae corda familyas1 5 cins (Chlorogaster &
Jalink, Favillea fr., Horakiella castellano & trappe, Scleroderma pers. ve Pisolithus alb. &
schwein.) ile temsil edildigini, Tiirkiye’den giiniimiize kadar 8 Sclerodermataceae (Pisolithus
arhizus (Scop.) Rauschert, Scleroderma areolatum Ehrenb., S. bovista Fr., S. cepa Pers., S.
citrinum Pers., S. meridionale Demoulin & Malencon, S. polyrhizum (J.F. Gmel.) Pers. and S.
verrucosum (Bull.) Pers.) liyesinin rapor edildigini ifade etmektedir. Bu konuda, Akata (2017)
ise, diinya genelinde 2 cins ve 72 ektomikorizal tiir igerdigini rapor etmistir. Sunduklar
calismada, 7 Sclerodermataceae uUyesi (Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert, Scleroderma
areolatum Ehrenb., S. bovista Fr., S. citrinum Pers., S. meridionale Demoulin & Malencon, S.
polyrhizum (J.F. Gmel.) Pers. ve S. verrucosum (Bull.) Pers.) tiirlerini tanimlamislardir.

Bu calismada Ankara Universitesi Fungorumuna ait geleneksel yontemlerle teshisleri
yapilmig (bazilarinin ise yapilmamis) 40 makromantar drneginin molekiiler karakterizasyonu

amaclanmustir.

Scleroderma geaster, Sclerodermataceae ailesine ait bir mantar tiradar. Tirkcede "toplu
mantar" veya "yildiz mantar" olarak da bilinir. Bu mantar, toprak altinda yasayan ve genellikle
curimekte olan bitki materyalleri Gzerinde bulunur. S. geaster, karakteristik bir sekli olan
yuvarlak veya kiiresel meyveleriyle taninir. Bu meyveler, dis tabakadan olusan bir kabukla
kaplidir ve i¢ tabakada mantarin sporlarimi igerir. Kabugunun i¢indeki sporlar, olgunlastiginda
cevreye yayilarak lireme gergeklestirir. Bu mantarin dikkat ¢ekici bir 6zelligi, olgunlastifinda
meyve govdesinin icinde bulunan boliimlerin ayrilmasi1 ve yildiz seklinde agilmasidir. Bu
nedenle "yildiz mantar" olarak da adlandirilir. Bu agilan boliimler, mantarin i¢indeki sporlari
dagitarak iireme saglar. S. geaster, mikorizal bir iliski i¢inde yasar. Bu, mantarin bitki kokleriyle
simbiyotik bir iligki kurdugu anlamia gelir. Mantarlar, bitki koklerine baglanarak bitkilerin su
ve mineral emilimini artirirken, bitkiler de mantarlar i¢in organik besin iiretir. Bu simbiyotik
iliski, hem mantarlar hem de bitkiler i¢in faydalidir. S.geaster, genellikle ormanlik alanlarda

veya cayirlarda bulunur. Toprakta organik madde ayrisimina yardimci olur ve bdylece
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ekosistemin dongiisiine katkida bulunur. Ayrica, bazi bocek tiirlerinin beslenme kaynagi olabilir.
Bu mantarin tiiketilmesi onerilmez, ¢iinkii baz tiirleri zehirli olabilir. Sc. geaster de bu tirlere
dahildir. Zehirlenme durumunda, mide bulantisi, kusma, karin agris1 gibi semptomlar ortaya
¢ikabilir. Bu nedenle, toplama ve tiikketim konusunda dikkatli olunmalidir. (Smith, A. H. 1951).

Scleroderma citrinum, genellikle ormanlik alanlarda, aga¢ kokleri veya organik madde ile
zenginlestirilmis topraklarda bulunur. Genellikle yaz ve sonbahar aylarinda ortaya ¢ikar. Sc.
citrinum, genellikle kiigiik veya orta boyutlarda olup, 2 ila 10 cm ¢apinda olabilir. Gengken top
seklinde olan bu mantarlar, olgunlastikca daha da yayilarak diizlesir. Renkleri saridan
kahverengiye, hatta siyaha kadar degisebilir. Mantarin {lizerinde kii¢iik dikenler veya ¢ikintilar
bulunur. Bu mantarm etli kismi sert ve yogundur. Genellikle kokusu yoktur veya hafifce meyve
kokusuna benzer bir kokusu vardir. S. citrinum, ¢ogunlukla toprak altinda biiylir ve nadiren
toprak Ustiinde goruldr. S. citrinum, endomikoriza olarak adlandirilan bir simbiyotik iligki i¢inde
yasar. Bu, mantarin agac¢ kokleriyle birlikte yasadigi ve birbirlerine fayda sagladigi anlamina
gelir. Mantar, aga¢ koklerinden organik besinler alirken, aga¢ kdklerine mineral ve su saglar. Bu
simbiyotik iligki, hem mantarin hem de agaclarin biiyiimesine ve sagligina katkida bulunur. Sc.
citrinum, bazi bolgelerde yenilebilir olarak kabul edilir. Ancak, genellikle hos olmayan bir tadi
vardir ve sindirimi zor olabilir. Ayrica bu mantarin baz tiirleri, toksinler igerebilir ve insanlar
icin zehirli olabilir. (Guzman, G. 1970).

Scleroderma verrucosum, Basidiomycota mantarlarinin Boletales takimina ait ilging bir
thrdir ve benzersiz dzellikleri ve ekolojik 6nemi ile bilinir. S. verrucosum, belirgin morfolojik
ozelliklere sahiptir. Sporokarp adi verilen iireme organi yeraltinda gelisir ve baglangigta beyaz
veya soluk renklidir. Olgunlastik¢a dis yiizeyi sigillerle veya kabarciklarla kaplanir, bu da tiir ads
"verrucosum"a yani "sigillerle kapli"ya yol acar. I¢ etegin acifa cikmasiyla karakteristik
morumsu-kahverengi bir renk ortaya ¢ikar. S. verrucosum 'un yasam dongiisii Basidiomycota
mantarlarinin tipik bir 6rnegini takip eder. Dongii, olgunlagmis sporokarplardan salinan sporlarin
cimlenmesiyle baslar. Uygun bir ortama ulagan sporlar ¢imlenir ve mantarlarin karakteristik
dallanmis ipliklerine, yani hifalara doniisiirler. Bu hifalar, toprak altinda genis bir ag olusturur ve
mantarin yasam dongiisiiniin devamini saglar. Mikoriza, mantarin bitkilerle karsilikli yararlt bir
iliski kurdugu, bitki kokleriyle mantar hifalarmin bir araya geldigi bir simbiyotik iligkidir. S.
verrucosum, bu simbiyotik iligkiden yararlanarak bitkilere su ve besin elementleri saglar,

karsiliginda da bitkilerden organik bilesikler alir. Bu nedenle, mantarin ekolojik 6nemi biiyiiktiir
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ve orman ekosistemlerinin isleyisinde Onemli bir rol oynar. S. verrucosum'un diger
organizmalarla karmasik etkilesimleri vardir. Mikoriza ile birlikte ¢alistig1 bitkiler disinda, bazi
bocekler ve omurgasizlar da bu mantar tiirliyle etkilesime girebilir. Ayrica, baz1 ¢alismalar bu
mantarin potansiyel antibakteriyel veya antifungal bilesiklere sahip olabilecegini gostermektedir.
Bu nedenle, tip alaninda ilgi ¢eken bir potansiyele sahip olabilir ve ilag gelistirme ¢alismalarinda
degerlendirilebilir. Ancak, dogal habitatlarin tahribati, ormansizlasma ve g¢evresel degisiklikler
gibi modern diinyanin zorluklari, S. verrucosum gibi dogal yasam alanlarina bagl olan tiirleri
tehdit etmektedir. Bu nedenle, bu tiirlin korunmast ve ekosistemlerdeki roliiniin anlagilmasi,
biyolojik ¢esitliligin siirdiiriilebilirligi agisindan 6nemlidir. (Guzman, G. 1970).

S. cepa mantari, karakteristik morfolojik 6zelliklere sahiptir. Geng sporokarplar (mantarin
iireme organlari), yeraltinda gelisir ve siklikla sogan veya kivi seklinde goriiniir. Olgunlastiginda,
sporokarpin dig ylizeyi koyu renkte ve piiriizliidiir, i¢ ylizey ise beyazimsidir. Bu o6zellikler, S.
cepa mantarini diger mantar tlirlerinden ayirmamiza yardimer olur. S. cepa mantarinin yasam
dongiisti, tipik bir Basidiomycota mantarinin yasam dongiisiine benzer. (Petersen, J.H. 2019).

Scleroderma meridionale, Sporokarp adi verilen iireme organi, yeraltinda gelisir ve
gencken beyaz veya acgik renklidir. Olgunlastik¢a renk degistirerek kahverengiye veya siyaha
doner. Dis yiizeyi piiriizlii ve kabuklu gériiniimdedir. i¢ kisim ise beyazimsi ve sert dokulu
olarak karsimiza g¢ikar. S. meridionale mantarinin yasam dongiisii, diger mantar turlerine
benzerlik gosterir. S. meridionale, bu simbiyotik iliskiden yararlanarak bitkilere su ve besin
elementleri saglar, karsiliginda da bitkilerden organik bilesikler alir. Bu sayede, mantarin
ekolojik 6nemi biylktiur ve orman ekosistemlerinin isleyisinde énemli bir rol oynar. (Petersen,
J.H. 2019).

S. bovista mantar1, dis yiizeyi piiriizlii ve kabuklu goriiniimdedir. Gengken agik renkli olan
sporokarp, olgunlastikca kahverengiye veya siyaha doner. Mantarin i¢ kismi beyaz veya agik
renklidir. S. bovista mantari, dogal ekosistemlerde Onemli bir ekolojik rol oynamaktadir.
Mikorizal iligkisi sayesinde bitki-dokuya onemli faydalar saglayarak toprak verimliligini artirir
ve bitkilerin biiylimesine katkida bulunur. (Guzman, G. 1970).

Scleroderma areolatum, olgunlasan sporokarpin dis yiizeyi kabuklu ve kahverengi renkte,
ic kismi ise beyazimsidir. Bu o6zellikler, S. areolatum mantarint diger tiirlerden ayirmamiza
yardimer olur. Ekosistemlerdeki rolii, toprak verimliligini artirarak ve bitkilerin buylmesine

katkida bulunarak 6nemli bir ekolojik isleve sahiptir. (Guzman, G. 1970).
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2.2. Kaynak Ozetleri
Tiirkiye, biyolojik ¢esitlilik agisindan olduk¢a zengin bir tilkedir ve makrofunguslar (biiyiik
mantarlar), bu cesitliligin 6nemli bir pargasini olusturur. Tiirkiye'nin farkli iklim ve ekolojik
bolgelerindeki cesitli bitki Ortiisii ve toprak tipleri, ¢esitli makrofungus tiirlerinin varligini
destekler. Bu nedenle, Tiirkiye'de makrofunguslar iizerinde yapilan ¢alismalar olduk¢a 6nemlidir
ve ulkenin mantar florasinin zenginligini anlamamiz1 saglar. Ancak, bu makalede, Tiirkiye'de
yapilan tiim ¢aligmalar1 detayli bir sekilde anlatmak miimkiin degildir. Bu nedenle, bazi 6nemli

ve temsilci ¢alismalar1 vurgulamak daha uygun olacaktir:

1. Tirkiye'nin Makrofungus Floras1 Uzerine Genel Bir Inceleme: Tiirkiye'nin farkli
bolgelerindeki makrofungus ¢esitliligi ve dagilimini anlamak icin yapilan genel
incelemeler, lilkenin mantar florasinin zenginligi ve cesitliligi hakkinda bilgi saglar.

2. Mantar Taksonomisi ve Yeni Tiirlerin Kesfi: Mantarlar, taksonomik olarak karmasik
organizmalar oldugu i¢in, Tiirkiye'de de mantar tiirlerinin tanimlanmasi ve
siniflandirilmasi igin taksonomik ¢aligmalar 6nemlidir. Bu ¢aligsmalar, yeni tiirlerin
kesfedilmesine ve bilinen tiirlerin siniflandirmasinin giincellenmesine katki saglar.

3. Mantar Ekolojisi ve Yasam Dongiisii: Tiirkiye'deki farkli ekosistemlerde yasayan
makrofunguslarin ekolojisi ve yasam dongiisii lizerine yapilan ¢aligmalar, mantarlarin
yasam alanlari, iklim tercihleri ve mikorizal iligkileri gibi 6nemli 6zelliklerini
anlamamiza yardimci olur.

4. Toksik Mantarlar ve Saghk Etkileri: Bazi mantar tiirleri, insanlar i¢in zehirli veya
tehlikeli olabilir. Tiirkiye'de yapilan caligmalar, toksik mantarlarin belirlenmesi,
zehirlenme vakalarinin incelenmesi ve halk sagligina yonelik 6nlemlerin alinmasina
yardimect olur.

5. Endemik ve Nadir Mantar Turleri: Turkiye, endemik ve nadir mantar tlrlerine ev
sahipligi yapar. Bu tiirlerin dagilimi, korunmalar1 ve biyocografyalari lizerine yapilan
caligmalar, biyolojik cesitlilik ve koruma agisindan biiylik 6neme sahiptir.

6. Mantarlarin Ekonomik ve Ekolojik Onemi: Mantarlar, gida, ilag ve endiistriyel
alanlarda ¢esitli kullanimlara sahiptir. Tiirkiye'deki mantarlarin ekonomik ve ekolojik

onemi lizerine yapilan ¢alismalar, yerel ekonomi ve siirdiiriilebilirlik agisindan 6nemlidir.
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Tiim bu ¢alismalar, Tiirkiye'deki makrofungus florasinin anlagilmasi ve biyolojik ¢esitliligin
korunmasi i¢in 6nemli bir bilgi kaynagidir. Tiirkiye'deki mantarlar hakkinda daha fazla bilgi
edinmek icin, akademik dergilerde ve doga koruma kuruluslarinin yayinlarinda yapilan
calismalara bagvurmak faydal olacaktir (Gezer, K., ve Karacan, M. S. 2017). Ozellikle

Sclerodermataceae grubu makro mantarlarla ilgili taksonomik veriler yeterli degildir.

2.3. Turkiyede Sclerodermataceae iizerinde yapilan ¢calismalar:

2000 ve 2001 willarinda Tirkoglu ve ark. 2007, Ihlara vadisinde yapilan arazi
caligmalarinda 14 familyaya ait 31 tiir teshis etmisler ve bu turlerden biri de Sclerodermataceae
ait bir tarddr (Pisolithus arhizus).

2002 ve 2005 yillar1 arasinda Alli, vd., 2022 , Aydin ilinden toplanan makromantarlardan 3
Sclerodermataceae tyesi bildirmistir (Pisolithus arhizus , S.citrinum ve S. verrucosum).

2003 ve 2016 yillar arasinda Akata, 2022, Turkiye genelinde toplanan makromantarlardan
7 Sclerodermataceae liyesi bidirmistir (Pisolithus arhizus , Scleroderma areolatum , S.bovista,
S.citrinum, S. meridionale , S. polyrhizum ve S. verrucosum).

2012 ve 2015 yillar arasinda Dogan, vd., 2021, Samanli daglarindan toplanan 84 familya
ve 197 cinse ait 510 makromantar taksonu belirlenmistir. Makromantarlardan 5
Sclerodermataceae Uyesi bildirmistir (Pisolithus arhizus , Scleroderma areolatum , S.citrinum, S.
cepa, S. polyrhizum ve S. verrucosum).

2014 ve 2017 yillar arasinda Uzun, vd., 2020, Trabzon ilinden toplanan makromantarlardan 2

Sclerodermataceae iiyesi bidirmistir (S.citrinum ve S. areolatum).

Fungoryum terimi genel olarak bir¢ok insan tarafindan duyulmamis olabilir, ¢linkii bu terim
standart mikoloji literatiiriinde yaygmn olarak kullanilmaz. Ancak, baz1 kontekstlerde,
"fungoryum™ bir mantar koleksiyonu veya mantarlar1 saklamak ve korumak i¢in kullanilan bir

depo ya da laboratuvar olabilir (Hawksworth, D. L. 1991).

Fungoryum, belirli bir bélge veya konu Uzerine odaklanan mantar 6rneklerinin kurutularak
saklandig1 6zel koleksiyondur. Genellikle bilimsel arastirma kurumlari, iiniversiteler veya

botanik bahceleri gibi yerlerde bulunur. Fungoryumlarda saklanan oOrnekler genellikle iyi
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korunmus, etiketlenmis ve kataloglanmistir, boylece gelecekteki arastirmacilar icin erisilebilir ve

kullanighdirlar.
Fungoryum Materyallerinin Onemi:

1. Bilimsel Referans: Fungoryumlarda saklanan mantar Ornekleri, bir bdlgenin
mikoflorasinin (mantar florasinin) belirlenmesi igin kritik referans materyalleri saglar.
Bu, bilim insanlarina bir bdlgedeki mantar cesitliligini anlama ve taksonomik
caligmalarda kullanma olanag tanir.

2. Biyolojik Cesitlilik: Fungoryum koleksiyonlari, belirli bir bélgenin biyolojik cesitliligini
belgelemek i¢in degerli kaynaklardir. Bu, koruma c¢abalarinda ve dogal alanlarin
yonetiminde de kritik dneme sahiptir.

3. Tarihsel Kayit: Fungoryum materyalleri, zamanla bir bolgedeki ekosistem
degisikliklerini izlemek i¢in bir kaynak olarak hizmet eder. Bu, iklim degisikligi, kirlilik
ve diger cevresel faktorlerin etkilerini anlamak i¢in kullanilabilir.

4. Taksonomik Arastirma: Fungoryumlarda saklanan 6rnekler, yeni tiirlerin tanimlanmasi
ve mevcut tirlerin revizyonu igin kritik 6Gneme sahiptir.

5. Farmasotik ve Biyoteknolojik Arastirma: Bazi mantarlar, insan saglig1 i¢cin potansiyel
faydalara sahip bilesikler iiretir. Fungoryum koleksiyonlari, bu bilesikleri arastirmak ve
karakterize etmek i¢in degerli kaynaklardir.

6. Egitim: Fungoryumlar, mykoloji egitimi ve 6grenci arastirmalari i¢in dnemli bir kaynak

olabilir.

Fungoryumlar, mikolojik arastirmalar i¢in vazgecilmez bir kaynak sunar. Bu koleksiyonlar,
mantar ¢esitliligini anlamamizi, korumamiz1 ve siirdiiriilebilir bir sekilde kullanmamizi
saglar. Bu nedenle, fungoryum materyallerinin korunmasi ve genisletilmesi kritik 6neme

sahiptir (Mueller, vd., 2004).

Bu c¢alismada, oOrneklerimizi fungoryumdan secerek caligmamizda kullandik. Bu,

orneklerin tiirlerinin daha kesin bir sekilde teshis edilmesi igin son derece 6nemlidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
Calismada kullanilan materyal Sclerodermataceae familyasina ait mantar drnekleri 2004-
2018 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis ve Ankara Universitesi Biyoloji
béliimii Fungaryumunda muhafaza edilmistir (Sekil 3.1). Ornekler arasinda farkli tiirlere ait
numuneler yer almakta olup bunlarin bazilarinin geleneksel yontemlerle teshisleri yapilmistir.
Ancak bazilarinin teshisi ya yapilmamis ya da siipheli durumdadir. Calismamizin amaci
molekiler teknikleri (molekiler filogeni) uygulayarak belirsizlikleri ortadan kaldirmaya

calismaktadir.

1
Sy
LAT

Sekil 3.1. Toplanan Sclerodermataceae uyelerine ait bir numune

3.2. YOntem
3.2.1. Orneklerin Liyofilizasyonu
Akata’nin koleksiyonundan saglanan orneklere (40 6rnek) oncelikle liyofilizasyon iglemi
uygulayarak Ornekler toz haline getirilmistir. Liyofilizasyon islemi, ¢ozelti veya sispansiyon
halindeki iiriiniin dondurulmasi ve sonrasinda siiblimasyon ile olusan gaz fazinin uzaklastirilmasi
sonucu maddenin kurutulmasini saglayan bir siirectir. Kisaca dondurarak kurutma, bir maddenin

dondurulmasi ve ardindan sistemin basinci diisiiriilerek istenilen maddedeki donmus suyun
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dogrudan buhara doniistiiriilmesi islemidir. Malzemelerin oksitlenmemesi, yeni bilesiklerin
olugsmamasi, malzemelerin yapiskanliginin azalmasi, malzeme partikiillerinin {iniform boyutu,
depolama siiresinin artmasi ve bu iglemin diisiik maliyeti, diger kurutma yontemlerine kiyasla
avantajlarini olusturmaktadir. Bu islem, gida ve ilaglarin dmriinii uzatmak ve ayrica o maddenin
toz haline getirmek i¢in kullanilir.

Dondurarak kurutma, birinci dondurma ve birinci kurutma (vakumda stblimasyon) ve
ikincil kurutma (vakumda buharlagtirma) olmak tizere {ic asamada gerceklesir.

Bu amagla laboratuvarimizdaki liyofilizatér (Scanvac Coolsafe) (Sekil 3.2.) kullanilarak

orneklerimiz toz haline getirilmis ve elde edilen 6rnekler -20°de depolanmastir.

Sekil 3.2. Liyofilizator cihazi

3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

Ormeklerden DNA ekstraksiyon islemi 3 farkli protokol ile gergeklestirilmistir.

1. Protokol
Manual olarak asagidaki protokole (Doyle, 1987) gore yapildi:
1. 10 mg kurutulmus fungus materyalleri 2 ml reaksiyon tuplerine konuldu.
2. Bu tuplere 5 adet kii¢iik homojenizasyon boncuklar eklendikten sonra 2 dakika vortekslenerek
homojenize edildi.
3. Daha sonra mantar materyallerinin toz haline doniisiip dontismedigi g6z ile kontrol edildi.
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4. Bu asamada reaksiyon tiiplerine 1 ml CTAB buffer’1 eklendi ve iyice karistirtlip 55 °C” de 30
dakika boyunca inkibe edildi.

5. Daha sonra 1 ml kloroform/isoamilal eklendi ve yaklasik 1 dakika boyunca vorteks ile iyice
karigtirildu.

6. Tlpler 13.000 rpm de 2 dakika boyunca santrifuj edilmistir. Bu islem sonucunda tiiplerde iki
tabaka gorildu. iki kistmdan biri olan alt kisimda ¢okelmis halde organik kisim, iist tabakada ise
su, DNA ve diger polisakkaritleri igeren kisimdi. Calismada bu kisim (iist kisim) kullanildi.

7. Daha sonra supernatant kismi1 yani DNA’nin bulundugu kisim 1.5 mI’lik yeni tiiplere transfer
edildi.

8. Kloroform reaksiyonu yeniden tekrarland: (1 ml kloroform/Isoamilalkol) ve 2 dakika boyunca
13.000 rpm de santrifij edildi.

9.Ust kisim yani Siipernatant 1.5 ml’ lik tiiplere transfer edildi.

10.Stipernantin 2/3 hacminde soguk isopropanol tupe eklenip, iyice vorteks ile karistirildiktan
sonra 30 dakika boyunca 20 °C’ de ¢okelmeye birakildi.

11. 10 dakika boyunca 13.000 rpm de santrifiij edildi ve boylece DNA tiipiin alt kismina
cokeldikten sonra iist kisim hizli bir sekilde uzaklastirildi.

12. 1 ml yikama bufferi eklendikten sonra 5 dakika santrifiij edilmis ve iist kisim yine hizli bir
sekilde uzaklastirildi. TUplerdeki tim etanoll uzaklastirmak igin 20 dakika boyunca DNA’lar,
oda kosullarinda kurumaya birakildi.

13. Kurumus DNA peletleri yaklasik 90 mikrolitre resuspansiyon buffer icerisinde ¢ozildu.

14. Tuplerin Gzerine 180 mikrolitre su, 135 mikrolitre NH4AC (2.5 M) ve 1 ml soguk %96 EtOH
eklenip iyice karistirilmis ve buzdolabinda -20 derecede ¢okelmeye birakildi.

15. 10 dakika boyunca 13.00 rpm de santrifiij edildikten sonra iist kistm hizli bir sekilde
uzaklastirildi.

16.Bu asamada 1 ml %70 etanol eklendi ve 5 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra
stipernatant kismi1 hizli bir sekilde uzaklastirildi ve tiiplerdeki tiim etanolerin alindigindan emin
olduktan sonra havada kurumaya birakildi.

17.Son asama olarak kuru DNA peletleri 100 mikrolitre TE tamponu igerisinde tekrar suspense
hale getirildi.

2. protokol

Asagidaki sekilde uygulandi :
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1. 25 mg toz haline getirilmis fungus pargasin1 2 ml reaksiyon tlplerine transfer edildi.

2.Her bir reaksiyon tlplerine 5 adet kiigiik homojenizasyon boncugu (0,4 mm) eklenip ve
uzerine 1 ml CTAB buffer ilave edilmistir. TUpler 2 dakika vortekslenerek homojenize edildi
(Fisons SGP-010J).

3. Tiipleri iyice karistirildiktan sonra su banyosunda 65°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi..
Tdipleri su banyosundan aldiktan sonra 10 dakika boyunca 5000 rpm’de, santriftj edildi.
4.Uygulanan islem sonucunda iki tabaka goriilmistir. Tabakalardan biri alt kisma
¢cokelmis organik kisim, digeri ise Ust tabakada DNA, su ve diger pargalart igeren
kisimdir.  Siipernatant  alimip  yeni  bir 1,5 ml’lik tlplere  dikkatli  bir
sekilde transfer edildi.

5.Tupun tzerine 2 ul RNase ve 1 ml kloroform/isoamilalkol ilave edilip 2 dakika boyunca iyice
vortekslenerek karistirildi. Daha sonra tiipler 13.000 rpm’de 2 dakika boyunca santriflj edilerek
stpernatant 1,5 ml’lik tiiplere transfer edildi.
6. Tekrar her tipe 1 ml kloroform/isoamilalkol eklenip 2 dakika boyunca iyice vortekslendi ve
karigtirildu. Daha sonra 13.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij
edildi. DNA’nin  bulundugu kisim (stpernatant) 1,5 ml’lik yeni tlplere transfer
edildi.

7. Sonraki agsamada 2/3 hacminde soguk isopropanol eklenip, iyice karistirildiktan sonra yarim
saat boyunca 8°C’de buzdolabinda ¢okelmeye birakild.
8.Tupler buzdolabindan alinip 10 dakika boyunca 13.000 rpm’de santrifiij edilip DNA tipin
altima  ¢okeldikten sonra  ist kisim  ¢ok  hizli  bir  sekilde  uzaklastirildi.
9. Tiplerdeki tiim etanol uzaklastirilip daha sonra DNA’lar 30 dakika boyunca desikattrde
kurumaya birakildi. DNA’lar iyice kuruduktan sonra DNA’y1 korumak igin iizerine 50 pl TE
eklendi ve buzdolabinda +8 °C de sakland: (Siromyatnikov vd, 2016; Pascual vd, 2000)

TE Tamponunun Hazirlanmasi

Uygun bir kapta 800 mL distile su hazirlanip ¢Ozeltiye 15.759 g Tris-Cl (istenen pH) ve daha
sonra 2,92 g EDTA (pH 8) eklendi. Distile su ile Hacim 1 litreye tamamland: (Sambrook ve
Russell, 2001).
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CTAB/NaCl Cozeltisinin Hazirlanmasi

100 ml CTAB/NaCI ¢ozeltisi hazirlamak igin 4.1 g NaCl tarttlip 90 ml ddH2O icerisinde
¢ozilur. Daha sonra bu ¢ozeltinin icerisine 10 g CTAB (Sigma, Steinheim, Almanya) ekleyip
otoklavlandiktan sonra karistirilarak CTAB’1n ¢ozlinmesi saglandi. Daha sonra ¢0zelti ddH20

ile 100 ml’ye tamamlandi.

% 70’lik Etanol Hazirlanmasi
70 ml Absolute alkol ve 30 ml su, steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam sise i¢ine ilave edilerek
sollisyon hazirland1 (Cebi Kilicoglu, 2009).

1 mg/ml Ribonukleaz A (RNase) Hazirlanmasi

10 ml TE tamponu igerisinde 10 mg Ribonukleaz A ¢oziiliir. daha sonra 0.2 pm’lik membran
filtreden (Schleicher ve Schuell) gecirilerek steril edilen RNase, steril 1.5 ml’lik eppendorf
tlplere aktarildiktan sonra -20°C’de muhafaza edildi (Cebi Kiligoglu, 2009).

3. protokol olarak asagidaki sekilde uygulandi :

Qiagen Tirkiye firmasindan satin alinan Qiagen AllPrep Bacterial/Fungal DNA/RNA/Protein
Kit ile asagidaki protokol uygulandi:

1: 10 mg toz haline gelen fungus 6rnegi 350 pl Solution HC iginde vorteksleyerek veya
pipetlenerek stispanse edildi ve bir PowerBead Tiipiine aktarildi.

- soliisyon HC, B-ME (veya DTT) ve proteaz inhibitorleri ile taze olarak hazirlandi.
Solution HC, toplam fungal nikleik asitleri ve proteinleri parcalamaya ve c¢dzmeye
yardimci olan kaotropik bir formiilasyon igerir. B-ME (veya DTT), disiilfiir baglarim
parcalayan gii¢lii bir indirgeyici ajandir. Proteaz inhibitorleri, bol miktarda proteaz iireten
birgok mantar kultiirdi igin gereklidir. Bu bilesikler, niikleik asit ve protein stabilitesini ve
¢Oziiniirliiglini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in birlikte hareket eder.

2: PowerBead Tiipiini 10 dakika boyunca maksimum hizda vortekslendi.

- Mekanik homojenizasyon, mantar hiicrelerinin par¢alanmasini optimize etmek i¢in 0,5
mm'lik cam boncuklara sahip bir PowerBead Tiipii ile gergeklestirildi.

3: PowerBead tuplnin kapagi hizli sekilde agildi ve dogrudan PowerBead Tiipiine 175 ul
Solution MR eklendi. Tekrar kapatilip ve karistirmak icin en az 10 sn ylksekte hizla

vortekslendi.
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- Solution MR'nin dogrudan PowerBead Tiipiine eklenmesi, aksi takdirde geride kalacak
olan kiclk bir protein fraksiyonunu ¢ozer.
4: PowerBead tiipiinii oda sicakliginda 2 dakika boyunca 15.000 x g'de santriftjlendi.
- Santrifiijleme, niikleik asitleri ve proteinleri ¢ozelti icinde birakirken bir sonraki adimdan
once lizat1 kalan pargaciklardan veya boncuklardan temizlemek i¢in kullanilir.
5: 350 pl lizat1 PowerBead tiipiinden dogrudan bir MB Kolonuna aktarip 15.000 x g'de 1 dakika
boyunca santriftjlendi.
- RNA ve protein sivida kalirken DNA, MB Kolonunda silika zarina segici olarak baglanir.
6: MB Kolonunu 2 ml'lik temiz bir Toplama Tiipiine aktarildi.
7: 650 pul Solution EA eklenip ve 15.000 x g'de 1 dakika boyunca santriftijlendi ve toplanan sivi
kisim atildi.
- Solution EA, DNA'nin MB Spin Column silika membranina bagli kalmasina izin
verirken artik tuzu uzaklastirmak icin tasarlanmis alkol bazli bir yikamadir.
8: 650 ul IW Solution eklendi ve 15.000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Toplanan sivi
kisim atildi.
- IW Solution, Solution EA'nin MB Spin Column filtre membranindan tamamen
cikarilmasini saglayarak daha yiiksek DNA verimi ve saflig1 saglar.
9: Tupler 2 dakika boyunca 15.000 x g'de santriftjlenip ve filtre kisimina sivi sigramamasina
dikkat ederek MB Kolonunu yeni bir 2 ml Toplama tlipune yerlestirildi.
10: Beyaz filtre kagidin merkezine 100 ul Solution EB eklendi.
- Coztiim EB'yi filtre zarmin merkezine eklemek, tiim zarin 1slak olmasini ve DNA'nin
verimli bir sekilde ayristirilmasini saglayacaktir.
11: Oda sicakliginda 1 dakika boyunca inkibe edilip daha sonra 1 dakika boyunca 15.000 x g'de
santrifujlendi.
12: MB Siitununu atildi. DNA artik asagida biriken sivi kisimda toplandi ve uygulamalar igin

hazir hale gelmis oldu.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel elektroforezi, biyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir laboratuvar

teknigidir. Bu teknik, 6zellikle DNA, RNA ve bazen proteinlerin boyutlarina gore ayrilmasini
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saglar. Agaroz jel elektroforezi 6rneklerden DNA izole edilip edilmedigini yani, DNA varligini

gostermek igin kullanilmastir.

3.2.4. DNA Saflik ve Konsantrasyon Ol¢iimii
Nikleik Asit (DNA, RNA) oérnekleri 260 nm ve proteinler 280 nm dalga boylarinda maksimum
absorban gosterir. Iki dalga boyunda elde edilen absorbanslarin oran1 ‘saflik’ derecesini gosterir.
Ayni sekilde 230 nm dalga boyunda elde edilen absorbanslar bizlere kontaminasyon derecesini
verir. DNA i¢in saflik degerini 260/230 orani gosterir. Beklenen saflik degeri; DNA olgiimleri
icin yaklasik 1,8 kabul edildi. Parlak bantlarin eldesi DNA Kkalitesi ve miktari i¢in fikir verdi.Bu
bilgilere gore DNA saflig1 test edildi.

3.2.5. ITS, 28S ve RPB2 Bdlgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
PCR veya polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyolojide en yaygin kullanilan tekniklerden
biridir ve bir DNA bdlgesinin binlerce ve milyonlarca kez amplifiye edilmesini saglar. PCR'nin
temeli, birka¢ sicaklik dongiisiinde tamamlanan DNA polimeraz tarafindan bir DNA zincirinin
enzimatik sentezidir. Bu yontemi yoneten kurallar, bir termocycler'da mikrotiibiillerdeki canli
hiicre yerine PCR yoOnteminin gergeklestirilmesi disinda, canli bir hiicredeki replikasyon
stirecindeki kurallarla aymidir. Bu, reaksiyon dongiileri sirasinda reaksiyonu gergeklestirmek i¢in
gereken cesitli sicaklik degisikliklerine izin veren bir makinedir.
PCR adimlari:
1: DNA'nin iki zincirinin birbirinden ayrilmasi
2: Primerleri hedef DNA'daki tamamlayici zincire takin
3: DNA enzimi Taq polimeraz kullanilarak hedef DNA'da istenen parganin amplifikasyonu.
DNA'ni iki zincirinin birbirinden ayrilmasi 1s1 ile yapilir.Bu amagla termocycler numuneyi 95
santigrat dereceye kadar 1sitir, bdylece DNA'y1 olusturan iki zincir birbirinden ayrilir. DNA
polimeraz enzimi hedef bolgeyi tespit edemediginden primerler kullanilir.
Primer, dizisi hedef alandaki dizinin bir boliimiinii tamamlayan kisa bir DNA pargasidir.
Primerleri iki ayrt ipligin DNA'sma baglamak icin sicakligt 95 dereceden 60-50 dereceye
diistiriin. Bu sicaklik, primerleri DNA'ya baglar. Primerleri DNA zincirine bagladiktan sonra,

Taq polimeraz enzimi kullanilarak DNA sentezi gergeklestirilir. Sicaklik tekrar DNA polimeraz
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aktivitesi i¢in dogru sicaklik olan 72 °C'ye yiikselir. Bu ii¢ asamali dongli daha sonra 30 ila 35

kez tekrarlanir ve istenen parga katlanarak yayilir.

. STTTTTTITITTTITITITIT  Denaturation
Temperature is increased
h 3 5 1o separate DNA strands
\ Sae
N\ee* Ses) lmon"c
3 = g
- Illlllllll]lll]llll o
i 5 Temperature is decreased
~ \h{"""‘h“f . Primer o, Primer 10 allow primers to base
A strands x P e .
,‘|11111||111||11||1|;- pair to complementary
3 2 DNA template
l 681t072°C
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TTTTT/‘W TTYTY  DNA strand
J.I.I.LL.LI.IJ.(Q;.U.LLUA 5% %
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I
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Sekil 3.3. PCR reaksiyon adimlarina genel bakis

DNA varligi dogrulanmis funguslara ait DNA 6rneklerinin ITS1-5.8S-ITS2’1i kodlayan DNA
bélgesinin amplifikasyonu igin iki primer (ITS-1 ve ITS-2) kullanilmistir (White vd, 1990). ITS
bolgesinin PCR'si, 700-bp'lik bir iiriin olusturmak i¢in asagidaki primerler kullanilarak yapildi:
ITS5S GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ve ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC (White
vd, 1990).

Bazi 6rneklerden PCR islemleri ITS5 ve ITS4 primerleri kullanarak yapilmis ve dizilemeye

hazir hale getirilmistir.

PCR Déngii Protokoli (rDNA-ITS gen bélgesi 1¢in)

940C 3dk = Baslangic denatiirasyonu

940C 1dk = DNA nin denatiirasvonu

49°C 2dk = Primerlerin Baglanmas1 30 dongi
720C 3dk = Uzama ve Amplifikasyon

720C 7dk = Son sentez
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Tablo 3.1. PCR reaksiyonunda ¢ozeltilerin konsantrasyonu ve hacmi

Sira Solusyon 25 mikrolitrede kullanilan hacim
1 2 X Tag DNA Polymerase Master Mix 8

2 F primer 0,5

3 R primer 0,5

4 DNA 2

5 H20 14

Toplam hacim 25

2. gen olarak 28S ribozomal RNA kullanilmistir. Mantarlarin ribozomal DNA's1 (rDNA), tiirler
arasindaki akrabalik iligkilerini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan genetik bolgeleri igerir.
Bu bdlgelerden biri, 28S ribozomal RNA genidir (28S rRNA ya da sikga sadece 28S olarak
adlandirilir).

2. Gen olarak 28S ribozomal bdlgesinin PCR icin (TTTTGGTAAGCAGAACTGGYG ve
TTTAATTAACAGTGATTCCC) : (CCGTGTTTCAAGACGGG ve
GTCTTGAAACACGGACC) ve (ACCCGCTGAACTTAAGC ve ATCCTGAGGGAAACTTC)
primerleri kullanilmistir (Alvardo, P. 2021).

3. Gen olarak RPB2 geni kullanilmigtir. RPB2 geni, RNA polimeraz II'nin ikinci en biiyiik alt
birimini kodlar. RNA polimeraz II, 6karyotlarda mRNA'nin (haberci RNA) ve bazi diger RNA

molekiillerinin sentezinden sorumlu olan bir enzimdir.

RNA polimeraz II'nin bu ikinci en biiyiik alt birimi, enzimin yapisinda ve islevinde kritik bir role
sahip oldugu icin RPB2 geni o6zellikle 6nemlidir. Genin evrimi, tiirler arasindaki akrabalik

iliskilerini belirlemek i¢in kullanilan molekiiler filogenetik calismalarda sik¢a kullanilir.

Ozellikle, RPB2 geninin sekansinin gesitliligi, bazi fungal (mantar) gruplarinda tiirlerin ve hatta
cinslerin filogenetik iliskilerini belirlemekte kullanilir. Bu gen, dzellikle ITS gibi diger yaygin
olarak kullanilan gen boélgelerinden daha az homoplaziye (ayni morfolojik ya da genetik

ozelliklerin farkli evrimsel yollarla ortaya ¢ikmasi) sahip oldugu i¢in bazi fungal gruplar icin
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daha tercih edilir. Bu nedenle, RPB2, fungal filogenetik analizlerinde kritik bir gen olarak kabul

edilir.

RPB2 genin PCR icin TGGGGRGACCARAAGAARTC ve CTGATTRTGGTCNGGGAAMGG
primerleri kullanilmistir (Matheny, P.B. 2007).

3.2.6. DNA Dizileme

Diagen Biyoteknolojik Sistemler A.S (TURKIYE) sirketi, ITS, 28S ve RPB2 genlerinin
DNA dizilemesini ticari bir hizmet olarak gerceklestirmistir. Her genin DNA siralamasi ¢ift

yonlii olarak alinarak, bu sayede dizinin hassas ve dogru bir sekilde belirlenmesi saglanmuistir.
3.2.7. Dizi Verilerinin Analizi ve Filogenetik Analiz

Filogeni agaci, tiirler veya genler arasindaki evrimsel iligkileri gosteren bir diyagramdir. Dizi
verilerinin analizi, tiirler veya genler arasindaki benzerlik ve farkliliklar1 degerlendirmek i¢in
kullanilir. Bu analiz sonucunda, dizi benzerligine dayali olarak bir filogenetik agag
olusturulabilir. Iste dizi verilerinin analizi ve filogeni agacinin olusturulmas: i¢in genel bir

proseddir:

Veri setini filogenetik analizler i¢in hazirlamak {izere, Sclerodermataceae familyasindan ¢esitli
tiirlerin veya izolatlarin ITS, 28S ve RPB2 gen dizinleri, NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi) veri tabanindan tespit edilip elde edilmistir. Dizi verilerini hazirladiktan sonra,
homolog bazlarin dogru hizalanmasimi saglamak i¢in Thompson ve arkadaslarimin 1997'de
gelistirdigi ClustalX yazilimi tercih edilmistir. Hizalama adimlarinda, ikili karsilastirma i¢in Gap
Opening degeri 10.00 ve Gap Extension degeri 0.10 olarak belirlenirken, ¢coklu hizalamalar igin

Gap Opening 10.00 ve Gap Extension 0.20 seklinde ayarlanmistir (Hall, 2004).

Programla gercgeklestirilen hizalamalar, BioEdit yazilimi araciligiyla goézden gecirilmistir.
Iyilestirmeye ihtiya¢ duyulan alanlar diizenlenmis ve indel iceren siitunlar kaldirilmistir (Hall,
1999). Orneklerin haplotiplerini belirlemek igin hizalanmis dizilerde Dnasp programi kullanild

ve haplotipler belirlendi. Veri seti i¢in en iyi baz degisiklik modelini saptamak amaciyla,
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filogenetik analizlerden 6nce JModelTest programina basvurulmustur (Posada, 2008). Bu
degerlendirmeler, veri setlerine dis grup katilip katilmamasina bagli olarak iki farkli yontemle
gerceklestirilmistir. Bir veri seti i¢in ModelTest'in ¢esitli baz degisim modelleri tavsiye ettigi
durumlarda, her bir model i¢in ayr1 ayr filogenetik agaglar hazirlandi. Bu ¢alismada, en yiiksek

Bootstrap degerine ulasan agag sergilenmistir.

Neighbor-Joining, ve Maksimum Likelihood (ML) yontemleri, izolatlarin evrimsel baglantilarini
saptamak (zere iki ayr1 algoritma olarak kullanildi (NJ: Saitou ve Nei, 1987). AIC ve BIC
analizlerinden elde edilen tiim baz degisim modelleri temel alinarak, NJ degerlendirmeleri PAUP

4.0b10 yazilimi ile gergeklestirilmistir (Swofford, 2003).

Filogenetik agaglarin giiven seviyelerini saptamak igin 10.000 tekrarli Bootstrap testleri
uygulanmistir. Agaglarda, %350'nin {istiinde destek bulan diiglimlerin Bootstrap degerleri

belirtilmistir.

3.2.8. Orneklerin Taramah Elektron Mikroskop Gériintiilerler (SEM)

Elektron Mikroskop Goriintiilei Karadeniz ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TURKIYE) firmasi tarafindan ticari olarak yapildi ve 7 farkli érnegin SEM goriintiileri alindi.
Ornekler stublar iizerine cift tarafli karbon bant ile sabitlenmistir. Sputter Coater cihazinda
ornekler 12,5-15 nm altin-paladyum ile kaplanmistir (SEM coating system, SC7620). inceleme
ve cekimler JEOL JMS-7001F Tarayict Elektron Mikroskobunda (SEM) uygun voltajla
yapilmistir.
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3.2.9. Kullanilan Cozeltiler

EDTA (0.5 M) pH 8

EDTA ¢ozeltisi hazirligi i¢in, Sigma firmasinin Steinheim, Almanya menseili EDTA'sindan 14.6
gram alind1 ve 80 ml saf su (ddH2O0) ile birlestirildi. Bu karigim, manyetik bir karistirici iizerinde
déniiyor iken, Carlo Erba'nin Italya menseili NaOH graniilleri eklenerek pH degeri 8 seviyesine
getirildi. Sonrasinda saf su ile karigimin hacmi 100 ml'ye tamamlandi. pH seviyesi tekrar kontrol
edildikten sonra, elde edilen ¢6zelti 121 °C'de 20 dakika siireyle otoklav islemine tabi tutularak
sterilize edildi (Durmaz, vd., 2001).

10X Tris-EDTA (TE) tamponu, pH 8

10X TE tampon ¢6zeltisi hazirligi amaciyla, pH 8.0'da 10 ml Tris-Cl (100 mM) ile 2 ml pH 8.0
EDTA (10 mM) 88 ml saf su (ddH20) i¢inde bir araya getirilmistir. Bu karigim, 121 °C'de 1
atmosfer basincinda 20 dakika siireyle otoklavlandiktan sonra steril hale getirilmistir. Daha
sonra, bu stok ¢ozelti 1/10 oraninda seyreltilerek 1X TE tampon ¢ozeltisi elde edilmistir

(Sambrook ve Russell, 2001).

%10’luk SDS

%10'luk bir SDS sollisyonu hazirlamak amaciyla, Amresco firmasinin Ohio, ABD menseili SDS
iirlintinden 10 gram o6l¢iiliip, saf su (ddH20) ile 100 ml hacmine ulasincaya dek doldurulmustur.
Bu karisim, 1sitmali bir manyetik karistiricida siirekli karistirilarak SDS'nin tam anlamiyla suda

¢Ozilinmesi saglanmistir.

CTAB (Setil trimetil amonyum bromur)/NaCl

Carlo Erba'nin Italya menseili NaCI'sindan 4.1 gram alinip 90 ml saf su (ddH20) i¢inde ¢oziildii.
Ardindan, bu karisima Sigma'nin Steinheim, Almanya menseili 10 gram CTAB eklenerek 65 °C
sicakliga kadar 1sit1ld1 ve karistirilarak CTAB'in tamamen ¢6ziiniirliigii saglandi. Son olarak, bu

karisimin hacmi saf su ile 100 ml'ye getirildi (Temizkan, vd., 2004).
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ProteinazK (20 mg/ml)

Promega firmasinin Madison, WI, ABD menseili proteinazK'sindan 20 mg (0.02 gram) alinip TE
tamponu (10mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) ile hacmi 1 ml'ye getirilmistir. ProteinazK
sollisyonu vorteks yardimiyla tamamen ¢oziildiikten sonra 100 pl miktarlarinda bolimlere
ayrilmis ve -20 °C'de saklanmistir. ProteinazK'nin duyarl yapisi sebebiyle, miimkiinse yeni

olarak hazirlanip hemen kullanilmasina dikkat edilmistir.

Kloroform/izoamil alkol
Merch firmasinin Darmstadt, Almanya menseili 96 ml kloroform ile Amresco'nun Ohio, ABD
kaynakli 4 ml izoamil alkoliinii birlestirerek 100 ml kloroform/izoamil alkol soliisyonu

hazirlandi.

Etanol (%70)

J.T. Baker'm Deventer, Hollanda menseili saf etanoliinden 70 ml alinip, buna 30 ml saf su

(ddH20) eklenerek %70 etanol soliisyonu elde edilmistir.

30 mg/ml RNaz (RibonukleazA)
Sigma markal1 0.03 gram RiboniikleazA bir mikrosantriifiij tiipiine konmustur. Ardindan, 1X TE

tamponu (referans: 3.5.17) ile tiip igerigi 1 ml'ye getirilmistir.

TBE (Tris-Borat-EDTA)

Maniatis ve ekibinin 1982'de belirttigi yonergeler dogrultusunda 10X TBE tampon ¢6zeltisi
hazirlanmistir:

- Trizma Base (Sigma, Steinheim, Almanya menseili): 108 gram

- Borik Asit (Merch, Darmstadt, Almanya menseili): 55 gram

- 0.5M EDTA (pH: 8) (referans: 3.5.16): 40 ml

Bu bilesenler 1000 ml saf su (ddH20) ile tamamlanarak karistirilmistir. Daha sonra, 121°C'de 20

dakika boyunca otoklavlandiktan sonra steril hale getirilmistir. Istenildiginde 1X TBE tampon

elde etmek icin bu stok ¢ozelti 1/10 oraninda seyreltilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Molekiiler ¢alismalarin fungus taksonomisinde uygulanabilir hale gelmesiyle, tim fungus
cinsleri tilkesel, tiilkelerarasi ve Kkitalararasi olarak degerlendirilmeye baslanmis ve fungus
taksonomisinde yeni diizenlemelere gidilmistir. Giinlimiize kadar morfolojik ve mikroskobik
yontemlerle yapilan tiir belirleme ¢alismalari, farkli gen bolgelerinin DNA dizi analizine dayali
molekiler yontemlerle, tekrar gozden gecirilmekte ve molekiler yontemlerle morfolojik-
mikroskobik yontemlerin birlestirilmesi sonucu daha giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir.
Funguslarda molekiiler filogenide yaygin olarak kullanilan belirteg ITS bolgesidir. Son yillarda
ozellikle Makrofunguslarla ilgili calismalarda hem yas Orneklerde hem de herbaryum
orneklerinde bu belirte¢ yaygin olarak kullanilmistir (Hawksworth, D. L. 2011).

4.1. Sclerodermataceae Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu :

Bu calismada da, Ankara Universitesi Fungoryumunda Ilgaz Akata koleksiyonuna ait olan
ve ilkemizin degisik yorelerinden toplanmis olan 40 Sclerodermataceae Ornegi Uzerinde
calisilmas1 kararlastirilmistir. Bu amacgla 6ncelikle ornekler liyofilize edilerek toz haline
getirilmistir. Toz haline getirilen mantarlar oncelikle spor kisimlarindan 6rneklenmis ve DNA
ekstraksiyonlar1 yapilmaya c¢alisilmis, bir ¢ok farkli deney yapilmasina karsin istenen miktarda
DNA elde edilememistir. Daha sonra dis kabuk kisimlarindan liyofilize 6rnekler hazirlanmis ve
bazi 6rneklerden DNA elde edilmis , fakat PCR islemlerinden sonug¢ alinamamastir.

Farkli manuel yontemlerle yapilan denemelerde sonug¢ vermeyince, 6rnekler DNA
ekstraksiyon, PCR islemi ve dizileme islemleri i¢in Hollanda’daki Makrogen firmasina
gonderilmis, buradan da olumsuz sonug bildirilmistir. Islemlerden olumsuz sonu¢ alinmasinmn
nedeni Orneklerin yapisi ve herbaryum o6rnekleri olmasi olabilir. Bu sonucu ¢ikarmamizin
nedeni, Onceki arastirmalarda Sclerodermataceae tiirlerinin tanimlanmasi i¢in tamamen taze
mantar Ornekleri kullanilmis olmasidir.  Yapilan literatir incelemelerinde, herbaryum
orneklerinden DNA ekstraksiyonu ile ilgili herhangi bir agiklamaya rastlanmamistir. Daha sonra,
ayni iglemleri yaptirmak ilizere Ankara’da faaliyet gosteren Teknogen Biyomuhendislik ve
Teknolojik Sistemler Anonim Sirketine gonderilmistir. Burada da 20 6rnekten DNA ekstrakte
edilmis ve 13 o6rnekte de PCR islemi ve dizileme islemi basarili olmustur. Kalan 6rneklerden
Qiagen AllPrep Bacterial/Fungal DNA/RNA/Protein Kit ile izolasyon yapilmis ve tiim

orneklerin izolasyon islemleri tamamlanmustir.
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Herbariyom oOrnekleri genellikle kurutulmus olarak saklanir ve bazen koruyucu
kimyasallarla muamele edilir. Bu kimyasallar DNA'nin yapisina zarar verebilir ve DNA'nin
izolasyonunu zorlagtirabilir. Bu nedenle, baslangicta 6rneklerden DNA'nin manuel yontemlerle
ve hatta bazi DNA ekstraksiyon kitleriyle elde edilmesi basarilt olmadi ve istenen sonuglar
vermedi. Ancak Qiagen sirketinin DNA ekstraksiyon kitini kullanarak tiim 6rneklerden istenen
miktarda DNA basariyla elde edildi.Qiagen kitinin bu konuda diger kitlere gore {istiin olmasi
dikkat cekicidir. Dogru ekstraksiyon yonteminin se¢imi, DNA bazli ¢aligmalarda son derece
kritiktir ve Manuel yontemlerin yanm1 sira bircok farkli kit mevcut olup, Ornek tiiriine ve

caligmanin amacina gore en uygun olanini segcmek gerekmektedir.

Sekil 4.1. Agaroz gel Uzerinde yurQtilen bazt DNA 6rnekleri

DNA'nin safligi ve konsantrasyonunun 6lgiilmesi, molekiiler biyoloji calismalarinda kritik bir
oneme sahiptir. Bu amacla Nanodrop cihazi kullanarak DNA saflik ve konsantrasyon oranlari
belirlenmistir. Nanodropla o6l¢lilen rakamlar galismamiz i¢in normal miktarlar1 gosterdigi igin

elde edilen DNA lar ile galismaya devam edilmistir. DNA miktarlari Tablo 4.1. de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. DNA Saflik ve Konsantrasyon oranlari

Abs 260 Abs 280 260/280 260/230
Ornek 1 0,978 0,490 2,00 1,4
Ornek 2 6,263 1,671 3,75 2,09
Ornek 3 7,652 3,763 2,03 1,99
Ornek 4 1,243 0,580 2,14 2,60
Ornek 5 0,938 0,490 1,91 1,38
Ornek 6 1,233 0,681 1,81 1,05
Ornek 7 6,126 3,059 2,00 1,95
Ornek 8 12,696 6,762 1,88 1,32
Ornek 9 4,003 2,282 1,75 1,06
Ornek 10 5,2299 2,594 2,02 2,01
Ornek 11 11,095 6,111 1,8 1,14
Ornek 12 7,248 3,763 1,93 1,54
Ornek 13 4,471 2,196 2,04 2,08
Ornek 14 4,815 2,590 1,86 1,33
Ornek 15 7,680 3,877 1,98 1,66
Ornek 16 3,062 1,710 1,79 1,16
Ornek 17 2,449 1,351 1,81 1,18
Ornek 18 6,190 3,174 1,95 1,52
Ornek 19 3,977 2,032 1,96 1,81
Ornek 20 9,180 5,089 1,80 1,17
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Ornek 21 5,252 2,951 1,87 1,41
Ornek 22 3,390 1,874 1,81 1,32
Ornek 23 5,621 2,772 2,03 1,62
Ornek 24 3,921 2,031 1,96 1,92
Ornek 25 7,250 3,891 1,87 1,42
Ornek 26 2,126 1,084 1,96 1,93
Ornek 27 6,112 3,340 1,83 1,75
Ornek 28 4,023 1,992 2,02 1,43
Ornek 29 5,321 2,745 1,94 1,85
Ornek 30 6,521 3,450 1,89 2,01
Ornek 31 1,985 1,040 1,91 1,51
Ornek 32 2,365 1,344 1,76 1,62
Ornek 33 4,621 2,497 1,85 1,76
Ornek 34 8,125 4,063 2,00 1,69
Ornek 35 3,854 1,899 2,03 2,03
Ornek 36 4,632 2,662 1,74 1,32
Ornek 37 10,023 5,221 1,92 1,89
Ornek 38 7,854 4,156 1,89 1,65
Ornek 39 6,325 3,116 2,03 1,98
Ornek 40 4,213 2,253 1,87 1,64
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4.2. izole edilen genomik DNA larin PCR ve dizileme islemleri:

Filogenetik calismalarda, dzellikle mantarlar s6z konusu oldugunda, ITS (i¢ transkript
spacer) bolgesi sik¢a kullanilir.

Avantajlarina ragmen, ITS bolgesinin bazi sinirlamalari da vardir ve bazi durumlarda,
Ozellikle daha derin filogenetik iligkilerin analizinde, baska gen bolgelerinin veya ¢oklu gen
bolgelerinin kullanilmasi gerekebilir. Ancak genel olarak, ITS, mantar filogenetik ¢alismalarinda
bir "standart” olarak kabul edilir. Bu nedenle PCR islemlerinde ITS , 28S ve RPB2 gen bolgeleri
secilerek ilgili primerler kullanilmigtir. PCR sirasinda primerlerin baglanma sicakligi 49 ve 55
derece araliginda optimize edilmis ve hedef bolgeler ¢ogaltilmistir. ITS ve 28S genler igin tim
orneklerde PCR islemleri basarili bir sekilde sonuglanirken RPB2 gen bdélgesinde 17 6rnekte
islem sonu¢ vermistir (K07, K08, K13, K14, K15, K16, K17, K21, K23, K24, K26, K28, K30,
K34, K37, K39, K40).

Literatiire baktigimizda yaklasik ¢aligmalarin hepsinde ITS gen bolgesi secilip kullaniimig
ve sadece bir kag ¢alismada 28S ve RPB2 degerlendirilmistir. Wilson, A.W. ve arkadaslari 2012
de yapilan calismada 168 Grnekten sadece 40 tanesinden RPB2 i¢in PCR basarili olmustur
(Scleroderma meridionale, Scleroderma citrinum, Scleroderma bermudense, Scleroderma

bovista, Scleroderma areolatum ).
PCR sonuglarini gormek i¢in ITS ile ilgili primerler kullanilarak elde edilen PCR o6rnekleri

agaroz jel elektroforezi yontemiyle incelenmistir. Agaroz jel iizerinde yaklasik 750 baz cifti

uzunlugunda bir bant gézlenmistir. Elekreoforez jel goriintusi Sekil 4.2° de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Baz1 ITS PCR 6rneklerinin agaroz gel goriintusu

PCR urunleri dizileme icin Diagen firmasina gonderilmistir. Diagen Firmasindan gelen diziler
incelenip ham veriler islenip Kirli (mess li) bolgeleri ¢ikarildiktan sonra ileri ve geri okumalar
birlestirilerek kontigler olusturulmus ve bu diziler filogenetik analizlerde kullanilmak tizere
kaydedilmislerdir.

Birlestirilmis dizileri elde etmek icin, DNA dizileme yontemiyle elde edilen iki yonli dizileri
PRABI web sitesi araciligiyla tek bir birlestirilmis diziye doniigtiiriilmiistiir.

Sekil 4.3.'te, DNA dizileme yontemiyle elde edilen bir dizi 6rnegi ve bu okumanin sonucunda
elde edilen piklerin kalitesi gosterilmistir. Bazi 6rneklerde DNA dizileme islemi basarili
olmamugtir. Bu tir 6rnekler, yeniden dizileme i¢in Diagen firmasina geri génderilmis ve ikinci
denemede okuma basarili olmustur. Kaliteli DNA dizlerinin elde edilmesi, arastirmalar i¢in
son derece kritiktir ve bu tir durumlar, genellikle laboratuvar calismalarinin rutin bir
pargasidir. Tekrarlanan okuma islemleri, daha dogru ve giivenilir sonuglarin elde edilmesine

yardimect olur.
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GTGTTATAGCCTTCCGTATGGAT GCGACGGTCGGGATCGAGGAACTCGGCACGGCCCC

Sekil 4.3. Diagen firmasindan gonderilen 6rnege ait ham dizi veri goriintiisii

Her bir dizi daha sonra BLAST islemine tabi tutulmus ve iligkili oldugu diziler ve iliskili
organizmalarla yilizde benzerlikleri gibi 6zellikler belirlenmistir. Cogunlukla drnekler % 95’in
iizerinde benzerlik gostermistir. liskili diziler iginde giivenilir bulunan diziler veri seti
olustururken kullanilmistir. Blast analizi sonucu her bir 6rnek i¢in iliskili cins belirlendikten
sonra bu cinse ait referans diziler tesbit edilerek veri setine dahil edilmistir. Veri tabaninda 28S

ve RPB2 bdlgeler icin yeterli veri olmadigi icin veri seti sadece ITS bolgesi igin hazirlanmstir.
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Sekil 4.4.'te, incelenen Ornegin DNA okumasindan elde edilen bir BLAST sonucunu

gorebilirsiniz.

Description e (g || e | TEE | ey | Per  Act _
4 Score Score Cover valwe  Ident  Len  Actession
-

Seleroderrma cepavoucher RAG Kew KIM54373 stmall subunitribosomal RMAgene, partial sequence; internal... Scleroderms cepa 1290 1280 96% 0.0 99.03% 722 EUVE44121

Scleroderma cepa 185 rRMA gene (partial), ITS1, 5.85 rRMA gene, ITS2 and 285 rRMNA gene (partial), isolate C... Sclerodermacepa 1288 1288 87% 00 92.808% 786 FM2133541

Scleradermaverrucosum genomic DMNA containing 185 rRMAgene, ITS1, 5.85 rRMAgene, ITS2 and 285 rRMA ... Scleradermavwer... 1286 1286 94% 0.0  9872% 706 HFG33237.1

Sclernderma verrucosum voucher M7 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence, internal transcrib... Sclerodermavwer.. 1278 1278 948% 0.0 99.02% 7483 MW355006.

Scleroderma verrucosum voucher RBG Kew KIMIZ0670 stnall subunit ribosomal RMNAgene, partial seguence; i Sclerodermaver... 1277 1277 96% 00  8874% 728 EU7E44151

Sclernderma verrucasurm genamic DMA containing 1858 rfRMNAgene, ITE1, 5.85 rRMAgene ITS2 and 285 rRMA ... Sclerodermaver.. 1275 1275 94% 00 8943% 706 HFES332411

Scleroderma verrucasurm genomic DNA containing 185 rRMAgene, ITS1, 5.85 rRMAgene 1TS2 and 285 rRMA... Sclerodermaver.. 1271 1271 94% 0o 99.29% 707 HF933233.1

Scleroderma verrucasurm genomic DNA containing 185 rRMAgene, ITS1, 5.85 rRMAgene ITS2 and 285 rRMA... Sclerodermaver.. 1269 1269 94% 0o 99.29% 707 HF9332321

Scleroderma verrucosum voucher A4 infernal franscribed spacer 1, partial sequence; 5.85 rihosomal RMAgen... Sclerodermaver... 1262 1262 94% 0.0 99.00% 704 Jx434678.1

Scleradermaverrucosum vaucher CMO77 185 ribasomal RMNA gene, partial sequence; internal franscribed spa... Scleradermavwer... 1236 1236 93% 0.0 9885% 694 KPEZET36.1

Sclernderma sp. isolate AMKZ221 infernal ranscribed spacer 1, partial sequence, 5.85 ribosomal EMNAgene an... Sclerodermasp. 1218 1218 968% 0.0 97.48% T84 MHIG2624.1

Sclernderma verrucosum voucher CM0BE 185 ribosomal RMAgene, partial sequence; internal franscribed spa... Sclerodermavwer.. 1218 1218 92% 0.0  9854% 688 KPE2ETS21

Sclernderma sp. SA1Seclesp internal transeribed spacer 1, partial sequence; 585 ribosomal RNAgene, compl... Scleroderma sp 1206 1205 88% 00 89.70% A&8 KI524531.1

KN NN NN NN J<]

Aelernrrrma sn clone ThT internal tranactibed snacer 1 narial seriernce 5 85 ribnsnmal RHARene cnmnlet Selernderma sn 1M1 12N1 0 A9% nn 89 25% RRS WMGATAVAR4 1

Sekil 4.4. K18 izolatinin BLAST sonucu

Veri seti olusturulduktan sonra Clustal X (Thompson ve ark 1997) ile alignment (hizalama)
islemi yapildiktan sonra, olusturulan hizalama elle diizeltilmistir. Hizalamas1 yapilan veri
setlerinin dnaSp5.0 programinda haplotip analizinde benzer olan diziler ¢ikarilmistir. Daha
sonra JModel Test programinda ilgili filogenetik modeller belirlenerek bu modeller Mega 10
programinda kullanilmistir. MegalO filogeni programinda ilgili veri testleri secilerek daha
once tesbit edilen evrimsel modeller kullanilarak filogenetik agaglar ve bootstrep agaglari
olusturulmustur. Bootstrep agaclarindaki bootstrep degerleri (% 50’nin iizerinde olanlar)

Neigbor Joining agacina aktarilarak ilgili kiimelerinin degerlendirilmesinde kullanilmislardir.

Yapilan BLAST analizleri sonucu birka¢ farkli tlir grubu belirlenmis ve bunlar dnaSP
programu ile analiz edildiginde 6rneklerin haplotip gruplar1 belirlenmis ve benzer olanlarindan
biri filogenetik analiz i¢in se¢ilmistir. Bu diziler ilgili ITS veri setleri olusturulmus ve yukarida
bahsedilen analizler yapilarak filogenetik agaclari olusturulduktan sonra iligkili olduklari
gruplar belirlenmistir. Tablo 4.2.'de, ITS ile ilgili veri setinin hazirlanmasinda kullanilan

dizilerin genel 6zellikleri gorilmektedir.
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Tablo 4.2. Bu ¢alismada kullanilan veri setini olusturan diziler

Bu ¢alismada kullanilan | T isimleri Kaynak

fungus ornekleri / ait

oldugu veri seti

HF933235 S. bovista Rusevska,K.,  Karadelev,M.,  Phosri,C.,
Duenas,M., Watling,R. And Martin,M.P.
2014

KX017590 S. bovisra Martin,M.P., Duenas,M. and Telleria,M.T.

HF933242 S. bovisra Martin,M.P. 2014

HF933240 S. bovisra Martin,M.P. 2014

HF933234 S. bovisra Martin,M.P. 2014

AB211267 S. bovisra Nara,K 2006

GQ267487 S. bovisra Walbert,K. 2010

MG367369 S. meridionale Leonardi,M., Neves,M.-A., Comandini,O.
and Rinaldi,A.C. 2018

HF933239 S. meridionale Martin,M.P. 2014

HF933238 S. meridionale Martin,M.P. 2014

MG264160 S. meridionale Leonardi,M., Neves,M.-A., Comandini,O.
and Rinaldi,A.C. 2018

MT594538 S. meridionale Leonardi,M., Nobrega Marinho Furtado,A.,
Comandini,O., Geml,J. and Rinaldi,A.C.
2020

GQ166907 S. citrinum Avis,P.G., Leacock,P., Gaswick,W.,
Branco,S., Tang,Y., Neves,M.A. and
Mueller,G.2008

EU784413 S. citrinum Brock,P.M., Doring,H. and Bidartondo,M.1.
2009

FJ824090 S. citrinum Bauman,J.M., Keiffer,C.H. and Hiremath,S.
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FM213353 S. areolatum Martin,M.P. 2009

FM213352 S. areolatum Martin,M.P. 2009

EU819438 S. areolatum Palmer,J.M., Lindner,D.L. and Volk,T.J.
2008

EU819518 S. areolatum Palmer,J.M., Lindner,D.L. and Volk,T.J.
2008

GQ166910 S. areolatum Avis,P.G., Leacock,P., Gaswick,W.,
Branco,S., Tang,Y., NevesM.A. and
Mueller,G. 2008

FM213351 S. areolatum Martin,M.P. 2009

HF933231 S. areolatum Martin,M.P.2 009

EU819439 S. cepa Palmer,J.M., Lindner,D.L. and Volk,T.J.
2008

FM213355 S. cepa Martin,M.P. 2009

DQ453694 S. cepa Frank,J.L., Barry,S. and Southworth,D.

OP743515 S. cepa Russell,S.D. 2022

OP743680 S. cepa Russell,S.D. 2022

HF933237 S. verrucosum Martin,M.P. 2009

HF933232 S. verrucosum Martin,M.P. 2009

AJ629886 S. verrucosum Phosri,C.,  Martin,M.P.,  Sihanonth,P.,
Whalley,A.J. and Watling,R. 2007

HF933241 S. verrucosum Martin,M.P. 2009

HF933233 S. verrucosum Martin,M.P. 2009

EU784415 S. verrucosum Brock,P.M., Doring,H. and Bidartondo,M.l.
2009

MT270644 S. geaster Ortiz Rivero,J. and Martin,M.P. 2020

MT270642 S. geaster Ortiz-Rivero,J.,  Watling,R.,  Guzman-
Davalos,L. and Martin,M.P. 2021

MT270641 S. geaster Ortiz-Rivero,J., Watling,R., Guzman-
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Davalos,L. and Martin,M.P. 2021

MT270635 S. geaster Ortiz Rivero,J. and Martin,M.P. 2020

MT270632 S. geaster Ortiz-Rivero,J.,  Watling,R.,  Guzman-
Davalos,L. and Martin,M.P. 2021

FM213337 S. septentrionale Martin,M.P. 2009

FM213338 S. septentrionale Martin,M.P. 2009

EU819441 S. michiganense Palmer,J.M., Lindner,D.L. and Volk,T.J.
2008

FM213346 S. michiganense Martin,M.P. 2009

FM213347 S. michiganense Martin,M.P. 2009

KU759904 S. nitidum Silva,B.D.B., Sulzbacher,M.A., Grebenc,T.,
Baseia,|.G. and Martin,M.P.

KU759908 S. nitidum Silva,B.D.B., Sulzbacher,M.A., Grebenc,T.,
Baseia,l.G. and Martin,M.P.

KU759909 S. nitidum Silva,B.D.B., Sulzbacher,M.A., Grebenc,T.,
Baseia,l.G. and Martin,M.P.

FM213364 S. sinnamariense Martin,M.P. 2009

HQ687222 S. sinnamariense Kumla,J., DanelllE., Bussaban,B. and
Lumyong,S.

FM213356 S. sinnamariense Martin,M.P. 2009

FJ840449 S. dictyosporum Sanon,K.B., Ba,A.M., Delaruelle,C.,
Duponnois,R. and Martin,F. 2009

FJ840449 S. dictyosporum Sanon,K.B., Ba,A.M., Delaruelle,C.,
Duponnois,R. and Martin,F. 2009

KU747114 S. dunensis Silva,B.D.B., Sulzbacher,M., Grebenc,T.,

Baseia,l.G. and Martin,M.P. 2009

DnaSP programindan elde edilen sonuglara gore,

ITS geninin okunmasiyla elde edilen 40

ornegin 12'si i¢in haplotip belirlenmis ve bu haplotipler asagida Tablo 4.3’de gosterilmistir.




Haplotiplerin belirlenmesi, genetik c¢esitliligin ve popiilasyon yapisinin anlasilmasinda
onemlidir. ITS geni, 6zellikle mantarlar arasinda tiir tanimlamada sikca kullanilan bir bolgedir.
Elde edilen bu haplotip bilgisi, calisilan 6rneklerin genetik c¢esitliligi hakkinda 6nemli bilgiler
sunmaktadir (Sekil 4.5).

B ona Sequence Polymorphism - TS hizalanmis son2.fas
File Data Display Analysis Overvi G te Tools Window Help

B

|Haplotype/DNA Sequences Data File

Sekil 4.5. DnaSP programi ile ITS veri setinin haplotipleri.

Tablo 4.3'te, ITS gen dizilerinin haplotip analizi sonuglarin1 gorebilirsiniz. Haplotip dizileri,
benzerlikleri nedeniyle veri setinden g¢ikarilmistir. Geriye kalan dizilerle filogenetik agacin
cizimi ve diger ¢alismalar yiiriitilmistiir. Haplotiplerin tanimlanmasi ve benzer olanlarinin
elenmesi, filogenetik analizlerin daha anlamli ve dogru sonuglar vermesi i¢in énemlidir. Bu tiir

analizler, tiirler arasi iligkilerin ve evrimsel tarihlerin anlagilmasinda kritik bir role sahiptir.
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Tablo 4.3. Haplotip analizi sonucu benzer olan diziler ve analiz igin secilenler

Haplotip Grubu

Ornekler

Cikarilan 6rnekler

Filogenetik analizi

yapilan ornekler

S. verrucosum K01, KO06, KO04, K06, K04, KO02, K01
K02, K03, K03
S. geaster K11, K12, K14 K12, K14 K11
S. citrinum K15, K16, K17 K16, K17 K15
S. cepa K19, K20 K20 K19
S. bovista K22, K25 K25 K22
S. bovista K24, K26 K24 K26
S.areolatum K27, K28, K29, |K28, K29, K30, |K27

K30, K831, K32,
K34, K835, K36,
K37, K38, K39,
K40

K31, K32, K34,
K35, K36, K87,
K38, K39, K40

Veri setinden haplotidleri ¢ikardiktan sonra ITS bilgilerine gore veri seti model testine tabi

tutulmus ve segilen modele gére Mega 10 programinda NJ agaci olusturulmustur (Sekil 4.6).
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| EUTB4413.1 5. citrinum
“{FJ824090.1 §_ citrinum

K15S. citrinum(K15-K16-K17)
3 GQ166907.1 S. citrinum

EU819441.1 S. michiganense
. 100 [ FM213346.1 S. michiganense
b 99— FM213347.15 michiganense

100 ’7 FM213337.1 S. septentrionale

FM213338.1 5. septentrionale
K09S. meridionale(K07-K08-K10)
MG367369.1S. meridionale
HFe33239.1 S. meridionale
63| HF933238.1 S. mevidionale
MG264160.15. meridionale
00 AB211267.1 5. hovista
GQ267487.1 S. bovista
HF933240.1S. bovista
‘I HFe33224.1S. bovista
K22S. bovista(K 21-K25)

K23 S. bovista

HF933235.1 S. bovista

KX017590.1 S. hovista

HF933242.1 S. bovista

% | 100 | KUT47114.1 S. dunensis
'KU747121.18. dunensis
73 FM213364.1 5. sinnamariense

HQB87222 1. sinnamariense

5
: D| FI213356.1S. sinnamariense
|KU?59904.1 S. nitidum
100 | KUT58908.1S. nitidum
100 — KUT59909.1 S. nitidum

FM213351.1 5. areolatum
HF833231.1 S. areolatum
56Q166910.1S. areol
" EUB19518.1 S_ areolatum
EUB19438.1 5. areolatum
FM2133521 5. areolatum
K278. areolatum(K28-k29-k30-k31-k32-k34-K3E
K33 S. areolatum
FM213353.1 S, areolatum
— K18 8. cepa

OP743680.1 S. cepa
" oP143515.1 S. cepa
FM213355.15. cepa
K19S. cepa(K20)
DQ453694.1 S. cepa
— AJ629886.1 S. verrucosum
K01S. verrucosum(K02-K03-K04-K05-K06)
o0 | HF933237.1 S. verrucosum
HF933232.1 S. verrucosum
71| HF933241.1 S. verrucosum
[ HF933233.1S. verrucosum
EU784415.1 S. verrucosum
S. geaster
geaster(K12-K14)
0||MT270644.15. geaster
MT270642.1S. geaster
2| MT270641.1S. geaster
MT2706835.1S. geaster
MT270632.15. geaster

FJ840449.1 S. dictyosporum

100 — FJB40443.1 S dictyosporum

atum

36-k37-k38-k39-k40)

noz0

Sekil 4.6. Makrofunguslarin rDNA ITS numuneler arasindaki filogenetik iligkileri gosteren NJ

agacl.
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Filogenetik agaglar, biyolojik ¢esitliligi ve tiirler arasindaki iligkileri aydinlatmada kritik bir
aractir. ITS geni kullanilarak cizilen filogenetik agacin incelenmesiyle, NCBI bilgi sistemi
tizerindeki dizi blast sonuglar1 dogrulanmis ve ilgili tiirler hakkinda genel bir goriis elde
edilmistir. Filogenetik agacin Andrew W. Wilson''n (2012) Onceki arastirmalariyla
karsilastirilmasi ve incelenmesi sonucunda, filogenetik agacin ve ilgili tiirlerin iligkileri
dogrulanmistir. Bu c¢alisma, tilirlerin evrimsel iligkilerini daha iyi anlamamiza yardimci
olmaktadir. incelenen tiirlerin dogrulugunu onaylamak igin 28S dizileri ve RPB2 genini
kullanarak diger filogenetik agaglarini olusturduk. Bu genler, tlir tanimlamasinda ve evrimsel
iliskilerin belirlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir.

ITS, biyolojik siniflandirmada sik¢a kullanilan bir DNA bélgesi olmasina ragmen Cherdchai
Phosri ve arkadaslari, 2014 yilinda Tayland'da yeni mantar tiirlerini kesfetmek i¢in yaptiklar
arastirmalarda, ITS'ten elde edilen filogenetik sonuglart onaylamak i¢in RPB2 gibi diger genetik
markerlar1 kullanmiglardir. ITS, 28s ve RPB2'den elde edilen g filogenetik agaci birbiriyle
karsilastirdigimizda, ITS agacindan elde edilen sonuglarin dogru oldugu ve tiirlerin dogru bir
sekilde belirlendigi sonucuna variyoruz. Tiirleri daha detayli ve hassas bir sekilde incelemek i¢in
elektron mikroskobu yontemi de kullanilmistir. Bu degerlendirmeler, sonraki bélimde
incelenmistir. Sekil 4.7. ve 4.8.'de, NJ yontemi ile ¢izilmis olan 28s ve RPB2'den elde edilen

filogenetik agaclar1 gorilmektedir.
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K04 S. verrucosum
AF336271.1 S. verrucosum

63— K05 S verrucosum

70 |— AF336273.1 S verrucosum
AF3362021 S verrucosum

" E K02 S. verrucosum

5 | 5t KO3 5. verrucosum

K01 5. verrucosum

M |'— K06 S. verrucosum

——— K27 Sc areolatum

K32 S. areolatum

K37 S. areolatum
3 K36 5. areolatum
72 | K38 S. areolatum
] — K39 S. areolatum
B K40 S. areolatum

K31 5. areolatum
73 —ss{ K34 S. areolatum
K30S. areolatum
—37,7 K35 S areolatum

K33 5. areolatum

60
- [ K28 5. areolatum
85 K29S. areolatum

K20 5 cepa

- K19 S cepa

50!— K18 S. cepa
55| AF336265.1 S. cepa

7 K16 S. citrinum
85 AF33626615. citrinum
B K15 S. citrinum

K17 S. citrinum
71 KO7 S. mernidionale
#| K09 5. meridionale

K08 S. meridionale

65

K10 S. meridionale

K12 S geaster
AF336269.15. geaster

a1 K14 5. geaster
71 E K11 5. geaster
71 K13 5 geaster

K22 5. bovista
K21S. bovista
36 K26 S. bovista

AF336264.1 S. bovista
K24 5. bovista

K23 5. bovista
K25 5. bovista

73

97

&0

AF336270.1 S. sinnamariense

o.mo

Sekil 4.7. 28S bolgesinden elde edilen veri tabanindan yapilan NJ filogenetik agag
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k08 S. meridionale
*7 1 FJ536656 1 S. meridionale

a2

k07 5. meridionale

kK16 S_ citrinum
93 ' FJ536655.1 S, citrinum

k13 5. geaster
35
b

s k14 5. geaster

— k37 5. areolatum

100 | 91t k39 5. areolatum
93 | k21

5
k24 S

. bovista
. bovista

K15 5. citrinum
5

k17 S. citrinum
71| k28 S areolatum
k30 5. areolatum
” k34 S. areolatum

kK40 S. areolatum

‘{ k23 5. bovista

54 ' k26 S. bovisia

010

Sekil 4.8. RPB2 bdlgesinden elde edilen veri tabanindan yapilan NJ filogenetik agac

Veriler, ITS dizini temel alinarak elde edilen NJ filogenik agag¢ sonuglarina gore, K1'den
K6'ya kadar olan drneklerin S. verrucosum, K7'den K10'a kadar olan 6rneklerin S. meridionale,
Kll'den K14'e kadar olan orneklerin S. geaster, K15'ten K17'ye kadar olan &rneklerin S.
citrinum, K18'den K20'ye kadar olan orneklerin S. cepa, K21'den K26'ya kadar olan 6rneklerin
S. bovisra ve K27'den K40'a kadar olan oOrneklerin ise S. areolatum ile ilgili oldugu
anlasilmaktadir. Bu sonuglar, farkli orneklerin hangi tiirlere ait oldugunu net bir sekilde

gostermektedir.
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ITS dizilerine dayali olarak elde ettigimiz NJ filogenik aga¢ sonuglarini, 28S ve RPB2
dizilerine dayanarak elde edilen NJ filogenik aga¢ sonuclan ile karsilastirdifimizda, bazi
orneklerde farkliliklarla karsilagiyoruz. Bu farkliliklar, metodolojik ya da deneysel nedenlerden
kaynaklaniyor olabilir. Farkli gen bdlgelerinin farkli evrimsel siire¢lerden ge¢cmis olabilecegini
veya deneysel hatalarin var olabilecegini géz onilinde bulundurmalisimiz. Bu tiir ¢eliskiler,
genellikle coklu veri kaynaklar1 ve analitik yontemler kullanilarak ¢oziilebilir. Ayrica, ek

deneyler ve daha genis bir 6rneklem grubu da faydali olabilir.

ITS bolgeleri olduk¢a hizli degisir, bu kisa vadeli filogenetik analizler i¢in faydali
olabilir ama uzun vadeli veya daha yiiksek taksonomik seviyeler i¢in yaniltici olabilir.Ayrica
baz1 organizmalar birden fazla ITS versiyonuna sahip olabilir, bu filogenetik analizi karmasik
hale getirebilir.ITS analizleri Yiiksek dizilim ¢esitliligi nedeniyle, farkl tiirler arasinda uygun bir
eslesme yapmak zordur. Bazi durumlarda, ITS dizisinin kalitesi dogru bir sekilde
dogrulanamayabilir, bu yaniltict sonuglara yol agabilir. Bu nedenlerle ITS, 28S ve RPB2
sonuclart arasinda farkliliklar géstermektedir.

Filogenetik agac¢ calismasinda, ITS dizisinin kullanildigit K40 o6rnegi S. areolatum
tlrtne ait olarak belirlenmistir. Ancak, ayn1 6rnegin RPB2 geni i¢in yapilan filogenetik agac
analizi, tdriin S. bovisra ile iligkili oldugunu gostermektedir. Bu tiir farkliliklar, kullanilan gen
bolgelerinin evrimsel hizlarmin farkli olmasi, secilim baskilarma farkli sekillerde maruz
kalmalar1 veya teknik sinirlamalar gibi nedenlerle ortaya ¢ikabilir. Dolayisiyla, bu iki farkli gen

bolgesinin sundugu bilgilerin nasil yorumlanmasi gerektigi konusunda dikkatli olunmalidir.

Ayrica, ITS dizisiyle elde edilen filogenik agac incelemesinde K37, K36 ve K38
orneklerinin S. areolatum tiiriine ait oldugu gosterilmistir. Ancak, 28S geniyle ilgili filogenik

agac incelemesinde bu tiiriin S. verrucosum ile iliskili oldugu goriilmektedir.

Yapilan ITS galismalar sonucunda asagidaki tirler (Tablo 4.4) belirlenmistir:
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Tablo 4.4. Calismadaki 6rnekler ve Iliskili tiirleri

Ornek Iliskili Organizma Ornek Iliskili Organizma
KOL S. verrucosum K18 S. cepa
K02 S. verrucosum K19 S. cepa

KO3 S. verrucosum K20 S. cepa

K04 S. verrucosum K21 S. bovisra
K05 S. verrucosum K22 S. bovisra
K06 S. verrucosum K23 S. bovisra
KO7 S. meridionale K24 S. bovisra
KO8 S. meridionale K25 S. bovisra
K09 S. meridionale K26 S. bovisra
K10 S. meridionale K27 S. areolatum
K11 S. geaster K28 S. areolatum
K12 S. geaster K29 S. areolatum
K13 S. geaster K30 S. areolatum
K14 S. geaster K31 S. areolatum
K15 S. citrinum K32 S. areolatum
K16 S. citrinum K33 S. areolatum
K17 S. citrinum K34 S. areolatum
K35 S. areolatum K38 S. areolatum
K36 S. areolatum K39 S. areolatum
K37 S. areolatum K40 S. areolatum
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4.3. Belirlenen tiirler ile diinyada yayilim gosteren benzer érneklerin

yakinhgi karsilastiriimsi

Onceki boliimde, 40 drnegimizin 7 farkh tiirle iliskili oldugu tesbit edilmistir (Sc. bovisra,
Sc. meridionale, Sc. citrinum, Sc. areolatum, Sc. cepa, Sc. verrucosum, Sc. geaster). Belirlenen
tirlerin ve diinya genelindeki dnceki aragtirmalarda benzer 6rneklerin iliskilerini incelemek igin
her tiir i¢in bir veriseti hazirlanmig ve her tur igin 6zel bir filogenik aga¢ NJ yontemiyle gizilerek
incelenmistir. Bu tiir ¢alismalar, tiirlerin ¢esitliligini ve evrimsel yollarin1 anlamamiza temel
saglar. Ozellikle biyolojik ¢esitliligi koruma ve siirdiiriilebilirligi tesvik etme acisindan biiyiik

Oneme sahiptir.

K30 Sc. areolatum
EUB19438.1 Sc. aeolatum (Western Wisconsin)

0Q025273.1 5. areclatum (Japan)
63

0Q418527 1 S_ areolatum (Vancouver Island)

OP541825.1 S. areolatum (Indiana)

ON241798.1 5. areolatum (Korea)

MWE95310.1 S. areclatum (Germany)

MZ410737.1 S areolatum (Roztocze National Park Poland)

K01 Sc. verrucosum

0.0020

Sekil 4.9. Diinyanin degisik yorelerine ait S. areolatum orneklerinin iligkilerini gdsteren NJ

filogenetik agaci

S. areolatum tiiriiniin veri tabanindan elde edilen ve farkli cografyalardan elde edilen diger
orneklerle olusturulan filogenetik agagdaki iliskiler Sekil 4.9°da gosterilmistir. Bu verilere gore,
bu arastirmada kullanilan ve Tirkiye'nin dort bir yanindan toplanan S. areolatum tirQ ile 2021
yilinda Polonya'da Rosa, A. tarafindan yapilan arastirmalarda toplanan en uzak genetik iliskinin
oldugu goriilmektedir. Maalesef bu arastirma resmi olarak yayimlanmadigi i¢in bu calisma

hakkinda fazla bilgiye sahip degiliz. Ayrica, ¢alismamizda tesbit edilen S. areolatum Ornekleri
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2008 yilinda Amerika ve Kanada'da Palmer, J.M. tarafindan toplanan tiirlerle en yakin genetik

akrabalig1 gostermistir.

. MT006013.1 S. verrucosum (Spain)

n MW355006.1 S. verrucosum (Hungary)

10 JX4346781 S verrucosum (China)

K01 Sc. verrucosum

FJB840461.1 S_ verrucosum (Couthern Burkina Faso)

EUB19438.1 Sc. areolatum

0.010

Sekil 4.10. Diinyanin degisik yorelerine ait S. verrucosum odrneklerinin iligkilerini gosteren NJ

filogenetik agaci.

Tipkr 6nceki 6rnekte oldugu gibi, NJ yontemiyle yapilan ITS filogenik aga¢ incelemesinde
S. verrucosum orneklerine ait iligkiler Sekil 4.10°da gosterilmistir. Bu tezde kullanilan ve
caligilan 6rnekler, 2012 yilinda Cin'de Chai, D. tarafindan toplanan 6rneklerle genetik olarak en
yakin iligkiyi gostermektedir. Ayrica, en uzak genetik iliskinin 2009 yilinda southern Burkina

Faso'da Sanon, K.B. tarafindan toplanan 6rneklerle oldugu gortlmektedir.

55



K07 Sc. meridionale
100 ‘

‘ OP549242 1 S. meridionale (Mediterranean )

‘ HF933238.1 3. meridionale (Macedonia )

100 ‘
OP549242 1 S. meridionale (Indiana)

FJ840461.1 S. verrucosum

n.020

Sekil 4.11. Diinyanin degisik yorelerine ait S. meridionale 6rneklerinin iliskilerini gosteren NJ

filogenetik agaci.

NJ yontemiyle elde edilen filogenik agaca gore, c¢alismamizda kullanilan S. meridionale
orneklerinden bu ¢alismada incelenen KO7 6rnegi, Russell, S.D. tarafindan Amerika'nin Indiana
eyaletinden toplanan 6rnek ile en uzak iliskiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica incelenen K09
numunesi de Leonardi, M. tarafindan Akdeniz bdlgesinden toplanan 6rneklerle ayni grupta yer

almaktadir.
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4.4. Taramah Elektron Mikroskop ¢calismalari

Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde su alette ¢ekilen gelen
goruntdler ve laboratuvarda cekilen goriintiiler detayli incelenmis ve glvenilir kaynaklar ile
karsilagtirilmistir. Mikroskopik resimlerin daha énce Sclerodermataceae makro mantar hakkinda
arastirma yapan giivenilir kaynaklarla (Ozellikle Arjantin‘de yeni Sclerodermataceae tirleri
hakkinda yapilan arastirmalar) karsilagtirilmasi, filogenik agactan elde edilen verilerin dogru bir

sekilde iliskilendirildigin gostermektedir (Nouhra, 2011) .

Sekil 4.12. Scleroderma areolatuma ait mantar ve SEM gorintuler.
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Sekil 4.13. Scleroderma bovista ait mantar ve SEM gorntuler.
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Sekil 4.14. Scleroderma citrinum ait mantar ve SEM goriintiler.
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Sekil 4.15. Scleroderma cepa ait mantar ve SEM gortntiler.
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Sekil 4.16. Scleroderma geaster ait mantar ve SEM gorntuler.
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Sekil 4.17. Scleroderma meridionaleait mantar ve SEM gorintuler.
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Sekil 4.18. Scleroderma verrucosum ait mantar ve SEM gorntiler.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Her ne kadar bir ¢ok zorlukla (DNA ekstraksiyon ve PCR iglemleri) karsilagilmis olsa
da, bu calisma ile Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Fungoriumuna ait bazi &rneklerin
filogenetik analizi ile iliskili oldugu organizmalar tiir seviyesinde molekiiler olarak
degerlendirilmistir. Bu da fungoriumdaki oOrneklerin saglikli ve dogru bir sekilde
kataloglanmasina ve sonraki bilimsel ¢caligsmalara 6nemli bir katki saglayacaktir.

Veriler, ITS dizilimi temel alinarak elde edilen filogeni aga¢ sonuglarina gore, K1'den
K6'ya kadar olan érneklerin S. verrucosum, K7'den K10'a kadar olan drneklerin S. meridionale,
K1l'den K14'e kadar olan orneklerin S. geaster, K15'ten K17'ye kadar olan Orneklerin S.
citrinum, K18'den K20'ye kadar olan 6rneklerin S. cepa, K21'den K26'ya kadar olan 6rneklerin
S. bovisra ve K27'den K40'a kadar olan Orneklerin ise S. areolatum ile ilgili oldugu
anlagilmaktadir. Bu sonuglar, farkli orneklerin hangi tiirlere ait oldugunu net bir sekilde

gostermektedir.

Bu projeyi gergeklestirirken karsilastigimiz en temel sorunlardan biri, bize zaman ve maddi
kayiplara yolagan makromantar drneklerinin durumu ve secilen DNA ekstraksiyon yontemleri
olmustur. Orneklerle ilgili durumdan kaynakli olarak, DNA ekstraksiyon ve diger asamalarda
birgok sorunla karsi1 karsiya kalinmigtir. Bu durumla ilgili literatiirde bir veriye rastlanmamuistir.
Calismamizda ozellikle Qiagen’in DNA ekstraksiyon kitlerinin bu amagla en bagarili uygulama

oldugu ve bu tip ¢aligmalarda kullaniminin uygun olacagi goriilmiistir.

Filogenik incelemelerde, ¢ogu arastirmada ana gen olarak ITS dizileri kullanilmaktadir.
Biz de bu projede, tiirleri incelemek icin bu diziye basvurduk. Ancak, ITS geniyle ilgili sorunlar
(hizlt genetik degisimler ve dizi kopyalarinin yiiksek sayisi gibi) nedeniyle, ITS temelli filogenik
sonuglar, diger genlerle elde edilen sonug¢lardan baz tiirler i¢in farklilik géstermektedir. Ancak

genel bir degerlendirmede, sonuglarimizi ITS geni {izerinden almay1 uygun gordiik.

Bu durum, ITS geninin kullaniminin hem avantajlarin1 hem de sinirlamalarini gosteriyor.
ITS dizisinin sik¢a kullanilmasina ragmen, genin kendine has sorunlari, sonuglarin

yorumlanmasinda dikkatli olunmas1 gerektigini isaret ediyor.
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