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OZET

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN BAZI TUBER P. Micheli ex F.H. Wigg.
TURLERI UZERINDE MORFOLOJIK VE MOLEKULER CALISMALAR

Mehrican YARATANAKUL GUNGOR

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Giiven GORK
Agustos 2018, 111 Sayfa

Bu calisma kapsaminda 2012-2014 yillar1 arasinda Tiirkiye genelinde yapilan
arazi calismalarinda onsekiz il, yirmi dokuz lokaliteden elli Tuber 6rnegi elde
edilmistir. 2014-2016 yillarn arasinda gerceklestirilen morfolojik ve molekiiler
laboratuvar ¢alismalar sonucunda dokuz tiir tespit edilmistir. Bunlar; Tuber aestivum
(Wulfen) Spreng., T. borchii Vittad. T. brumale Vittad. T. excavatum Vittad. T.
ferrugineum Vittad. T. mesentericum Vittad. T. nitidum Vittad. T. puberulum Berk.
& Broome ve T. rufum Pollini’dir.

Orneklerin tDNA ITS bélgesi dizi analizleri yapilmis ve elde edilen veriler ile
filogenetik soy agaglari olusturulmustur. Tirkiye Tuber Ornekleri Avrupa
ornekleriyle yiiksek benzerlik gostermis ve Aestivum, Brumale, Rufum, Excavatum
ve Puberulum olmak tiizere gii¢lii desteklenen bes klada ayrilmistir. Rufum grubu
tirlerinin ayriminda kullanilan morfolojik karakterler, molekiiler veriler 1siginda
tekrar degerlendirilmis, diger tiirlerin morfolojik tanimlamalarinin dogrulugu
molekiiler verilerle desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tuber, ITS, Filogenetik Analiz, Tiirkiye



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR STUDIES ON SOME TUBER P.
Micheli ex F.H. Wigg. SPECIES DISTRUBUTED IN TURKEY

Mehrican YARATANAKUL GUNGOR

Doctoral of Science (Phd.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giiven GORK
August 2018, 111 Page

In this study, between the years 2012-2014 at field studies that carried out in
eighteen provinces across Turkey, fifty Tuber specimens were collected from twenty-
nine localities. Nine species were identified as a result of morphological and
molecular laboratory studies carried out between the years 2014-2016. These are;
Tuber aestivum (Wulfen) Spreng., T. borchii Vittad. T. brumale Vittad. T. excavatum
Vittad. T. ferrugineum Vittad., T. mesentericum Vittad. T. nitidum Vittad. T.
puberulum Berk. & Broome and T. rufum Pollini.

rDNA ITS region sequence analysis of the samples was performed and
phylogenetic trees were formed with the obtained data. Turkey Tuber specimens
showed high similarity with the European specimens and divided into five clade
including Aestivum, Brumale, Rufum, Excavatum and Puberulum. The
morphological characters used to distinguish the species of Rufum group were re-
evaluated in the light of the molecular data, and the correctness of the morphological
identifications of the other species was supported by the molecular data.

Key words: Tuber, ITS, Phylogenetic Analysis, Turkey
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1. GIRIS

Mantarlar 1969 yilinda Whittaker tarafindan onerilen ve giinimiizde de gegerliligini
koruyan besli sistemde ayri bir dlem (Regnum: Myceteae) oldugu belirtilmistir
(Alexopoulos vd., 1996). Mantarlar giiniimiize kadar yaklasik 8000 cins ve 125.000
tamimlanmig tiir ile ayri bir alemde toplanmis olup bu tiirlerden 18.000 tanesi
makrofungustur (Allr vd., 2007). Makrofunguslar, genelde Myceteae aleminin iki
biiyiik grubu olan Basidiomycetes ve Ascomycetes siniflart altinda yer almaktadir.
Genel olarak saprob (6lii organik maddeler {izerinde), parazit (canli organizmalar
izerinde) ya da mikorizal (bitkiler ile ortak) olarak yasayan organizmalardir. Yasam
bicimleri ile ekolojik agidan dnemli role sahip olan bu canlilar lezzetleri ve besinsel
degerlerinin yiiksek olmasi sayesinde, insanoglu var oldugu giinden beri dikkatleri
lizerine ¢cekmeyi bagsarmistir. Mantarlar bol miktarda protein igermeleri, diisiik yag
oranlari, fibrilli yapilari, vitamin ve mineral igeriklerinin olduk¢a yiiksek olmasi
sebebiyle, iyi bir diyet ve saglikli bir besin kaynagidir. Ayrica igerdikleri kimyasal
bilesenleri (antibiyotikler, mikotoksinler vb.) bazi mantarlari tibbi agidan faydali hale
getirirken bazi tiirleri ise insan hayati acgisindan oliimciil ve bitkiler i¢in hastalik
etmeni kilmaktadir. Diger yandan mantarlardan bira yapiminda, firincilikta
(mayalanma islemi) ve endiistriyel agidan benzeri alanlarda faydalanilmaktadir.
(Falandysz ve Borovicka, 2013).

Mantarlar yasadiklar1 ortam itibariyle toprak iistii (Epigeous) ve toprak alt1
(Hypogeous) olmak iizere ikiye ayrilirlar. Toprak iistii mantarlarin spor tasiyan
kisimlar1 (himenyum) havayla temas edecek sekilde agikta bulunurken, toprak alti
mantarlarin spor iireten kisimlari (gleba) i¢ taraftadir ve etrafi peridyum ile gevrilidir.
Bu nedenle sporlar, toprakalt: fruktifikasyon organlarinin zamanla ¢iiriiyerek topraga
karismasi, herhangi bir sebeple parcalanmasi veya bu mantarlarla beslenen

hayvanlarin digkilar1 araciligiyla yayilabilmektedir (Percudani vd., 1999).



1.1. Amac¢ ve Kapsam

Bu c¢alismanin amaci, Tirkiye’de dogal olarak yetisen bazi Tuber cinsine ait
toprakalti mantar tiirlerinin morfolojik karakterler ve molekiiler teknikler kullanarak
isimlendirmelerini yapmak ve filogenetik iliskilerini tespit etmektir. Calisma
kapsaminda, Tuber cinsine ait bazi tiirler morfolojik karakterler kullanilarak teshis
edilmis, rDNA ITS dizileri ¢ogaltilmis ve bu dizilere gore molekiiler diizeyde
identifikasyon yapilmistir. ITS dizileri kullanilarak filogenetik soy agaglari

olusturulmustur.

1.2. Triifler Hakkinda Genel Bilgi

Triifler, fruktifikasyon organlari toprak altinda gelisen, yumru seklinde patatese
benzeyen, bitkilerle simbiyotik iliski i¢inde yasayan mantarlardir. Triif mantari
toprak istiinde fruktifikasyon veren mantarlarin aksine biitiin gelisim safhalarini
yeraltinda tamamlar. Triif mantarlarinin sporlar1 yeraltinda olgunlagmaya baglayinca
topraktan ¢evreye bir koku yaymaya baslar. Yayilan koku mantarin olgunlagmasiyla
dogru orantili olarak artar ve bu koku sayesinde hayvanlar1 kendisine ¢eker.
Ormanda 6zellikle nokturnal (geceleri aktif) olan bazi1 kemirgen hayvanlarin besin
kaynaklar1 sadece triiflerdir. Triif sporlar1 hayvanlarin diskilar1 yoluyla genis alanlara
yayilir. Cevreye yayilan sporlar ¢imlenerek yeniden triif kolonilerini olusturur
(Maser vd. 2008).

Triifler genel olarak mantarlar aleminin iki biiyiikk subesi olan Basidiomycota ve
Ascomycota subelerine aittir. Alpova, Melanogaster, Rhizopogon gibi toprakalti
mantar cinsleri Basidiomycota subesine, Choiromyces, Terfezia, Tuber cinsleri de
Ascomycota subesine aittir. Ancak ekonomik agidan degerli olan ve triif denince ilk
akla gelen, Ascomycetes sinifi, Tuberales ordosu ve Tuber cinsine ait tiirlerdir. Bu
cins igerisinde 319 tiir bulunmaktadir (Index Fungorum, 2018). Toplanmasi ve
titkketimi ¢ok eski tarihlere dayanan triif tiirleri, genellikle sicak iklimin hakim oldugu
Italya, Ispanya, Portekiz ile Almanya’nin giineyi, Rusya’nin Avrupa da kalan
bolgesinde, Kuzey Afrika ve Kaliforniya’da dogal olarak yetismektedir (Alsheikh ve
Trappe, 1983; Castellano vd.,2004; Wedén vd., 2009). Tuber tiirleri Fransa’da



Truffe, Italya’da Tartufi, Ispanya’da Trufa, Ingiltere’de Triif, Almanya’da Triiffel,
Isvecte’de Tryffel olarak isimlendirilirler.

Tirkiye’de toprak altindan ¢ikarilan mantarlarin tamami farkli bolgelerde farkh
isimlerle adlandirilsa da genel olarak dolaman veya keme mantar1 olarak
bilinmektedir. Avrupa’da, triif mantar1 denilince genellikle yeralti mantarlarindan
sadece ekonomik degeri yiiksek olan Tuber tiirleri kastedilir. Triif mantarlari,
aromas1 ve besleyici 6zelliklerinden dolayr binlerce yildir insanlarin tercih ettigi
fonksiyonel bir besindir. Avrupa iilkelerinde triif tiirleri ¢cok yiliksek fiyatlarda alici
bulmakta, kokular1 ve aromalar1 sebebiyle yemeklerde kullanilmaktadir (Hall vd.
2007).

Triif mantarlarinin besin degerleri diger mantarlara goére daha zengindir. Triifler
%53-76 oraninda su, %9 oraninda protein, %7 oraninda karbonhidrat ve %8 oraninda
mineral i¢ermektedir. Triifleri diger mantarlardan ayiran aromayi veren anahtar
bilesenler 2-metilpropanol, 3-metilbutanol ve dimetilsilfittir (Diaz vd. 2003). Ayrica
cesitli Tuber tiirlerinin besin degerlerinin, O6zellikle bu mantarlar1 degerli kilan
aromalarinin belirlenmesi amaciyla iilkemizde ve diinyada c¢ok sayida g¢alisma
yapitlmistir. Bu c¢alismalarda mantarin sahip oldugu yag asidi, fenolik ve ugucu
bilesenleri, aminoasit ve seker profilleri ortaya ¢ikarilmistir (Bellina-Agostinone vd.,
1987; Harki vd., 1997; Buzzini vd., 2005; Culleré vd., 2010; Liu vd., 2012; Kivrak
vd., 2014).

Triif mantarlar1 orman ekosistemlerinin devami i¢in hayati dneme sahip olmasinin
yaninda yabani hayvanlar i¢in de iyi bir besin kaynagidir. Bazi yabani hayvanlarin
sadece triif mantar1 yiyerek yasamlarini siirdiirdiikleri bilinmektedir. Nokturnal
kemirgen hayvanlar da D vitamini ihtiyaglarin1 trif tiirlerinden Kkarsilamaktadir.
Sadece triif tiiketen canlilarin soylarinin devam ettirilebilmesi i¢in besin kaynaklar
olan trif tirlerinin korunmasi1 gerekmektedir. Triiflerle beslenen hayvanlarin triif
sporlarinin yayilmasi ve bitkilerle mikoriza kurmasinda araci olmasmin yanisira
orman ekosistemlerinin uzun vadeli verimlilikleri iizerine de katkilar1 bulunmaktadir
(Maser vd. 2008).

Tuber tiirleri baz1 agag ve ¢alilarin kokleri ile mikoriza olusturur ve simbiyotik
(ortak) bir yasam stirdiirerek orman ekosistemine katki saglarlar. Dogal olarak c¢esitli

habitatlarda yetismektedirler. Tuber tiirleri, Populus, Ostrya, Salix, Cistus, Fagus,



Quercus, Corylus, Tilia, Carpinus, Castanea ve Pinus tiirleri ile ektomikoriza
yapmaktadir.

Mikoriza terimi Yunanca’da kelime olarak mantar ve k6k anlamina gelen ‘mykes ve
rhiza’ (Palta vd. 2010) kelimelerinden tiiretilmis ve ilk olarak Albert Bernhard Frank
(1885) isimli bir Alman orman patologu tarafindan mantar-aga¢ ortakligin
tanimlamada kullanilmistir. Yeryiiziindeki bitki tiirlerinin %95'inin karakteristik
olarak mikoriza olusturduklari tahmin edilmektedir (Daniels, 1981; Bagyaraj, 1991;
Ortas, 1997 ve Ortas vd. 1999). Dort yiiz milyon yil dncesine ait fosillerde dahi
mikorizal yasam tespit edilmis ve giiniimiizde de dikkat ¢ceken bu yasam tarzi, eski
caglardan beri bitki-mantar arasinda devam etmistir (Dura, 2010). Simbiyotik yasam
geregi bitki mikorizaya enerji kaynagi olarak karbonhidrat saglarken karsiliginda
mantar da bitkinin gereksinim duydugu mineral ve su alimini saglamaktadir (Ortas,
1996; Smith ve Read, 1997). Konukgu bitki ile mantar arasindaki bu simbiyotik iligki
ekosistemdeki besin dongiisiiniin ve bitki topluluklarinin canliliginin devamini
saglamaktadir (Jeffries ve Dodd, 1991; Ortas, 1997). Cesitli mikoriza tipleri
bulunmakla beraber ektomikoriza, birliktelikler icerisinde en cesitli olandir. Bu
birliktelikte bazidyomiset, askomiset ve birkag zigomiset dahil yaklagsik 6000 mantar
tirti, Pinaceae, Cupressaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, Dipterocarpaceae ve
Myrtaceae’leri igine alan ektomikorizal c¢ali ve agaclarin kokleri ile birlikte
yasamaktadir. Bu smirh sayidaki aga¢ grubu, iliman kusak agaglarinin 6nemli bir
kismint olusturdugu i¢in ektomikorizal simbiyoz ekonomik a¢idan da 6nemlidir
(Malloch vd. 1980, Read, 1991).

Bitkiyle simbiyotik iliskide ektomikorizal fungus bitkinin kok ucunu kin seklinde
sarar. Sonrasinda mikorizanin hifleri hiicre duvarlarin1 delerek gecer ve korteksteki
hiicreler arasi bosluklar1 doldurur. Hartig net adi verilen bu ag sayesinde besin bitki
ve mantar hiicreleri arasinda besin ve mineral madde alis verisi saglanmaktadir.
Mikoriza olusturmayan ¢iplak koklere gore mikorizal kokler topraktan ¢ok daha
fazla su ve bitkilerce alinimi1 yavas olan basta P olmak iizere N, K, Zn, Cu, Mn, Fe ve
Ca’un aliminda 6nemli rol oynamaktadir. (Hall ve Yun, 2002; Peksen ve Kibar,
2007). Ayrica ektomikorizal mantarlar konakgi bitkileri parazitler, predatorler,
nematodlar ve diger toprak patojenlerinden korur. (Malloch vd. 1980 Jeffries ve
Dodd, 1991).

Trif tirleri arasinda ekonomik degeri ¢ok yiiksek olanlar Tuber melanosporum

Vittad., Tuber magnatum Picco ve Tuber aestivum (Wulfen) Spreng’dir. T.
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melanosporum ve T. magnatum tiirleri Tuber aestivum’a gore ¢ok siirl bir cografik
alanda yetismekte ve askokarplar1 genellikle homozigot oldugu icin ¢ok sinirli bir
genetik ¢esitlilik gostermektedir. T. melanosporum dogal olarak Ispanya, Fransa ve
Italya’da yetismektedir. Tuber magnatum vyalmzca Italya’da ve Balkan
yarimadasinda dogal olarak yetismektedir. Tuber aestivum ise biitin Avrupa
kitasinda, Portekiz’den dogu Avrupa iilkelerine, Isve¢’ten Tiirkiye ve Afrikaya kadar
genis bir cografyada bulunabilmektedir (Castellano vd.,2004; Jeandroz vd., 2008).
Trif sporlart ile asilanan fidanlar kullanilarak yapay triif bahgelerinin kurulmasi
dogal yayilis gosterdigi llkeler basta olmak iizere bir¢ok lilkede etkin sekilde
gerceklestirilmektedir. Ekonomik degerinden dolay1 basta Fransa, Italya, Ispanya ve
Isve¢ gibi birgok iilkede triif tiirleri {izerinde sistematik, genetik, molekiiler ve
kiiltivasyon ¢aligmalar1 yogun olarak yapilmaktadir. Giiniimiizde triiflerin iiretimi
cesitli bitkilerin koklerine asilama yapilarak ve uygun kosullarda triif agili fidanlarin
dikilip biiyiitilmesiyle yapilmaktadir.  Ulkemizde triif tiirleri dogal olarak
yetismesine ve Onemli zenginlik kaynaklarimiz arasinda yer almasina ragmen
yeterince taninmadigindan faydalanma olanagi oldukc¢a sinirlidir. Dolayisiyla
Tiirkiye’de bu mantarlarin iiretimi, toplanmasi1 ve ekonomiye katkisi sahip oldugu
potansiyelin olduk¢a altindadir.

Yunanistan, Romanya, Tiirkiye ve Macaristan’da toplam 350 hektarlik bir alanda
triifler dogal olarak yetigmekte ve bu alanin 150 hektarlik kismi Yunanistan’da
bulunmaktadir. Avustralya 600 hektarlik iiretim sahasinda yilda yaklasik 20 ton triif
iretmektedir. Yeni Zelanda da 1987 yilinda kurulan 5 fidanlikta 400 kilo trif
tiretilirken, Giiney Afrika’da 2014°te kurulan 5 fidanliktan 15 kilo T. melanosporum
elde edilmektedir. ingiltere de yazhik triif olan T. aestivum yetistiriciligi
yapilmaktadir. Isve¢ ve Finlandiya’da Ingiltere’de oldugu gibi T. aestivum
yetistiriciligli yapilmakta ve pazari da gittikce biiylimektedir. Fransa’da 2000
hektarlik alanda 15 ila 80 ton T. melanosporum toplanmaktadir. Italya’da ise 6000
hektarlik alandan elde edilen iriiniin %80’i T. melanosporum, %15°1 T. aestivum
kalan %5’i ise T. magnatum’dur. Ispanya, Fas, Arjantin, Sili, Meksika ve
Amerika’da T. melanosporum iiretimi yapilmaktadir. Israil de dogal triif
yetismemekle birlikte 2010 yilinda kurulan bahgelerden heniiz iiriin alinamamustir.
Cin de her yil 800 ton T. indicum Cooke ve Massee ihra¢ edilmektedir (Morcillo,
2018). Akdeniz ikliminin goriildiigi tilkelerde 1 hektarlik bir triif bahgesi minimum
3.yilda 10 kg, 4. yil da 20 kg, 5.yilda 40 kg iiriin vermektedir. 5. yildan itibaren
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maksimum verime ulagarak tiretim devam etmektedir (Hall vd., 2003). 11 ila 14
yaslarindaki 1 hektarlik bir triif bah¢esinden 150 kg triif toplandigi da bildirilmistir
(Chevalier, 1998) (Sekil 1.1.).

W':

"=/
)\ »

Q : #’

Sekil 1.1. Tiim diinyada triif yetisen iilkeler

1.3. Kaynak Ozetleri

Ulkemizde bugiine kadar makrofunguslar {izerine birgok ¢alisma yapilmis olup, bu
caligmalar son yillarda Onemli bir ivme kazanarak artmaya devam etmektedir.
Ulkemiz makromikotast ile ilgili ilk ¢aligma Rigler tarafindan 1852 yilinda yapilmis
ve giinlimiize kadar yapilan caligmalarda yaklasik 2400 makrofungus tiirli tespit
edilmis olup bunlar kontrol listesi olarak yaymlanmistir (Solak vd. 2007; Sesli ve
Denchev 2008; Solak vd. 2015). Bu c¢alismalar iginde toprakalt1 tiirler de tespit
edilmesine ragmen yalnizca triifleri kapsayan calisma sayist olduk¢a smnirlidir
(Tirkoglu, 2015). Trif tirlerinden tist diizeyde yararlanabilmek icin Oncelikle
lokalitelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Simdiye kadar tespit edilen triif tiirlerinin
sayisiin iilkemizin biyogesitliligi dikkate alindiginda ¢ok az oldugu bir gercektir.
Ulkemizde simdiye kadar Tuber tiirleri ile ilgili 6zel olarak taksonomik bir ¢alisma
yapilmamigtir.

Toprakalti mantarlar {izerinde yapilan ilk kritik gercek ¢alisma 1831 yilinda Vittadini
tarafindan gergeklestirilmistir. Monographia Tuberacearum isimli ¢aligmada on ii¢

cins i¢inde dagilan yetmis ¢ tiir tarif edilmistir (Gilkey, 1916). Giinlimiizde ise
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diinyada 4.500 ila 5.500 arasinda trif tiiri oldugu tahmin edilmektedir (Mueller vd.
2007). Triiflerin taksonomisi hakkinda Trappe tarafindan 1979 yilinda yayinlanan
toprakalt1 tiirlerin ordo, familya ve cins diizeyinde siiflandirmalarin1 kapsayan
calismaya kadar, tiim triifler Tuberales ordosu altinda degerlendirilmekteydi
(Guevara vd., 2013). Son molekiiler analizler, triiflerin Pezizales ordosu i¢inde en az
5 veya 6 bagimsiz soy altinda ve 55 cinste temsil edildigini gostermektedir, bunlarin
5'1 Tuberaceae familyasma (Tuber, Choiromyces, Dingleya, Labyrinthomyces ve
Reddellomyces) aittir (O’Donnell vd., 1997; Lassoe ve Hansen, 2007; Guevara vd.,
2013).

Ulkemizde ise mevcut kaynaklara goére giiniimiize kadar yapilan taksonomik
caligmalar ile 31 tanesi Ascomycetes ve 52 tanesi Basidiomycetes sinifina ait olan
toplam 83 toprakaltt makrofungus kaydi bildirilmistir. Tiirkiye’den ilk bildirilen triif
tiirleri Cekoslovakya hiikiimeti adina tilkemize gelen Albert Pilat’in (1937) Cankiri
llindeki Ilgaz daglarinda yaptign arastirmalarda buldugu Gautieria graveolens
Vittad., Hydnangium virescens Quél., Leucogaster liosporus R.Hesse, L.
luteomaculatus Zeller ve C.W.Dodge, L. nudus (Hazsl.) Hollés ve Rhizopogon
luteolus Fr. olmak {izere 6 taksondur. Alman bilim adami Kurt Lohwag (1957)
Belgrad ormanlarinda arazi ¢alismalar1 yapmis ve Sarcosphaera coronaria (Jacq.) J.
Schrét tiiriinii bildirmistir. Giicin ve Oder (1982) Manisa ilinde yaptiklar1 calismada
Geopora arenicola (Lév.) ve Rhizopogon roseolus (Corda) Th.Fr. olmak iizere 2
toprakalti mantar tliri bulmuglardir. Giicin (1984) Elazig il sinirlar i¢inde yaptigi
calismalar sonucunda Terfezia boudieri Chatin tiirlini yeni kayit olarak
yayinlamistir. Giicin vd. (1988) Eskisehir yoresindeki caligmalari sonucunda
Geopora sumneriana (Cooke) M.Torre tiiriinii bildirmislerdir. Oder (1988) Konya
merkez ve bazi ilgelerinde yetisen yenen tiirler arasinda Terfezia arenaria (Moris)
Trappe tiiriinii belirlemistir. Isiloglu (1994), Tirkiye mikotasina Chlorophyllum
agaricoides (Czern.) Vellinga tiiriinii yeni kayit olarak vermistir. Alsheikh 1994°te
Terfezia cinsi iizerine yaptig1 calismalarda Konya ve Gaziantep illerinden Terfezia
claveryi Chatin tiiriinii topladigint bildirmistir. Demirel (1996) Melanogaster
broomeanus Berk. tiiriinii yeni kayit olarak bildirmistir. Oztirk vd. (1997)
Ascomycetes smifindan Tuber brumale Vittad. tiirinii, Solak vd. (2003) Geopora
cooperi Harkn. tiiriinii yeni kayit olarak belirtmislerdir. Kasik vd. (2002) Kayseri
Yesilhisar yoresinde Geopora arenosa (Fuckel) S.Ahmad tiiriinii bulmuslardir. Ersel

ve Solak (2004) izmir ilinden Tirmania pinoyi (Maire) Malengon tiiriinii yeni kayit
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olarak bildirmislerdir. Dogan (2006) Phallogaster saccatus Morgan tiiriinii ve Yagiz
vd. (2006) Kastamonu ilinde yapmis oldugu c¢alismalarda Rhizopogon
ochraceorubens A.H.Sm tiirinii yeni kayit olarak bildirmislerdir. Solak vd. (2007),
Tiirkiye makrofunguslarinin checklistini yayinlamiglar Choiromyces meandriformis
Vittad. ve Tuber aestivum tiirlerini bildirmislerdir.

Kaya (2009) Kahramanmaras ilinde yaptigi ¢aligmalar sonucunda T. borchii Vittad.,
ve Gautieria monticola Harkn. olmak tizere 2 tiirii yeni kayit olarak vermistir. Sesli
ve Castellano (2009) Rhizopogon marchii (Bres.) Zeller ve C.W.Dodge, Giicin vd.
(2010) Picoa lefebvrei (Pat.) Maire tiirlerini yeni kayit olarak bildirmislerdir.
Tiirkoglu ve Yagiz (2012) Picoa juniperi Vittad, Castellano ve Tiirkoglu (2012) ise
Terfezia leptoderma Tul., Tuber mesentericum Vittad., ve T. nitidum Vittad. tiirlerini
yeni kayit olarak bildirmis ve Tiirkiye mikotasina katkida bulunmuslardir (Solak vd.,
2007; Sesli ve Denchev, 2014). Tiirkoglu ve Castellano (2013) Gymnomyces
xanthosporus (Hawker) A.H.Sm., Hymenogaster griseus Vittad., H. olivaceous
Vittad., H. thwaitesii Berk. ve Broome, H. vulgaris Tul. ve C.Tul. (Tirkoglu ve
Castellano, 2014), Genea klotzschii Berk. ve Broome, Genea verrucosa Vittad.,
Stephensia bombycina (Vittad.) Tul. ve C.Tul., Terfezia olbiensis Tul. ve C.Tul.,
Tuber excavatum Vittad., T. rufum Pollini. tiirlerini yeni kayit olarak bildirmistir.
Tirkoglu vd. (2015), Alpova corsicus P.-A. Moreau ve F. Rich., Elaphomyces
leucocarpus Vittad., E. muricatus Fr., Genea sphaerica Tul. ve C. Tul., Gautieria
otthii Trog, G. retirugosa Th. Fr., G. trabutii (Chatin) Pat., Hymenogaster citrinus
Vittad., H. hessei Soehner, H. luteus Vittad., H. lycoperdineus Vittad., Hysterangium
clathroides Vittad., H. epiroticum Pacioni, H. fragile Vittad., H. nephriticum Berk.,
Leucogaster tozzianus (Cavara ve Sacc.) Mattir. ex Zeller ve C.W. Dodge,
Octaviania asterosperma Vittad., Protoglossum aromaticum (Velen.) J.M. Vidal
olmak tizere 18 yeni triif kaydi bildirmistir. Sesli ve Moreau (2015) Melanogaster
variegatus (Vittad.) Tul. ve C. Tul. tiirtinii Trabzon’dan yeni kayit olarak bildirmistir.
Dogan ve Akata (2015), Gautieria morchelliformis Vittad., Hysterangium
stoloniferum Tul. ve C. Tul. and Gymnomyces mistiformis (Mattir.) T. Lebel ve
Trappe olmak iizere 3 yeni toprakalti fungus kaydi bildirmistir. Unal vd. (2016)
Descomyces albus (Berk.) Bougher ve Castellano, Hysterangium inflatum Rodway,
Reddellomyces parvulosporus (G.W. Beaton ve Malajczuk) Trappe, Castellano ve
Malajczuk, Reddellomyces westraliensis (G.W. Beaton ve Malajczuk) Trappe,

Castellano ve Malajczuk, Setchelliogaster tenuipes (Setch.) Pouzar, Chondrogaster
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pachysporus Maire, Bull. tiirleri iizerinde taksonomik g¢aligsmalar yapmistir. Elliott
vd. (2016) Hymenogaster rehsteineri Bucholtz, Hysterangium calcareum R. Hesse,
Leucophleps aculeatispora Fogel, Melanogaster ambiguus (Vittad.) Tul. ve C. Tul.,
M. macrosporus Velen, Sclerogaster compactus (Tul. ve C. Tul.) Sacc., Sclerogaster
hysterangioides (Tul. ve C. Tul.) Zeller ve C.W. Dodge Tuber ferrugineum Vittad.,
T. puberulum Berk. ve Broome tiirlerini yeni triif kaydi olarak bildirmistir. Akata vd.
(2016) Gumiishane’den R. obtextus (Spreng.) R. Rauschert tiiriinii toplamislardir.
Uzun vd. 2016 yilinda Karaman’dan Hymenogaster bulliardii Vittad. ve Terfezia
albida Ant. Rodr., Mohedano ve Bordallo tiirlerini yeni kayit olarak bildirmistir.
Uzun ve Kaya (2017) Trabzon’da yaptiklari caligmalar sonucunda Lactarius
stephensii (Berk.) Verbeken ve Walleyn tiiriinii yeni bir tiir kayd: olarak
bildirmislerdir.

Ascomycetes simifi, Tuberales ordosuna dahil olan Tuber cinsine ait 319 takson
bulunmaktadir (Index Fungorum, 2018). Ayrica Bonito ve digerleri (2010a)
tarafindan yapilan global meta-analiz ile 76 bagimsiz ¢alismadan elde edilen yaklasik
2000 dizinin analizinin gerceklestirildigi ¢alismanin sonuglarina gore yaklasik 180
tiir oldugu bildirilmistir.

Ulkemizin &nemli biyogesitlilik kaynaklarindan olmasina ragmen simdiye kadar
Tiirkiye’de Tuber cinsine ait sadece dokuz takson bildirilmistir. Bunlar; Tuber
aestivum, T. brumale, T. borchii, T. excavatum, T. mesentericum, T. nitidum, T.
rufum, T. puberulum ve T. ferrugineum tiirleridir. Ulkemizde Tuber aestivum ve T.
borchii tiirleri dogal yayilis gostermektedir. Yetisme sartlarina uygun toprak, iklim,
bitki Ortlisii gibi habitat Ozelliklerine sahip boélgeler bulunmasmna ragmen T.
melanosporum ve T. magnatum tiirleri heniiz kaydedilmemistir. Diinyada ¢ok aranan
ve ekonomik degeri yiiksek olan tiirler Italya Alba’min beyaz triifii olarak
adlandirilan Piedmont triifii olarak da bilinen Tuber magnatum, Perigord triifii olarak
bilinen Tuber melanosporum, Burgundy triifii olarak taninan Tuber aestivum ve
Italyan beyazimtirak Bianchetto triifii olarak bilinen Tuber borchii’dir. Tuber
magnatum ortalama 3500 Euro/kg, Tuber melanosporum 1000 Euro/kg, Tuber
aestivum 200 Euro/kg, Tuber borchii 300 Euro/kg fiyatindadir (Tiirkoglu, 2015).
Tuber cinsi trif tiirlerinin ekonomik ve gastronomik yonden ¢ok degerli olmasi bilim
adamlarmin dikkatini ¢ekmektedir. Tad1 ve kokusu ile bir¢ok gurmenin ilgisini
cekmesi ve az miktarda toplanmasi, fiyatlarinin tiirlere gore degigsmekle birlikte cok

yiikseltmesine neden olmaktadir. Ekonomik degerinden dolay: basta Fransa, italya,
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Ispanya ve Isvec¢ gibi bircok iilkede triif tiirleri iizerinde sistematik, genetik,
molekiiler ve kiiltivasyon ¢alismalar1 yogun olarak yapilmaktadir (Murat vd. 2004,
Wedén vd. 2005; Paolocci vd. 2006; Riccioni vd. 2008).

1.4. Molekiiler Arastirmalar

Taksonomik ¢aligmalarda morfolojik belirtegler, protein ve DNA belirtecleri olmak
tizere, 3 cesit belirte¢ kullanilmaktadir (Liu, 1998). Molekiiler belirtegler ise temel
olarak ikiye ayrilir. Bunlar proteine ve DNA’ya dayali belirteglerdir. Protein tabanh
belirteglerde sistematik ¢alismalarda protein kullanilirken, DNA tabanli belirtegler

ise sistematik ¢alismalarda DNA ve baz dizileri kullanilir.

Bir mantar, bitki ve hayvan populasyonu iginde, bir tiirii, cinsi veya herhangi bir
grubu diger tiir, cins veya gruplardan ayiran secici 6zellikler, o genotipi ayiran bir
belirte¢ (karakter) olarak degerlendirilir. Makrofunguslarda ¢ok eski yillardan beri
renk, koku, biiylikliikk, mantarin sekli, sap uzunlugu, sap ve sapka oranlari, spor
biiylikliigli ve sporun sahip oldugu siislemeler, askus ve bazidyum yapilari,
parafizler, sistidler, pileipellis yapisi, himenyum tipi, lameller ve sapa baglanis
sekilleri, sapka ve sap lizerinde bulunan 6rtli kalintilari, mantarin yetistigi ortam ve
bunun gibi karakterler taksonlari birbirinden ayirmak i¢in kullanilir. Bu tip
belirtecler, genetik olarak uzak akraba olarak kabul edilen makrofunguslar arasinda
etkili olarak kullanilabilmesine karsin, yakin akraba olan mantar gruplari i¢in her

zaman ¢ok kullanigh belirtecler degildir.

Bununla birlikte, farkli ekolojilerde fenotipik belirteglerin degismeden kalabilmesi en
onemli kosuldur. Ancak, bu her zaman miimkiin olmamaktadir. Ornegin toprak alti
mantarlarda geng bireylerde koku seviyesi oldukga diisiikken, mantar olgunlastikca
koku artmaktadir. Ayrica sporlarin sahip oldugu siislemelerin orani da mantar
olgunlastik¢a daha belirginlesmektedir. Bazi toprakiisti mantarlarin gelisim
sathalarindaki farkli morfolojik o6zellikler farkli tiirler gibi algilanmasina yol
acabilmektedir. Bu dezavantajlar nedeniyle fenotipe dayali olarak yapilan sistematik
calismalar zaman zaman c¢esitli hatalara sebep olabilmektedir. Ayrica morfolojik
belirteclerin gozlenebilmesi kolay olmasina ragmen allel sayisinin az olmasindan

dolay1 kullanimi kisitlidir (Liu, 1998).
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Giliniimiizde mantarlarin ~ sistematiginde kullanilan morfolojik ve anatomik
karakterler ile biyokimyasal karakterlerin temel alindig1 analizlerin (Celio vd., 2006)
yani sira, molekiiler filogenetik yaklasimlar da hizli bir seklide yayginlasmaktadir.
Bu calismalar filogenetik analiz metotlar1 kullanilarak canlilarin DNA dizilerinin
karsilastirilmasiyla sistematige katki saglamaktadir (Ro vd., 1997; Podoplelova ve
Ryzhakov, 2005). Ayrica morfolojik verilere dayanan siniflandirmalar ile gelisen
teknolojinin sagladigi DNA dizi ¢alismalari, klasik sistematik calismalarla elde
edilen verilerle yapilan smiflandirma arasinda zaman zaman g¢eliskiler
olabilmektedir. Bu problemlerin ¢6zlilmesi i¢in taksonomistler ekolojik faktorlerden
kolaylikla etkilenmeyen, DNA’ya dayali belirteclere yonelmeye baslamislardir
(Felsenstein, 1985). Giiniimiizde DNA dizilerinin karsilagtirilmasi canlilarin cografik
orijinlerinin  bulunmasindan filogenetik akrabaliklarin1  molekiiler diizeyde
ispatlamaya kadar bircok alanda kullanilmaktadir (Allan vd., 2004; Cohen ve
Weydmann, 2005; Ogden ve Whiting, 2005). DNA baz dizilerinin karsilagtirilmasi
yoluyla filogenetik degerlendirmelerin yapilmasi 6zellikle morfolojik karakterlerin
yetersiz oldugu zamanlarda olduk¢a faydali bulunmustur (Yokoyama vd., 2000).
Molekiiler filogenetik calismalar mantarlarin orijinlerinin belirlenmesinde ve
birbirleriyle akrabalik derecelerinin saptanmasinda da basariyla kullanilmistir
(Blackwell vd., 1988; James vd. 2006; Taylor ve Berbee 2006).

Morfolojik karakterler ile anatomik ve davranigsal karakterler tiiriin bulundugu ortam
sartlarina gore belirli smirlar igerisinde degisiklikler gosterebilmektedir. Ancak
DNA’nin ortam sartlarina gére degismesi gibi bir durum s6z konusu degildir. Ayrica
DNA dizilerinin tiire 6zgli olmasi sayesinde, her bir baz degisikligi tiirlerin
sistematik kategorilerinin belirlenmesinde bilgi verici olabilmektedir. Ancak biitiin
canlt gruplarinda oldugu gibi mantarlarda da heniiz giivenle kullanilabilecek evrensel
bir DNA dizisi mevcut olmayip daha ¢ok taksonomik gruplara 6zel DNA dizileri
(belirtecler) ya da birden fazla DNA dizisi kullanilmaktadir. Mantarlarda yaygin
olarak kullanilan molekiiler belirtecler, niiklear ribozomal DNA’nin ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi ayrica rpbl, rpb2, tefl, EF-1 o, ATP6, B- tubulin
genlerinin baz dizileri ve mitokondriyal DNA dizileri olmaktadir (Hibbett, 2006;
Moncalvo vd.,2006; Sugiyama vd., 2006; Taylor ve Berbee, 2006). Ancak bununla
beraber ITS dizilerinin kloroplast veya mitokondriyal DNA dizilerine gore, cins
icinde veya yakin cinsler arasindaki filogeniyi arastirmada daha uygun oldugu tespit

edilmistir (Baldwin vd., 1995).
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DNA’da meydana gelen kirilmalar, ters donmeler, parca kopmalar1 hatta tek bir
bazlik mutasyon dahi DNA’da polimorfizme sebep olmaktadir. DNA {izerinde
meydana gelen bu mutasyonlar genlerin ifade ettikleri triinleri, biyokimyasal
aktiviteleri, gelismeyi ve morfolojiyi etkileyebilmektedir. Dolayisiyla canlilarda
fenotipik ve genotipik olarak farklilasmanin temel sebebini teskil etmektedir.

Bazi durumlarda tek bir niikleotidin yer degistirmis olmasi iki genotipi birbirinden
ayirmada kullanilabilecek kadar bilgi verici olabilmektedir (Britten, 1986).

Protein sentezi oldukca eski ve tiim organizmalarda ortak bir o6zelliktir. Protein
sentezinde gorev alan ribozomlarin sentezinden sorumlu rDNA gen bolgelerinde
meydana gelebilecek bir mutasyon protein sentezini engelleyecek ve muhtemelen
6limle sonuclanacaktir. Ancak rDNA genleri arasindaki bosluklarin (intronlar)
dizileri rRNA sentezinden sorumlu olmadigi igin tiirden tiire ¢esitli farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu durum organizmalar arasindaki evrimsel iliskiyi ayirt
edebilmek icin rDNA dizilerini ve ara bosluklar1 tstiin molekiiler belirteg
kilmaktadir. Ribozomal RNA fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yayilis
gosteren ve filogenetik farki, ol¢iilii sekilde koruyabilen biiylik bir molekiildiir.
Ayrica molekiildeki polimorfizm sayisi oldukga fazladir ve iki ayri tire ait diziler
arasindaki benzerlikler filogenetik bir iligkiyi isaret etmektedir. rRNA dizi
analizlerinin sonuglart ve molekiiler genetik c¢alismalar organizmalar arasindaki
dogru evrimsel iligkileri yansitacak sekilde filogenetik agaglarin elde edilmesini
saglamaktadir (Madigan vd., 2003). rRNA genlerinin kodlandigt DNA dizileri
funguslarda taksonomik iliskilerin ve genetik varyasyonun belirlenmesi
caligmalarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Funguslarda ¢ekirdek rDNA bdolgesi
ardigik tekrarlanan birimler olarak organize olmustur (Salazar vd., 2000). Ribozomal
RNA gen kiimesi hem c¢ekirdek hem de mitokondrilerde bulunur ve oldukca
korunmus ve degisken bolgelerden meydana gelir (White vd., 1990; Cebi-Kilicoglu
ve Ozkog, 2008). Fungal cekirdek rRNA genleri her genomda birkag yiiz kopyasi
olan, ardigik tekrarlanan yapilar olarak diizenlenmistir. Her bir birimde 18S rRNA
geni, 5.8S rRNA geni ve 28S rRNA geni olmak iizere iic rRNA gen bolgesi
bulunmaktadir (Cebi-Kiligoglu ve Ozkog, 2008). Tiim canlilarda rtDNA bélgesi, onu
evrimsel c¢aligmalar i¢in ideal bir aday yapan degisken bdlgelerin serpistirildigi
olduk¢a korunmus bolgelerden meydana gelmektedir (White vd., 1990). Korunmus
diziler biiyiik alt birimde (LSU) ve kii¢iik alt birimde (SSU) bulunmaktadir. Bu alt

birimler arasindaki ara bolgeler ITS (Internal Transcribed Spacer), genler arasi bolge
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IGS (Intergenic Spacer-) olarak adlandirilir (Sekil 1.2.). Bunlar alt birim dizilerinden
daha degiskendir ve cins i¢indeki tiirler aras1 ya da tiir i¢i populasyon ¢aligsmalarinda
yogun sekilde kullanilmaktadir. Funguslarda 18S rDNA bolgesi nisbeten yavas bir
sekilde evrim geg¢irir ve uzak akraba organizmalarin kiyaslanmasinda kullanighdir.
Ancak protein kodlamayan bolge (ITS ve IGS) daha hizli evrim gegirir ve bir tiir
icindeki suslarin ya da bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilastirilmas: igin
kullanighidir. 28S rDNA’nin bazi bolgeleri de tiirler arasinda degiskendir (Cebi-
Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

IGS IGS

ITS1 ITS2

—»l/ 700 - 900 bp i

ITS1

Sekil 1.2. ITS bdlgesinin yapisi

Fungal tiirleri ¢aligmak ig¢in ITS bolgesi rutin olarak kullanilan belirtegdir.
Giliniimiizde genis 6l¢iide bir veritaban1 mevcut oldugu i¢in, bir tek mantarin dizisi
varolan dizilerle karsilagtirildiginda, anlamli taksonomik bilgi saglamaktadir
(Webster ve Weber, 2007). Niikleer rDNA dizilerinin karsilastirilmasi, Tuber
tirlerinin tanimlanmasinda hizli ve basit bir yontemdir. Yeni Zellanda’da bulunan
Tuber tiirlerinin molekiiler ve morfolojik diizeyde taniminin yapilmasi igin cinsin
morfolojik o6zellikleri ile beraber ribozomal DNA ITS dizileri de ¢ikarilmistir
(Bulman vd., 2010).

Fungal sistematikte kullanilan baslica teknikler, DNA dizi analizini de igine alan
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli tekniklerdir. Polimeraz zincir
reaksiyonuna dayali teknikler, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, genetik alaninda
klinik laboratuvarlarda, ¢evre bilimlerinde, kalitsal ¢caligmalarda ve daha bir¢ok diger
uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Biyoinformatik, istatistik ve
bilgisayar biliminin molekiiler biyoloji alanina uygulanmasidir. Fungal sistematikte
baslica kullanilan biyoinformatik araglar, DNA dizileme, BLAST (The Basic Local

Alignment Search Tool) ve Sequence alignment (dizi hizalama) teknikleridir
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(Autenrieth vd., 2005). DNA dizi analizi, bir DNA molekiiliindeki niikleotitlerin
dizisinin belirlenmesidir. DNA dizileme iglemi, verilen bir organizmanin DNA’sin1,
arastirmacilar tarafindan biyolojik islemlerde, tibbi aragtirmalarda ve adli durumlarda
kullanilabilen bir sekle doniistiirmektedir. DNA dizi analizi giinlimiizde otomatize
olarak yapilabilmekte ve binlerce niikleotidlik dizi birka¢ saat icerisinde
belirlenebilmektedir. Giinlimiizde binlerce organizmanin DNA dizisi desifre edilmis
ve ¢esitli veritabanlarinda depolanmaktadir. NCBI (National Center for
Biotechnology Information) internet sitesi iizerinden kullanilabilen BLAST gibi
bilgisayar programlari, 190 milyar niikleotitden fazlasin1 igeren, 260000
organizmanin dizilerini arastirabilme ve karsilastirabilme imkani sunmaktadir. Bu
programlar DNA dizisindeki mutasyonlar1 (baz degis-tokus, baz silinmesi veya baz
eklenmesi gibi) belirleme, ayn1 olmayan fakat akraba olan tiirlere ait dizilerin
karsilastilmasina olanak saglamaktadir (Mount, 2004). Filogenetik aga¢ olusturmada
kullanilan yontemler karakter temelli yontem ve mesafe temelli yontem olmak tizere
iki ana baglik altinda toplanmaktadir. Karakter temelli yontemler, DNA dizilerinde
bulunan polimorfik dizilerin belirlenmesine baglidir. Dizilerde olusan ve evrimsel
stirecte biriken mutasyonlar farkli karakterler olarak degerlendirilir. En eski
metodlardan biri olan Maksimum Parsimony (MP), en sik kullanilan ve iyi sonuglar
aliabilen yontemdir. Minimum evrimin oldugu, evrimin en kisa yolu izledigi,
doganin tutucu oldugu varsayimini kabul eder. Dolayisiyla bu metodda bir grubun
filogenisi olusturulurken olusan agaglar igerisinde en az degisim goOsteren agacin en
iyi aga¢ oldugunu kabul eder. (Freeman ve Herron, 1999). Maximum Likelihood
(ML), daha cok molekiiler verilerin analizinde kullanilan bu yontem Joseph
Felsenstein (1973) ve Farris (1973) tarafindan Maximum Parsimoniye alternatif
olarak ortaya konulmustur. Bu metoda gore her bir karakterin olugsmasinin veya
bagka bir karaktere doniigmesinin bir olasiligi vardir. Cok 1iyi temellendirilmis
istatistige dayandigindan MP metodu ile karsilastirildiginda matematiksel agidan
giiclidiir. Ancak matematiksel olarak daha zahmetli bir yontem oldugu igin,
taksonlarin sayis1 arttikga yontemin kullanilmasi zorlasir. Bayesian Metodu ise
bir¢cok alanda kullanim1 oldukca yaygin olan istatistik modeli olup filogenetik agac
olusturmada da en sik kullanilan yontemdir. ML metoduna benzer, ancak onceki
(prior) olasilik kullanimi ile bu yontemden ayrilir. Bilinen gdzlemlere dayanarak

gbzlenmeyen bir sey hakkinda sonug ¢ikarma temeline dayanir.
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Mesafe temelli yontemlerde agac olusturulurken tiirler arasindaki polimorfik baz
dizilerinden yararlanilir. Genetik uzakliklar tiirler arasindaki mesafe matrisini
olusturmak icin kullanilir. Bu matristeki uzaklik skorlar1 kullanilarak filogenetik
agac olusturulur. Kiimelenme temelli olan algoritmalar, birbirine en benzer dizi
ciftlerinden baslayan mesafe matrisini temel alarak filogenetik agaci hesaplar. Bu
algoritmalar, aritmetik ortalamay1 kullanarak agirlikli olmayan ¢ift grup yontemi
olan UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) yontemini ya da
komsu birlestirme yontemini NJ (Neighbour joining) igerirler. En basit kiimelenme
metodu olan UPGMA ard arda kiimelenme yoluyla filogenetik agaci olusturur. Bu
yontemin temel varsayimi, biitiin tiirlerin sabit hizla degistigi ve hepsinin kokten esit
uzaklikta oldugudur. Ancak bu yontemde tahmin edilen mesafeler ile ger¢ek genetik
mesafeler tam olarak benzerlik géstermemektedir. NJ yontemi Saitou ve Nei (1987)
tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde aga¢ olusturmak i¢in birbirine en yakin tiirler
kullanilir. Olduke¢a verimli bir metot olarak kabul edilir. Genis veri kiimelerini analiz
edebilir. (Sevindik, 2014).

Diinyada Tuber tiirleriyle yapilan ¢alismalarda bulunan 6rneklerin rDNA iizerindeki
ITS bolgeleri dizilenmekte ve o iilkenin daha once gonderilmis dizisi yoksa
GenBank’a gonderilmektedir ve bunlar Tuber tiirlerinin diinyada cografi ve genetik
yayilisinin arastirilmasini  sagladigi gibi, populasyonlarin karsilastirilmasint da
saglamaktadir. Tuber tiirleri tizerine molekiiler ¢alismalar morfolojik olarak
birbirlerine ¢ok benzeyen triif tiirlerinin giivenilir olarak isimlendirilebilmesi
amaciyla baglamistir. Bunun ardindan ¢alismalar 6zellikle Tuber magnatum Pico ve
Tuber melanosporum Vittad. gibi ekonomik degeri yiiksek olan tiirlerin intraspesifik
genetik ¢esitliligi tizerine odaklanmistir (Rubini vd., 2007). Tuber tiirlerinin yasam
dongiisiiniin karmasikligi, kiiltiire alinmasinin zorlugu ve birbirine benzeyen tiirlerin
ayirt etmede yasanan sikintilar filogenetik ve molekiiler ¢alismalar1 tesvik etmistir.
Bu nedenle ekonomik olarak en onemli Tuber tiirleri i¢in molekiiler belirtegler
gelistirilmistir (Paolocci vd., 1995, 1997, 1999; Rubini vd., 2001). Bolgesel
dagilimlar ve ekolojik ihtiyaglar bu simbiyotik mantarlar igin tiire gore
degismektedir. Baz1 tiirler cok genis alanlara dagilmis ve morfolojik ve molekiiler
cesitliligi de vurgulanabilirken (Rubini vd., 2001), bazilar1 daha sinirli bir alanda
kalmistir ve gerek morfolojik gerek genetik olarak c¢ok az tiirici ¢esitlilik
gostermektedir (Paolocci vd., 2000). Tuber magnatum sadece Italya ve baz1 Balkan

iilkelerinde bulunmaktadir. T. magnatum’un genetik yapisi ve iireme bi¢imi lizerine
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yapilan bir kag calismada ¢ok sinirl tiiri¢i allozim farkliliklar1 oldugu ve heterozigot
bireylerin hi¢ olmadigi bulunmustur (Frizzi vd., 2001). Kendini délleyen ve birincil
olarak dikaryotik hif veren askokarpa sahip T. melanosporum tiirlerinde ise
orneklenen poplilasyonlar arasinda genetik farklilik ya hi¢ yoktur ya da ¢ok azdir
(Bertault vd., 1998, 2001; Murat vd., 2004). Tuber aestivum ile T. uncinatum
ornekleri morfolojik olarak birbirine ¢ok fazla benzemesine ragmen bu triif 6rnekleri
iki farkli tiriin ve isim ile pazarlanmaktadir. Tuber aestivum ile spor siislerinin kanca
seklinde kivrilmasindan ismini alan T. uncinatum’un ITS dizilerinin karsilastirildig:
molekiiler caligmalar sonucunda bu iki tiiriin %100 ayni1 oldugu belirlenmistir
(Wedén vd., 2005). Diinya ¢apinda Tuber tiirlerinin genetik ¢esitliligi 76 bagimsiz
calismada yaklasik 2000 dizi ile calisilmig olup yaklasik 180 tiir bulundugu
bildirilmistir (Bonito vd., 2010a). Tuber tiirlerinin dagilim motifleri heniiz
anlagilmamig ancak birlikte yasadigi bitkinin biyocografik dagilimlart ile triiflerin
akrabaliklariin iligkili oldugu bulunmustur (Bertault vd., 1998, 2001; Martin vd.,
2002; Moyersoen vd., 2003; Murat vd., 2004).

Triiflerin morfolojik olarak benzeyen tiirlerinin giivenilir olarak siniflandirilabilmesi,
ayni tiire ait olan morfolojik olarak farkli drneklerin isimlendirilmesi, biyocografik
analizleri ve kiiltivasyon esnasinda agilanan triif tiirlerinin kdkte gelisip gelismedigini
kontrol amaciyla da son yillarda molekiiler ¢aligmalar yapilmaya baglamistir (Gardes
vd., 1991; Horton ve Bruns, 2001; Murat vd., 2005; Wedén vd., 2005; Jeandroz vd.,
2008). Bu baglamda Bonito vd. (2010a) Tuber tiirlerinin ITS dizilerinden elde
ettikleri bilgilere gore tiirlerin ¢esitliligini, dagilimin1 ve konaker iliskileri belirlemek
amactyla yaptiklar1 ¢aligmalarda Tuber tiirlerinin ITS dizilerinin % 1-3 arasinda tiir
i¢i polimorfizm gosterdigini belirlemislerdir. Tiirler aras1 ITS polimorfizm oranini
ise %4’ten biiyiik olarak tespit etmislerdir. Ayrica Excavatum, Maculatum ve Rufum
gruplarinin daha ¢ok angiospermlerle simbiyotik iliskiyi tercih ederken Gibbosum
grubunun gymnospermleri tercih ettigini belirtmislerdir. Murat vd. (2005)
ektomikorizal bir triif olan Tuber magnatum’un simbiyotik asamada varligmnimn
belirlenmesi i¢in dogal triif ormanlarinda bulunan bitkilerin kdklerinden mikoriza
ornekleri almis ve bu Orneklerden DNA izolasyonu yaparak ITS primerleri ile
taramiglardir. Tarama sonucunda T. magnatum mikorizasinin nadir bulundugunu
buna karsin sirastyla Thelephoraceae, Tuberaceae ve Sebacinaceae tiirlerinin dominat

oldugunu belirlemistir. Yine Mello vd. (1999), triif {iretiminin artirilabilmesi ic¢in
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mikorizal fidelerin belirlenmesi ve laboratuvar ortaminda kontrol altinda elde
edilmesi ve dogal ortamda yetistirilmesinin gerektigini belirtmislerdir. Bu fidelerin
mikoriza durumlarinin {iretim programlarinin en 6nemli asamasi oldugunu ve istenen
Tuber tiirtiniin tiretimi i¢in siki bir sekilde mikoriza taramasi yapilmasi gerektigini
vurgulamiglardir. Ayrica beyaz triiflerin simbiyotik fazda ayirdedilmelerinin oldukca
zor oldugunu, ancak molekiiler yoOntemlerle bunlarin belirlenebilecegini
belirtmislerdir. Bu ama¢ dogrultusunda beyaz triifler olan Tuber magnatum ve T.
borchii igin tiire 6zgii ITS primerleri dizayn etmislerdir. Dizayn ettikleri primerleri
ayni tiirlin farkli 6rnekleri, farkl tiirler ve mikorizal kokler {izerinde dogrudan nested
ve multiple PCR ile test etmisler ve ilk defa T. magnatum mikorizasinin tespit
edilmesine olanak saglamislardir. Paolocci vd. (1999), Tuber tiirlerinin, ektomikoriza
orneklerinden molekiiler yontemlerle kolayca tespit edilmesi igin gelistirdikleri
protokolde tiire 6zgii ITS primerleri tasarlamiglar ve multiple PCR yaparak
morfolojik olarak olduk¢a benzer olan Tuber melanosporum, Tuber indicum ve
Tuber brumale ektomikorizalarini amplifikasyon sonrasinda dizi analizine gerek
duymadan tespit etmislerdir. Fidanlikta inokiile edilen fidelerin mikoriza
durumlarmin, gelistirdikleri protokolle, simdiye kadar kullanilan morfolojik
karakterlere veya ITS/RFLP analizlerine goére, daha dogru ve giivenilir oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, gelistirdikleri bu protokoliin, ticari dolandiriciligin 6niine
gececegini belirtmislerdir. Niikleer rDNA dizilerinin karsilastirilmasinin  Tuber
tiirlerinin tanimlanmasinda hizli ve basit bir yontem oldugunu belirten Bulman vd.,
(2010) Yeni Zellanda’ da bulunan Tuber tiirlerini molekiiler ve morfolojik diizeyde
tanimlarken cinsin morfolojik 6zellikleri ile beraber ribozomal DNA ITS dizileri de
¢ikarilmstir.

Halasz vd. (2005), kiicik ve beyaz Avrupa triiflerinin isimlendirilmesinde
muhtemelen orneklerin askokarplarinin morfolojik 6zelliklerine ¢ok onem verilmesi
sebebiyle taksonomik problemlerin ortaya ¢iktigimi belirtmislerdir. Tuber
rapaeodorum Tul. ve C. Tul., Tuber borchii ve Tuber puberulum tiirlerinin ayriminin
son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalarda kabul edilmedigini, hatta T. rapaeodorum
tiirliniin varliginin siipheli oldugunu vurgulamiglardir. Bu amacla bu tiirlerin 30
fungaryum Ornegi {lizerinde mikroskobik ve ITS dizilerine dayali molekiiler
caligmalar yapmislardir. Peridyum yapisi, sporlarin  yapist  ve boyutu,
dermatosistidler ve herbir askusun spor sayilar1 gibi morfolojik 6zellikler kullanarak

T. borchii, T. foetidum Vittad., T. maculatum Vittad., Tuber puberulum ve T.
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rapaeodorum tiirlerini ayirdetmislerdir. ITS dizilerinin, morfolojik olarak farkli olan
gruplar arasinda belirgin sekilde farkli oldugunu, Neighbour-joining ve parsimony
analizleri ile elde edilen agaglarda bu dallarin giiclii bir sekilde desteklendigini ve
bahsedilen tiirlerin kabul edilmesi gerektigi sonucuna ulasmislardir. Gandeboeuf vd
(1997), ekonomik olarak degerli olan bazi Tuber tiirlerinin klasik morfolojik
karakterlere gore isimlendirilmelerinin olduk¢a zor oldugunu belirtmis ve Tuber
melanosporum ve ¢in trifi olan Tuber indicum tiirlerinin molekiiler
karakterizasyonlarini  yapmislardir. Bu amag¢ dogrultusunda ITS bolgelerinin
restriksiyon analizlerini ve dizi analizlerini yapmuislar, ayrica diziye 6zel belirteg
belirlemislerdir. Boylece bu iki tiir arasinda genetik varyasyon belirlenmis ve bu iki
tiir karakterize edilmistir.

Diinyada mantarlarin siniflandirilmasinda, 6zellikle tiir diizeyinde isimlendirmede
problemli olan cinsler {izerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve tiirlerin ayirdedilmesi
konusunda 6nemli sonuglar elde edilmistir (Becerra vd., 2005; Buyck vd., 2007).
Guevara vd. (2013a) Tuber cinsinin Meksika’daki revizyonu konusunda ¢alismis ve
bildirdigi yeni kayitlar ile Meksika’daki tespit edilen tiir sayisini ondan on iice
cikarmigtir. Ayrica Guevara vd. (2013b) Meksika’dan topladiklari ve ITS ile 28S
rDNA bélgesini calistiklar1 yedi yeni tiir bildirmislerdir. Ulkemizde bitkiler iizerinde
yapilmis ¢ok sayida molekiiler filogenetik ¢aligma varken makrofunguslar iizerinde
yapilan molekiiler filogenetik ¢alismalar olduk¢a azdir. Bunlar; Taskin vd. (2010) ile
Bas Sermenli’nin (2012) Morchella cinsi iizerinde, Kuyumcu’nun (2011) Denizli’de
dogal olarak yetisen Tuber aestivum populasyonu flizerinde, Yaratanakul (2012)
Terfezia ve Amanita tiirleri iizerinde yaptigi molekiiler karakterizasyona yonelik
caligmalar, Giingor vd. (2015) Gyromitra cinsi tizerinde yaptig1 ¢alismalar ile Sen’in

(2016) Tricholoma cinsi iizerinde yaptig1 ¢aligmalar ile sinirhidir.

Ulkemiz fitocografik konumundan dolayr oldukga zengin mantar gesitliligine sahip
olmasina ve makrofunguslar iizerine bir¢ok calisma yapilmasina ragmen toprak
altinda biliyliyen mantarlar olarak bilinen triifler lizerinde yapilan ¢alisma sayisi
olduk¢a azdir. Literatiir arastirmalar1 neticesinde de oldukca degerli mantarlar olan
Tuber cinsi tizerine yapilmis ayrintili bir ¢alisma olmadigi tespit edilmistir.
Ulkemizde dogal olarak yetismesine ve énemli zenginlik kaynaklarimiz arasinda yer
almasina ragmen trif tilirleri iilkemizde yeterince taninmadigi i¢in faydalanma

olanag1 oldukga siirli durumdadir.
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1.5. Tiirkiye’nin Iklim Ozellikleri

Belirli bir bolgenin iklimini belirleyen en 6nemli etmenler enlem dereceleri, deniz ve
okyanus gibi biiyiik su kiitlelerine olan uzaklik ve yakinligi, denize gore yiikseltisi ve
yerylizl sekilleri, egemen olan riizgarlarin yonii ve siddetidir. Tiirkiye 1liman kusak
ile subtropikal kusak arasinda yer almaktadir. Tiirkiye’nin ii¢ tarafinin denizlerle
cevrili olmasi, daglarin denize uzanis1 ve yeryiizii sekillerinin ¢esitlilik gostermesi,
farkl1 Ozellikte iklim tiplerinin dogmasina yol agmistir. Yurdumuzun Kkiyi
bolgelerinde denizlerin etkisiyle daha iliman iklim o6zellikleri goriiliirken Kuzey
Anadolu Daglar1 ve Toros siradaglari deniz etkilerinin i¢ kesimlere girmesini
engellemesi nedeniyle i¢ kesimlerde karasal iklim 6zellikleri goriilmektedir. Diinya
Olciisiinde yapilan iklim smiflandirmasinda kullanilan olgiitlere gore iilkemizde
Karasal Iklim, Akdeniz Iklimi, Marmara (gecis) iklimi ve Karadeniz iklimi olmak
lizere dort tip iklim goriilmektedir (Atalay, 1., 1997; Sensoy vd. 2008). Calisma
yapilan bolgelerin iklim oOzellikleri yagis, sicaklik, bitki Ortiisii ve toprak yapisi

basliklar1 altina ele alinmistir.

1.5.1. Yagis

Yagislar bir bolgenin bitki Ortiistinii belirleyen en 6nemli faktorlerinden biri oldugu
icin arazi c¢alismalart yagislarin diizenli oldugu bdlgelerde yogun olarak
yiiriitiilmiistiir. Meteoroloji Genel Miudiirliigli Tiirkiye yillik alansal yagis verilerine
gore 1981-2015 yillan arasinda, ¢alisma materyalimizi topladigimiz iller ortalama
574 mm yagis almistir. Karadeniz Bolgesinde ortalama yagis 670 mm olmakla
birlikte bu deger, toplam yiiz 6l¢glimiiniin 2/3’sini olusturan i¢ kisimlarda 250 mm’ye
kadar diismekte, Dogu Karadeniz kiy1 seridinde 2500 mm’ye yiikselmektedir. En ¢ok
yagis alan bolgedir. Artvin’de genellikle fazla yagis Sinop’ta ise daha az yagis
goriilmektedir. Ortalama nispi nem %71°dir. Ege Bolgesinde ortalama yagis 631,4
mm’dir ve yagislarin ¢ogu kis mevsimindedir. Mugla, Aydin, Denizli mevsim
normalleri civarinda yagis alirken nispeten Usak ilinde daha az yagis goriilmektedir.
Ortalama nispi nem %73’°diir. Akdeniz bdlgesinin ortalama yagist 725 mm’dir ve
yagislarin ¢ogu kis mevsimindedir. Bu ylizden bolgede yaz kurakligi hakimdir.

Antalya ve Mersin en fazla yagis alan illerdir. Adana ve Osmaniye ise nispeten daha
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az yagis almaktadir. Ortalama nispi nem %63,2” dir. Marmara bolgesi toplam yagisi
667,7 mm’dir ve yagislarin ¢cogu kis, ilkbahar ve sonbahar mevsimindedir. En ¢ok
yagis alan 3. Bolgedir. Marmara Bolgesi’nde Kirklareli, Tekirdag ve Edirne normal
yagis alirken Bursa’da nispeten az yagis gozlenmektedir. Bolgede az da olsa yazin da
yagis olur. Ortalama nispi nem %70°dir. Genel olarak Karadeniz kiyilar ile giiney
Ege ve bati Akdeniz kiyilar1 yogun yagis almaktadir. Yar1 kurak iklim 6zelliklerinin

goriildiigii i¢ Anadolu bdlgesi ise en az yagis almaktadir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Yillik toplam alansal yagis normalleri haritas

1.5.2. Sicakhk

Meteoroloji Genel Miidiirliigii verilerine gore oOrneklerin toplandigi 2007-2016
Yillar1 Arasinda Tiirkiye Ortalama Sicakligi 13,9°C’dir. Ege ve Akdeniz bolgesinde
bulunan Manisa, izmir, Aydin, Mugla, Denizli, Burdur, Antalya, Kahramanmaras,
Osmaniye ve Hatay illerinde Akdeniz Iklimi etkilidir. Yazlar1 sicak ve kurak, kislar1
ik ve yagishdir. Kiyr kusaginda kar yagist ve don olaylari nadir olarak goriiliir.
Yiiksek kesimlerde kislar karli ve soguk gecer. Soguk ay olan Ocak ay1 ortalama
sicakligi 6,4°C, sicak ay olan Temmuz ay1 ortalama sicakligl 26,8°C, yillik ortalama
sicaklik 16,3°C civarindadir. Marmara Bolgesinde bulunan Trakya Karasal Ikliminin
goriildiigli Edirne’de 6rnek bulunamamis olmasina ragmen ayni bdlgede marmara
gecis ikliminin gorildiigii Tekirdag ilinden 6rnek bulunmustur. Yine ayn1 bolgede

kiyr seridinde Karadeniz Ikliminin goriildiigii Istanbul ve Kirklareli'nden &rnek
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temin edilmistir. Karadeniz bolgesinde yaz ile kis arasindaki sicaklik farki fazla
degildir. Yazlar nispeten serin, kiglar ise kiy1 kesiminde 1lik, yiiksek kesimlerde karli
ve soguk geger. Soguk ay olan Ocak ay1 ortalama sicakligi 4,2°C, sicak ay olan
Temmuz ay1 ortalama sicakligr 22,1°C, yillik ortalama sicaklik 13°C dir. Karadeniz
bolgesinde 7 ilden drnek temin edilmistir. Karasal iklimin goriildiigii i¢ Anadolu
Bolgesinin yazlar biraz sicak, kislar1 soguktur ve sogugun siddeti Orta Anadolu’nun
dogu kismima dogru artmaktadir. Yillik ortalama sicaklik 11,8°C oldugu bati
kesimlerde Afyon, Konya ve Bolu’da 6rnek bulunmustur. Sekil 1.4.’de 1970-2016
Yillart Arasinda Tiirkiye Ortalama Sicaklik dagilimi goriilmektedir.
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Sekil 1.4. Tiirkiye ortalama sicaklik dagilim haritasi

1.5.3. Bitki ortiisii

Tiirkiye, biyogesitliligi, cografi konumu, genis ylizolciimii ve iklimsel cesitliligi
acisindan 6nemli bir konumda bulunmaktadir. Tiirkiye, fran-Turan, Avrupa-Sibirya
ve Akdeniz fitocografik bolgelerin iginde konumlanmistir (Davis, 1965-1988).
Ulkemizin ii¢ fitocografik bolgenin birlesme noktasinda konumlanmasi, dort farkli
iklim tipine ve ¢esitli toprak yapilar ile ana kayag tiplerine sahip olmasi, birgok
cinsin gen merkezi olmasi, Asya ile Avrupa kitalar1 arasinda koprii olmasi bitki

cesitliligi agisindan zengin bir iilke olmasini saglamaktadir. (Giilld, 2013).

Yagishi bolgelerde 6zellikle Karadeniz kiy1 seridi boyunca dogal vejetasyon Ortiisiinii

igne yaprakli agaclar oOzellikle Pinus, Picea, Abies tiirleri ile yapragin
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doken agaglardan Fagus, Carpinus, Quercus, Corylus, Juglans ve Erica tiirleri ile
calilar olusturur. Ayrica, yagist seven tipik cayir-mera bitkileri, egrelti otlar1 da

bulunur.

Yart nemli 1liman Akdeniz iklim tipinin goriildiigli bat1 ve giliney bolgelerde, iklim
faktorleri ve topografyanin etkisi ile bu bolgeler i¢in karakteristik bir dogal
vejetasyon Ortilisii olusmustur. Yabani zeytin, kegiboynuzu, mese, dis budak, dut,
citlembik, gilinliik agaci, fistik ¢ami, sicaklik ve 1s1ik istegi yiiksek ve kurakliga
dayanikli olan kizilgamlar ile yiiksek yerlerde ise karacam, sedir ve koknar
ormanlarimin yaninda maki Ortiisii Akdeniz iklim bolgelerinin dogal bitki Ortiistinti
olusturur. Akdeniz iklim tipi batida denize dik olarak inen daglarin olusturdugu
vadiler ile i¢ bolgelere, giineyde ise Giliney Dogu Anadolu bdlgesine kadar etkilerine
devam ettirebildiginden Akdeniz iklim boélgelerine 6zgii dogal vejetasyon ig
bolgelere ve giiney dogu sinirlarina kadar uzanmaktadir. Akdeniz havzasi diinyanin
en yliksek bitkilerinin yaklasik ylizde 10'una denk gelen yaklasik 25000 bitki tiirii ile
zengin bir bitki ¢esitliligine sahiptir (Gork vd., 2009).

Karakteristik yar1 kurak iklim 6zellikleri gosteren I¢ Anadolu Bélgesi’nin dogal bitki
ortlisti yaz kurakligindan dolay1 algak kisimlarda bozkirlardan, yiiksek kesimlerde ise
kuru ormanlardan olusur. Yiiksek daglik bolgeyi olusturan Dogu Anadolu’da dogal
bitki ortiisiinii cayir ve mera olustururken diisiik rakimli yerlerde ise bozkirlar yogun
olmak tizere bunlarin ¢evresindeki yiiksek kesimlerde yer yer yaprak doken agag ve

koniferlerin olusturdugu genis orman alanlarina da rastlanir.

1.5.4. Toprak yapisi

Tiirkiye topraklarinin %72’si kire¢ bakimindan zengindir. Karadeniz ve Marmara
bolgeleri disindaki bolgelerde yeterli ve yiiksek miktarda kire¢ bulunmaktadir. Fazla
yagis nedeniyle Karadeniz ve Marmara bolgelerinde topraktaki Kalsiyum ve
Magnezyum mineralleri yikanmakta ve asitligi artmaktadir. Ozellikle Bati Akdeniz
boliimiinde olmak iizere Akdeniz ve Ege kiyilarinda, Akdeniz ikliminin goriildiigii
alanlarda demir oksit orani fazla olan kirmizi renkli Akdeniz topraklar: (Terra rossa)
yaygindir. Akdeniz, Ege ve Marmara’da yaygin rendzina topragi yumusak kiregli ana
kaya tizerinde olusmus, humusc¢a zengin, koyu siyahimsi renkte, orta derecede kireg

icerir. Dogu ve Kuzey orta Anadolu’da yaygin Kestane renkli topraklarin ana

22



materyali yumusak kirectasidir. Orta diizeyde kiregli topraklardir ancak iist katmanda
kire¢ bulunmaz. pH’s1 7-7,5 arasinda hafif alkalidir. Dogu Anadolu ve cesitli
bolgelerde Kiregsiz Kahverengi Topraklar yaygindir. pH’s1 6,5-7,6 arasindadir.
Yagish kiyr1 bolgelerde asit ozellikte topraklar yaygindir. Ege, Marmara, Dogu
Karadeniz bolgelerinde kiy1, gegis bolgeleri ve yiiksek yerlerde kiregsiz kahverengi
asidik orman topraklar1 yaygindir. pH 6,5-6,8.arasindadir (Ding vd. 2001; Dogan,
2012). Tirkiye topraklarmin biiyiik boliimii kurak ve yar1 kurak iklim kosullari
altinda olusmus, kiregli, pH’s1 yiiksek olan topraklardir. Toprak pH’s1 arttikca
topraktaki yarayisli demir kapsami azalmaktadir. Serbest halde bulunan fosfat
anyonlarindan bitkiler kolay yararlanmakla beraber, bir¢ok toprakta fosfor
anyonlarinin serbest halde kalmasi giigtiir. Ozellikle kiregli ve pH’s1 yiiksek
topraklarla, fazla derecede asit topraklarda bitkilerin fosfordan faydalanmasi zordur.
Kurak ve yar1 kurak bolgelerde olugan topraklarda fazla miktarda kire¢ bulunmasi ve
toprak pH’sinin yiiksek olmasi topraktaki demirin alinmasini1 zorlastirmaktadir. Bu
gibi durumlar bitkilerin topraktaki mineralleri almasini kolaylastiracak mikorizal
birliktelikler kurmasini tesvik etmektedir (Ding vd. 2001). Orneklerin toplandig
lokalitelerin genel olarak toprak pH’s1 7,5-8,5 arasindadir. 10 cm toprak sicakliklari
Ege ve Akdeniz bélgelerinde 17,5-22,5°C arasinda degismektedir. Bat1 ve Orta
Karadeniz ile Marmara boélgelerinde sicaklik 15,5-17,5°C arasinda olup iilkenin

dogusunda sicakliklar 13°C’nin altindadir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Arazi Calismalar:

Bu calismada kullanilan 6rnekler 2012-2014 yillar1 arasinda yiiriitiilen “Tirkiye’de
Dogal Olarak Bulunan Tuber Tiirlerinin Genetik Cesitliliginin Tespiti ve Avrupa ve
Asya Triiflerinin Go¢ Haritasinin  Arastirilmasi”  isimli TUBITAK  projesi
kapsaminda yapilan arazi ¢alismalarindan temin edilmistir. Fungaryum materyaline
doniistiiriilen 6rnekler, Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Kriptogam Arastirma Laboratuvar fungaryumunda saklanmaktadir. Ulke
genelinde arazi ¢alismalarinin yapilacagl lokalitelerin belirlenmesinde Tuber
tirlerinin dogal olarak yetisme ihtimalinin fazla oldugu; mikoriza yaptigi Pinus,
Quercus, Corylus cinsine ait bitki tiirlerinin varligi, yillik yagis orani, enlem-boylam,
yiikselti (Hall vd., 2007) ve toprak yapisi (Atalay ve Mortan, 1995) gibi 6zelliklerin
tamami1 goz Oniine alinarak segilmistir. Toprak yapilari, iklim verileri ve florasi
dikkate alinarak dogal olarak bulunmasi muhtemel triif tiirlerinin ektomikorizal
iligkileri de degerlendirilerek iilke genelinde yapilan arazi ¢alismalart iklim, yagis,
sicaklik gibi ekolojik etkilerin mantarlarin yetisme sartlarina uygun oldugu sonbahar,
ilkbahar ve yaz aylarinda, Ege, Akdeniz, Karadeniz ve Marmara bdlgelerinde

yogunlagmistir.

Arazi caligmalari sirasinda triif kokusuna egitimli Alman Drahthaar irki kopekten
yardim alinmistir. Baz1 6rnekler topragin iist yilizeyinde ¢atlaklar olusturuken bazilar
daha derinlerde bulunmustur. Agaclarin dip ortiisiiniin yogun oldugu nemli gevsek
topraklarda kiigiik tirmik ile eselenerek de bazi Grnekler bulunmustur. Toplanan
ornekler kese kagitlaria ve kilitli posetlere konarak tasinmistir. Fotograflar: ¢ekilip
numaralandirtlmistir. Bazi durumlarda ayni yerden toplanan orneklerin farkl: tiirler
¢tkma ihtimaline karsi tek tek numaralandirma yapilmistir. Sonrasinda, morfolojik
ozellikleri (sekli, boyutlari, rengi, varsa kokusu gibi), bulundugu lokalitenin
vejetasyonu, yiiksekligi hakkinda bilgiler kaydedilmistir. Ayrica drneklerin toplama

tarihi ve koordinatlar1 da not edilmistir.
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2.2. Laboratuvar Calismalari

Laboratuvar caligmalar1 arazi c¢aligmalart takiben 2014-2016 yillar1 arasinda
gerceklestirilmistir. Araziden toplanan Ornekler laboratuvara getirildikten sonra
peridyumda dermatosistidya, sigil gibi yapilarin varlig1 stereomikroskop ile incelenip
not edilmistir. Ardindan 6rneklerin tizerindeki toprak vs. kalintilar1 peridyuma zarar
vermeden dikkatli bir sekilde yumusak bir dis firgas1 yardimiyla temizlenerek ince
dilimler halinde dilimlenmis ve her 6rnegin bir miktar1 morfolojik ¢alismalar i¢in 30-
35°C’de mutfak tipi meyve kurutucusunda belli araliklarla kontrol edilerek
kurutulmus ve etiketlenerek kilitli posetlere konulmustur. Bir kismi ise molekiiler
filogenetik c¢alismalarda kullanilmak iizere yine kilitli posetlerde -85 °C’de

saklanmustir.

2.3. Morfolojik Calismalar

Tuber cinsi tiyeleri genellikle yumru seklindedir. Latince de yumru anlamina gelen

Tuber ismini de buradan almaktadir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Askokarp tipleri T. aestivum, T. puberulum, T. excavatum, T. mesentericum
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Morfolojik olarak toprakiistii mantarlardan farkli kisimlara sahiptir. Disg kismi
peridyum ile kapli olan askokarpin i¢ kismindaki etli kisma gleba adi verilir. Bu
kisimda spor ve askuslarin gelistigi himenyum tabakasi bulunur. Bu tabaka i¢ ve dis
damarlar ile desteklenmektedir. Bu damarlar mermerimsi bir goriinim
olusturmaktadir. Venae internae (i¢ damarlanma) koyu renkli trama tabakasi, kabuk
altinda uzanan doku kisminda ortaya c¢ikar, list ve alt kisimlarda birlesir, lizerinde
himeniyal tabakayi tasir. Venae externae (dis damarlar) beyaz, lireme yapisi
bulundurmayan, hava bosluklaridir. Parafizler tarafindan isgal edilmis, askokarpin alt
veya lst kismindaki agikliklara dogru artar, verimli venae internae’nin i¢ kismina
niifuz eder ve orada sonlanir. Genellikle daha agik renklidir. Baslangicta daha gevsek
olan, daha sonra parafizlerin gelismesiyle ortaya g¢ikan psddoparankima dokuyu
olusturur. Sekil 2.2.’de Gaumann ve Dodge (1928) tarafindan yapilan ¢izimlerde

goriilmektedir.

Venace externac (agik renkls)

Sekil 2.2. Askokarp kesitinin 1) makroskobik ve 2) mikroskobik gériiniimii

Orneklerin  isimlendirilmesinde 6nemli olan karakterler, makroskobik ve
mikroskobik olmak {izere iki baslikta incelenmistir. Makroskobik karakterler
acisindan boyutlari, sekli, peridyumun rengi, yiizey sekli, dermatosistidya adi1 verilen

tily benzeri hif uzantilarinin varligi hakkindaki bilgiler kaydedilmistir.

Spor tasiyan askuslarin bulundugu etli kisim olan glebanin rengi, damarlanma yapisi,

kokusu gibi isimlendirmede oOnemli Ozellikleri belirlenmistir. Mikroskobik
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caligmalarin tamamu distile su ve %5’lik potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile yapilmistir.
Morfolojik isimlendirmede 6nemli olan tiim karakterler incelenmistir. Mikroskobik
yapilar Leica DM 750 marka mikroskop kullanilarak 6l¢iilmiis ve fotograflanmastir.
Incelenen &rneklerden 30-40 adet sporun boyutlari ve askuslarm boyutlari
Olciilmiistiir. Askuslarin igindeki spor sayisi 1’den 8’e¢ kadar degisik sayilarda
olabildigi i¢in, Ol¢limler spor sayilarina gore gruplandirilarak ve rastgele olarak
gerceklestirilmistir. Mikroskobik Olclimlerde askosporun eni, boyu, retikiilat
sporlarin ag goézlerinin sayist ve boyu, igneli sporlarin ignelerinin boyu, askus boyu,
askus eni, askuslarin (varsa) sap yapilarinin uzunlugu mikrometre cinsinden
Olciilmiistiir. Spor sekillerinin belirlenebilmesi i¢in Q degeri (en/boy orani)
hesaplanmistir. Buna gore spor sekilleri, Q degeri 1.0 - 1.05 arasinda olanlar kiire
seklinde, 1.05 — 1.15 olanlar kiiremsi, 1.15 - 1.30 olanlar genis elips seklinde, 1.30 -
1.60 elips seklinde ve 1.60 - 2.0 olanlar uzun elips olarak adlandirilmistir (Johnson
ve Watling, 1977).

Peridyum enine kesitinde, hifler gergek sekillerini kaybedip yanyana izodiyametrik
hiicreler seklinde bulunuyorsa psddoparankimatik veya hifler uzun ince seklini
koruyorsa ve sadece hiflerden olusuyorsa prozenkimatik olarak adlandirilmaktadir
Sekil 2.3.de Gaumann ve Dodge (1928) tarafindan yapilan ¢izimlerde
goriilmektedir. Peridyum bu tabakalagmalar acisindan degerlendirilmis ve boyutlar
Ol¢iilmiistiir. Glebanin hiicre yapilar1 da incelenmistir.
S ASTNS
SO
6‘3 } M/
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Sekil 2.3. Peridyum kesiti morfolojisi a) Psodoparankimatik b) Prozenkimatik
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Tiirlerin isimlendirilmesi, Keys to the genera of truffles (Ascomycetes) (Trappe ve
Castellano, 1991), British truffles: a revision of british hypogeous fungi (Pegler vd.,
1993), Fungi Ipogei D’Europa (Montecchi ve Sarasini, 2000), Fungi of Switzerland.
Cilt 1., Ascomycetes (Breitenbach ve Krinzlin, 2005), Field guide to North
American truffles (Trappe vd., 2007), Truffe d’Europe et de Chine (Riousset vd.,
2012) gibi toprakalt: mantar tiirlerinin verildigi kaynaklara gore yapilmistir.

2.4. Molekiiler Calismalar

Elde edilen tiim 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmis, rDNA ITS bolgesi dizileri
PZR teknigiyle c¢ogaltilmistir. Deneylerde kullanilan pipet uglari, tiipler, cam
malzemeler, c¢ozeltiler ve 1siya dayanikli diger malzemeler ¢alismaya baslamadan
once otoklavlanarak steril edilmistir. Isiya dayanikli olmayan malzemeler
kontaminasyonu Onlemek amaciyla bir defa kullanilarak atilmistir. Ayrica yine
kontaminasyonu engellemek amaciyla ve niikleazlarin aktivitesini ortadan kaldirmak
icin yapilan her deneyden Once ¢alisma masasi ve pipetler % 70’lik etil alkol ile

temizlenmistir.

2.4.1. Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda kullanilan tiim kimyasallar Amresco, Merck ve Sigma
Aldrich’ten temin edilmistir. Bunlardan kimyasallardan izopropil alkol, tris, lire ve
EDTA Amresco’dan; borik asit, fenol-kloroform ve ectanol Merck’ten temin
edilmistir. DNA izolasyonunda kullanilan RNAaz A ve DNA izolasyon kiti Sigma

Aldrich’ten ve Qiagen firmalarindan satin alinmastir.

Orneklerin bir kismida genomik DNA izolasyonu, Fenol-Kloroform-izoamilalkol
yontemi ile yapilirken bir kismi ise DNA izolasyon kitleri ile yapilmistir. Fenol-
Kloroform-Izoamilalkol yontemi ile yapilan DNA izolasyonu icin kullanilan

kimyasallar ve ¢ozeltiler agagidaki Tablo 2.1.’de verilmistir.
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Tablo 2.1. gDNA izolasyonunda kullamlan kimyasallar

Cozelti Kompozisyon
33,6 gr Ure
0,5M EDTA (pH: 8)
Ekstraksiyon tamponu (1L) 1 M Tris-HCI (pH:8)
5M NaCl
%10 SDS
Fenol/Kloroform/izoamil alkol 25:24:1
NaAc 3MpH:5.2
[zopropanol %100
TE (Tris— EDTA) 10 mM
RNaz A 10 mg / mL
Etanol (EtOH) %70’lik ve %100 lik

Fungal materyallerden fenol-kloroform izoamil alkol metodu kullanilarak ve

biyoteknoloji firmalarindan elde edilen DNA izolasyon kitleri ile DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir. Izolasyon esnasinda kullanilan protokoller asagida verilmistir.

Manual genomik (gDNA) izolasyonu (fenol kloroform izoamil alkol yontemi)

1.

10.

Askokarplardan 100 mg’lik pargalar alinarak sivi azotla havan igerisinde toz
haline gelinceye kadar ezildi ve eppendorf tiiplere aktarildi.

Toz halindeki 6rnekler tizerine 600 pl DNA izolasyon tamponu eklendi.
Ornekler DNA izolasyon tamponu igerisinde ¢oziildii.

Igerisinde &rnek olan tiipler 5 dk. vortekslenip alt-iist edildi.

Tekrardan tizerine 500 pl fenol/kloroform/ izoamil alkol eklenerek 5dk. alt
st edilip 12.000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapildi.

Ust kistmda toplanan ve genellikle seffaf olan siipernatant yeni bir
eppendorf tiipe alinarak siipernatant hacminin 1/10’u kadar NaAc eklendi ve
tiipler alt st edildi.

Siipernatant hacmi kadar izopropanol eklenip 1 dk. 12.000 rpm’de santrifiij
yapildu.

Tiim ¢ozelti dokiildii ve sadece pellet (¢cokelti) kaldi.

Pellet 500 ul TE’de ¢oziiliir ve lizerine 5 ul RNase A eklenerek alt tist edilip
37 °C’de 30 dk. inkiibe edilip 50 ul NaAc eklenip, alt iist edildi.

% 90’lik 1ml etil alkol eklenen tiipler alt {ist edildi.

- 80 °C’de 10 dk. bekletildi.
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11. 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij yapildi ve iizerinde biriken alkol dokiilerek
uzaklagtirildu.

12. % 70’lik etil alkol 1ml etil alkol eklenir ve DNA’nin ¢6ziilmesi saglandi.

13. 12.000 rpm’de 2 dk. santrifiij yapildi.

14. Etil alkol uzaklastirildi ve DNA kurumaya birakildi.

15. DNA 200 pl saf su veya 50 ul TE ile ¢oziilerek sonraki ¢alismalar i¢in -20
°C’de derin dondurucuda saklandi.

Qiagen kit ile yapilan DNA izolasyonunda iireticinin Onerdigi protokol

uygulanmistir.

2.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) deneyleri

PZR deneylerinin tamaminda ABI marka veriti 96 well modeli thermocycler
kullanilmistir. PZR deneylerinde kullanilan ANTP mix, 10X taq buffer, Taqg DNA
polimeraz ve MgCl, kimyasallar1 ise Fermantas firmasindan alinmistir. Etidyum
bromiir Applichem’den, yiikleme boyas1 ve DNA biiyiikliik belirleyici ise Fermantas
firmasindan temin edilmistir. Ribozomal ¢ekirdek DNA sinin fungal ITS1, 5.8S ve
ITS2 bolgelerine o6zgii White vd. (1990) tarafindan gelistirilen evrensel ITSI
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) ve ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gerceklestirilmistir. PZR
deneylerinde kullanilan kimyasallar Tablo 2.2.’de verilmistir. PZR, Tablo 2.3.’te

verilen kosullar altinda yliriitilmiistiir.

Tablo 2.2. PZR deneylerinde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Miktar: Konsantrasyon
Taq buffer 2.5ul 10 X

DNA 052ul -

MgCl, 1.5 ul 25 mM

Primer Forward 2.5 ul 10 uM

Primer Revers 2.5 ul 10 uM

dNTP 0.4 ul 10 mM

dH20 13-14.8ul -

Tag DNA Polimeraz 0.3-0.6 pl 5 Unite
TOPLAM 25 ul
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Tablo 2.3. Tiim ornekler i¢in yiiriitillen PZR kosullari

Denaturasyon Uzama (35 dongii) Son uzama asamasi
95°C’de 5 dak. 94°C’de 45 sn 72°C, 10 dk.
60°C’de 45 sn
72°C’de 2 dk.

2.4.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR ile ¢ogaltilmig DNA fiiriinleri ile izole edilmis DNA’nin varligi agaroz jelde
yiriitiildikten sonra UV 1s1k altinda belirlenmektedir. Jel elektroforezinde DNA
molekiiler agirligina gore ayrilmaktadir. Molekiiler agirliklar1 daha biiylik olan DNA
molekiilleri agaroz jelde daha yavas hareket ederken kii¢iik olanlar daha hizli hareket
etmektedir. Hareket eden DNA’nin boyutu molekiiler agirlik standartlariyla
karsilagtirilarak biiyiikligii hakkinda yorum yapilmaktadir. 0,5X TBE hazirlanirken;
54 gr Tris, 27,5 gr borik asit ve 7.44 gr EDTA saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiis, pH 8,3
olarak ayarlanmis ve 1 1t’ye tamamlanarak stok ¢ozelti olan 10X TBE elde edilmistir.
Calismalarda daha ¢ok 0.5X TBE kullanilmaktadir. Bu sebeple 10X TBE uygun
oranlarda seyreltilerek 0.5X TBE elde edilmistir. Hazirlanan 0.5X TBE agaroz jel
hazirlanirken ve elektroforez esnasinda tampon ¢ozelti olarak kullanilmistir. PZR
amplifikasyon {irinleri ve DNA izolatlar1, %0,8’1ik agaroz jelde elektroforetik olarak
ayrilmigtir. Agaroz jel 50 ml 0.5x TBE tamponu i¢inde 0,4 gr agaroz eklenerek ve
mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmistir. Ardindan 50 °C kadar sogutulup igine 1
pl Etidyum bromid eklenmis ve kaliba dokiiliip katilasmasi beklenmistir. Molekiiler
agirlik standardi olarak 100 b¢ DNA belirteci kullanilmistir. Belirte¢ kuyucuklara
yiiklenirken 3 pl DNA belirteci, 1 ul yiikleme boyas1 kullanilmistir. Ornekler ise, 1
ul yiikleme boyast ve 5 pl 6rnek DNA’s1 karistirilarak yiiklenmistir. Yiiklenen
ornekler elektroforez tankina yerlestirildikten sonra 0.5x TBE tamponu igerisinde
~90 voltta 45 dakika boyunca yiiriitilmiistiir. Yiriitilen O6rnekler goriintiileme

sistemine yerlestirilerek UV 1s1k altinda fotograflanmistir (Sekil 2.4.).

31



Sekil 2.4. Tuber 6rneklerine ait PZR sonrasi agaroz jel fotografi

2.4.4. Dizi analizi ve BLAST

ITS bolgesinin uzunlugu tiire gore degisebilmekle beraber genellikle ortalama 600-
800 bhaz c¢ifti arasinda degismektedir. Buna gore agaroz jel elektroforezinde bu
aralikta bant veren &rnekler belirlenmis dizi analizi i¢in Labbiotek (Izmir) firmasina

gonderilmistir.

Dizi analizi islemlerinden sonra gelen dizilerin islenmesi, her bir tiire ait olarak gelen
ileri (forward) ve geri (reverse) dizilerden kontiglerin elde edilerek her tiir icin
hatasiz bir dizi elde edilmesi i¢in BioEdit 7.0.4.1 (Hall, 1999) programi
kullanilmistir. Otomatik dizin belirleyicinin (Sequencher) yanlis okumus oldugu bazi
bazlar, kromatogramdaki (videogram) dalgalarin gigliliigiine ve temizligine

bakilarak el ile gorsel olarak diizeltilmistir.

Diziler BioEdit programindan alinip NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi -
National Center of Biotechnology Information) internet sitesindeki homoloji
aragtirma programi olan niikleotid BLAST yoluyla Genbankasi’ndaki dizilerle
karsilastirilmistir. Genbankasina farkli aragtirmacilar tarafindan yiiklenmis dizilerle
benzerlik ve kapsama alani en yiiksek oranda eslesen 6rneklere ait diziler Genbank
formatinda indirilmistir. Ayni tiirlere ait Genbanktan alinan dizilerle elimizdeki
orneklere ait diziler birlikte Bioedit programinda agilip kontigleri elde edilmistir.

Eslesmeyen ug¢ kisimlar kesilip diizenlenmistir. Sonrasinda diziler burdan alinip
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Word dosyasina taginmig 6rnek numarasi ve ilkeleri diizenlenip filogenetik soy

agaclar1 olusturmak icin MEGA7 (Kumar vd., 2016) programina taginmistir.

2.4.5. Filogenetik analiz

Filogenetik agaclar1 elde etmek, tiirler arasindaki akrabalik iliskilerini belirlemek
amaciyla MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar vd., 2016)
filogenetik analiz programi kullanilmistir. Filogenetik agaglar Neighbor-Joining
metodu kullanilarak olusturulmustur (Saitou ve Nei, 1987). 1000 tekrarh
gerceklestirilen soy agaglarinin her bir dalinin istatistiksel olarak degerlendirildigi
Bootstrap testinin yiizde degerleri (Felsenstein, 1985) bir araya getirilen ilgili takson
dallarinin yaninda gosterilmektedir. Evrimsel mesafeler Maximum Composite
Likelihood yontemi (Tamura vd., 2004) kullanilarak hesaplanmistir. Bootstrap degeri
% 0 ile %100 arasindadir. Kress’in belirledigi bootstrap destek degerlerine gore her
bir dalin aldig1 deger, > %85 ise ¢ok giiclii, %70-85 aras1 ise giiclii, %50-70 arasi
zayif ve < %50 ise ¢ok zayif seklindedir (Kress, 2005). Bootstrap degerinin % 70 ve
daha biiyiik olusu genellikle dalin giiglii oldugunu gosterir. Ayrica mesafe (distance)
temelli yontemlerden UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Average) metodu ve agag lizerinde bulunan her taksonun evrimsel olarak dnceligini
belirten NJ (Neighbor Joining) analizleri ile tiim tiirleri kapsayan toplu soyagaclar
elde edilmistir. Filogenetik analizlerde dis grup olarak kullanilmak tizere toprakalti
takson olan Basidiomycetes sinifina ait Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr. tiiriiniin
dizisi Genbanktan alinmistir. Bu ¢alismada incelenen 6rneklerin dizileri Genbank ile
kiyaslandiginda en yiiksek benzerlik (%92-99) ve kapsama alan1 (%96-100) oranina
sahip tiirlerin dizileri indirilip her tiir i¢in ayr1 ayr1 veya ayni grupta olan tiirler i¢in
birarada soy agaglar1 olusturulmustur. Gen bankasindan alinan ITS dizilerine ait

Genbank erisim numaralar1 Tablo 2.4.’te verilmistir.
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Tablo 2.4. Genbank dizilerine ait erisim numaralari ve bolge bilgileri

TUR ERISIM NO BOLGE REFERANS
Rhizopogon roseolus DQ179127 Isveg Yaymlanmamis
DQ388878 Fransa Yongjin vd., 2006
FM205620 ispanya Yayinlanmamig
AJ492216 ispanya Mello vd., 2002
HQ706003 Slovakya Gryndler vd., 2011
Tuber aestivum HQ285310 Slovakya Gryndler vd., 2011
AF516787 Italya Paolocci vd. 2004
AF516781 Italya Paolocci vd. 2004
AY226037 Italya Paolocci vd. 2004
AF516789 Italya Paolocci vd. 2004
HQ285292 Cek Cumhuriyeti Gryndler vd., 2011
] FM205536 Ispanya Yayinlanmamis
T i .
uber mesentericum FM205535 Ispanya Yayinlanmamig
JF926118 Almanya Stobbe vd., 2012
KM659875 Fransa Roux vd., 2016
Tuber brumale FM205538 Hirvatistan Yaymlanmamis
AF106880 Italya Yaymlanmamis
JF693893 Macaristan Yaymlanmamis
FM205660 Sirbistan Marjanovic vd., 2010
FM205551 Slovenya Marjanovic vd., 2010
) . EUS07976 Italya Yayinlanmamisg
T indi .
g icun AF106884 Italya Yaymlanmamis
0 | AF106875 Italya Yaymlanmamis
T
uber mefanosporum KM659870 Fransa Roux vd., 2016
FJ554465 Italya Bonuso vd., 2010
KT165330 Italya Belfiori vd., 2016
Tuber borchii AF250291 Italya Zeppa vd., 2000
KT165350 italya Belfiori vd., 2016
KT165348 Italya Belfiori vd., 2016
Tuber dryophilum HM485354 Italya Bonito vd., 2010a
JQ925644 Italya Bonito vd., 2013
HM152012 Italya Yaymlanmamis
b HM152013 Italya Yaymlanmamis
Tuber excavatum FM205662 Sirbistan Marjanovic vd., 2010
FM205556 Slovenya Yayinlanmamig
FM205555 Slovenya Yayinlanmamig
HM151976 Avusturya Yayinlanmamig
Tuber fulgens FM205702 Sirbistan Marjanovic vd., 2010
HM152016 Macaristan Yaymlanmamis
Tuber badium NR155922 Cin Wan vd., 2017
Tuber neoexcavatum NR153211 Cin Yaymlanmamis
ber KX354297 Almanya Schiebold vd., 2017
T .
ubererrugineum AF132506 Fransa Roux vd., 1999
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Tablo 2.4. (@evam

TUR ERISIM NO BOLGE REFERANS
IX402092 Fas Alvarado vd., 2012
Tuber nitidum JX402090 Ispanya Alvarado vd., 2012
JX402091 ispanya Alvarado vd., 2012
KX354290 Almanya Schiebold vd., 2017
Tuber ollgospermum FM205683 Macaristan Marjanovic vd., 2010
FM205603 ispanya Yayinlanmamig
Tuber rufum EF362475 Italya lotti vd., 2007
KX438360 Polonya Yayinlanmamis
FM205682 Sirbistan Yayinlanmamig
Tuber puberulum JF908746 Italya Osmundson vd., 2013
FM205643 Sirbistan Marjanovic vd., 2010
FM205695 Sirbistan Marjanovic vd., 2010
FN433156 Slovenya Yayinlanmamig
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3. BULGULAR VE IRDELEME

Zengin biyogesitlilige sahip, li¢ fitocografik bolgeye konumlanmis ve gesitli iklim
tiplerinin  gorildiigii  Tiirkiye’de  dogal olarak  yetisen ve  biyolojik
zenginliklerimizden olan ekonomik degeri yiiksek bazi Tuber tiirlerinin tilkemizdeki

cesitliligi morfolojik karakterler ve molekiiler teknikler kullanilarak tespit edilmistir.

3.1. Morfolojik Bulgular

Bu tez c¢aligmasi 18 il 29 lokaliteden elde edilen 50 adet Tuber 6rnegi tizerinde
yapilan morfolojik ve molekiiler calismalar1 kapsamaktadir (Sekil 3.1.). Incelenen
orneklerin toplandigi lokalitelere ait bilgiler Tablo 3.1.°de verilmistir.

Ornekler morfolojik olarak incelendiginde dokuz tiir tespit edilmistir. Bunlar; Tuber
aestivum, T. borchii, T. brumale, T.excavatum, T. ferrugineum, T. mesentericum, T.
nitidum, T. puberulum ve T. rufum’dur. Calismada kullanilan taksonlarin
makroskobik ve mikroskobik oOzellikleri ile habitat ve lokalite bilgilerini igeren
deskripsiyonlari, resimleri ile desteklenerck alfabetik sirali halde verilmistir.
Orneklerin taksonomik konumlarinin verilisinde Kirk ve Cannon (2008) takip

edilmistir.

Kirklareli

Kastamonu

Tekirdag  Istanbul Artvin

S ‘Osmaniye

Hatay

Cahsmada kullanilan Tuber drneklerinin elde edildigi iller

Sekil 3.1. Tuber tiirlerinin Tiirkiye’deki dagilimi
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Tablo 3.1. Orneklere ait lokalite, koordinat ve yiikselti bilgileri

No Lokalite (il) Lokalite (ilce- Koy vs.), Koordinat, Rakim
1 Antalya Akseki Orman Isletme Miidiirliigii, 37°02' K, 31°47' D 1080 m
2 Antalya Korkuteli Yazir-Giizle koyti arasi, 36°57' K, 30°18' D 1282 m
3 Artvin Saginka Acisu Mevkii 41°11' K, 41°53' D 1287 m
4 Aydm Dilek yarimadasi Aydinlik koyu, 37°42' K, 27°10' D 35 m
5 Aydmn Kuyucak Igdecik kdyii, 37°58' K, 28°34'D 1173 m
6 Bolu Mengen Elemen Koyii, 40°53'K 31°53' D 991 m
7 Burdur Bucak Beskonak kdyii, 37°25' K 30°40' D 904 m
8 Denizli Bozkurt Inceler kdyii, 37°42' K 29°33' D 1248 m
9 Denizli Buldan Siileymanli buldan Asri Mezarligi, 38°02' K 28°50' D 539 m
10 Denizli Honaz yukaridagdere koyii Sakligol, 37°46' K 29°23' D 1000 m
11 Denizli Pamukkale Kurtluca kdyii, 37°59' K 29°12' D 1270 m
12 Denizli Serinhisar Yatagan beldesi, 37°3728"K 29°23'04"D 1200 m
13 Denizli Tavas Nikfer Sahman yaylasi, 37°24' K 29°14' D 1433 m
14 Diizce Cumayeri Yeni yaka mah. Sirtpmar koyii, 40°53' K 30°56' D 430 m
15 Hatay Iskenderun Arsuz kdyii, 36°24' K 35°52' D 45 m
16 Istanbul Catalca Istiranca Daglar1 Kuzey Ormanlari Binkilig koyii,
41°29'K 28°14'D 138 m
17 [zmir Urla Ege Ormancilik Aragtirma Enstitiisti kampiisii,
38°21'K 26°49'D 70 m
18 Kastamonu Kiire Akyol Tiinel mevkii 41°48' K 33°42' D 855 m
19 Kirklareli Kofcaz kdyii, 41°56' K 27°11' D 660 m
20 Konya Aksehir, 1190 m
21 Mugla Dalaman Dartyeri Kdyii, 36°50' K 29°04' D 1040 m
22 Mugla Fethiye Cenger, 36°40' K 29°07' D 694 m
23 Mugla Fethiye Gokben Koyii, 36°35' K 29°15' D 445 m
24 Mugla Ula Cigekli yolu tizeri MYO gegince, 37°06' K 28°26' D 678 m
25 Ordu Fatsa Beyceli Mahallesi, 40°52' K 37°21' D 434 m
26 Osmaniye Karatepe koyt, 37°15' K 36°13' D 300 m
27 Osmaniye Zorkun yaylasi Ciftmazi piknik alani, 37°01' K 36°17' D 715 m
28 Samsun Carsamba Koklii koyii, 41°15' K 36°42' D 40 m
29 Tekirdag Saray Ergene merasi, 41°21' K 27°06' D 55 m

37



3.1.1. Tuber tiirlerine ait isimlendirme anahtari

1. Peridyum diizgiin veya sigilli-tomurcuklu, piramit seklinde sigiller yok, acik renklerde

koyu sari- kahverengi-kirmizi (a¢ik renkli triifler)...............ccoooviiiiiiinnienn e 2
2. Fruktifikasyon organi dip kisminda genis ve derin oyuklu ...........ccoevenrnene T. excavatum
2.* Fruktifikasyon organinda belirgin bir bazal 0yuk yok. .......ccccocoriiiininininiininennen 4

4* Sporlar sivri uclu igneli sekilde siislenmis.................cccoccoiiiniiiiiiie 5

5. Yiizeyi piiriizsiiz, kirli beyaz soluk sar1 renkte, spor spin uzunlugu <1,5 pm,

spinlerin dip kisimlar1 arasinda yer yer baglantilar var ..........c.cccceevevvvnienne. T. nitidum
5*. Yiizeyi belirgin tomurcuklu ve biraz sigilli, sarims1 -kirmizimsi kahverengi ........... 6
7. Askokarp sarims1 kahverengi, spin uzunlugu 1,8-2,5 pm arasinda......... T. rufum

7.* Askokarp kirmizimsi kahverengi, spin uzunlugu 2,5 -4 pm ...... T. ferrugineum

4. Sporlar agsi sekilde SUSIENMIS...............ccooiiiiiiiiiiiec e 8
8.* Sporlar genis elips seklinde, peridyumda seyrek sistidya var ............ T. borchii
8. Sporlar kiiremsi, Peridyumda yogun sistidya var............c.cccceeenee. T. puberulum

1.* Peridyum piramit benzeri sigillerle kapli, en az 1-2 mm genigliginde, her zaman koyu

kahverengi-kirmizidan siyahimsi kahverengi-siyah renklerde (siyah renkli triifler)....... 9

9.* Olgun gleba findik kahverenginde, ince damarli yapida, retikiilat sporlu................... 10

9. Olgun gleba grimsi kahverengi, kalin damarli yapida, spinat sporlu ............. T. brumale

10.*Fruktifikasyon organi az ya da ¢ok belirgin bir bazal oyuklu ..... T. mesentericum

10. Fruktifikasyon organinda bazal oyuk yok ........c.ccccoviiiiiiniiniiiiciinnne, T. aestivum

3.2. Tuber Cinsinin Sistematigi

Regnum: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clasis: Pezizomycetes

Ordo: Pezizales

Familia: Tuberaceae

Genus: Tuber P. Micheli ex F.H. Wigg.
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3.2.1. Tuber aestivum (Wulfen) Spreng
Sinonim;
Hymenangium aestivum (Wulfen) Rabenh.
Lycoperdon aestivum Wulfen
Tuber aestivum Vittad.
Tuber blotii Eudes-Desl.

Makroskobik ozellikler

Askokarplar1 kiiremsi, yuvarlak sekildedir. 2-10 cm biiyiikliiglinde olup siki, sert ve
saglam yapilidir. Yiizeyi tiiyslizdiir ve siyahimsi kahverenginde, bariz bir sekilde
piramitlere benzeyen basik sigillerle kaplidir. Bu sigiller cok koselidir ve genelde 4-6
kosesi bulunur. 2-4 (-6) mm ¢apinda 1-2 mm yiiksekligindedir. Sigillerin {izerindeki
3-5 adet dikey oluklar iistten bakildiginda merkezden yayilan yatay cizgilerle
ayrilmis pargalar halinde goriinmektedir. Kokusu olgunlastik¢a keskinlesen fenolik,
maya benzeri hos bir kokudur. Gleba oldukea siki, olgun olmayan orneklerde kirli
beyaz, olgunlastik¢a koyu findik kahverengiye doner ve kivrimlanarak dallanmig
say1siz ince beyaz damarlar ile mermerimsi goriiniim almaktadir (Sekil 3.2.a).
Mikroskobik ozellikler

Peridyum 2 tabakali, dis tabaka 70-140 pm kalinlikta ve yogun yerlerde koyu
kahverengindedir. Genislemis, koseli psodoparankima hiicreleri 5-12.5 pm
boyutlarindadir ve 1.5-3 pm kalinliginda kahverengi duvarlidir. Bu tabaka bir yerde
hiyalin ve daha biiyiik hiicrelere doniisiir ve bu kisim, hiyalin, ince duvarli, 3-6 pm
genisliginde hiflerden olusan 100-450 um kalinliktaki prozenkimatik i¢ tabaka ile
kaynasmaktadir (Sekil 3.2.b). Gleba ise 2.5-4 pm genisliginde, yaklasik 1 um duvarh
icige gecmis hiflerden olusmaktadir. Askuslar 1-6 sporlu, elips ya da kiiremsi
sekillerde, 10-13 um genisliginde 12-19 um uzunlugunda sapl, sap kismi hari¢ 60-
68 x 70-78 um boyutlarindadir (Sekil 3.2.c). Askosporlar elips ya da genis elips
seklinde, altin sarimsi kahverenginde, duvar kalinligi 1-2 pum olan agsi-peteksi
stislere sahiptir. Sporun ekseni boyunca 3-5 diizensiz ag gozii vardir. Ag gozleri 5.4-
12 um boyutlarindadir. Ag goézlerinin spor ¢evresinde olusturdugu igne seklindeki
yapilarin uzunlugu (retikiiler spin) 2.8-4.7 um arasindadir. Spor boyutlari
(Ornamentasyon hari¢) genel olarak (16-) 18.8-29.7 (-35) x 24.6-37.8 (-45) um
boyutlarindadir. 1 sporlu askus i¢inde bulunanlar 27.6-35 % 32-45 pm, 2 sporlu 22.5-
29.8 x 28-32.8 um, 3 sporlu 23-31 x 26.5-33.5 um, 4 sporlu 21.6-25.6 x 24.6-32 um,
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5 sporlu 18.8-24 x 26.6-30 um, 6 sporlu 18-20 x 23-27 pum boyutlarindadir (Sekil
3.2.d,e1).

Habitati: Tuber aestivum tiirleri yaygin olarak Pinus, Quercus ve Corylus tiirleriyle
ektomikorizal iliski kurmaktadir. Fagus, Carpinus tiirlerinin de bulundugu karisik
ormanlarda daha yaygin bulunmaktadir. Yazlik triif olarak bilinen bu tiir Nisan
aymndan Aralik ayma kadar bulunabilmektedir. En verimli aylar Nisan, Mayzs,
Haziran ve Temmuz aylardir.

Cahisilan ornekler: Denizli, Pamukkale, Kurtluca koyii (Lokalite 11), Pinus nigra
14.05.2013, MYG 14; Hatay, iskenderun, Arsuz koyii (Lokalite 15), Pinus brutia,
Quercus coccifera, 05.06.2013, Ugur Demirbilek, MYG 15, MYG 16; Burdur,
Bucak, Beskonak koyii, (Lokalite 7), Pinus brutia, Quercus coccifera, 20.06.2013,
Mustafa Turungoglu, MYG 18, MYG 19; Istanbul, Catalca, Istiranca daglar1 kuzey
ormanlari, Binkilic koyii (Lokalite 16), Corylus avellana, Pinus nigra, Quercus
ithaburensis, Q. frainetto, 28.08.2013, Kadir Ceryan, MYG 22; Kirklareli, Kofcaz
koyt (Lokalite 19), Quercus cerris, Pinus nigra, Carpinus sp., 08.09.2013, Bahadir
Cetinkaya, MYG 23; Ordu, Fatsa, Beyceli mahallesi, (Lokalite 25) Corylus avellana,
23.10.2013, Mehmet Yiicel, MYG 24; Bolu, Mengen, Elemen koyili (Lokalite 6),
Pinus nigra, Quercus spp., 01.11.2013, Tolga Keser, MYG 25; Artvin, Saginka
Acisu mevkii (Lokalite 3), Picea orientalis, Fagus orientalis, Carpinus betulus,
30.12.2013, MYG 29; Antalya, Akseki, Orman Isletme Miidiirliigii bahgesi (Lokalite
1), Tilia rubra, 31.05.2014, Esra Er, MYG 45; Mugla, Dalaman, Dariyeri Koyii
(Lokalite 21), Quercus cerris, Q. coccifera, Pinus brutia, Cedrus libani, 31.05.2014,
Siileymen Tiirkmen, MY G 46; Osmaniye, Karatepe koyii (Lokalite 26), Pinus brutia,
Quercus coccifera, 03.06.2014, Kadir Bazlica, MYG 47; Diizce, Cumayeri, Yeni
yaka mabhallesi, Sirtpinar koyii, (Lokalite 14), Corylus avellana, 04.06.2014, MYG
48. Izmir, Urla, Ege ormancilik Arastirma Enstitiisii kampiisii (Lokalite 17), Pinus
brutia, 11.04.2013,Cemhan Bucak, MYG 07.

Ulkemizdeki yayihsi: Tuber aestivum tiirii iilkemizde Denizli (Gezer vd., 2014;
Tiirkoglu vd., 2015), Artvin, Bolu, Burdur, Antalya, Diizce, Hatay, Istanbul, izmir,
Kirlareli, Mugla, Ordu, Osmaniye (Tiirkoglu vd., 2015) ve Konya (Alkan vd., 2018)

illerinde yayilis gostermektedir.

Siyah triiflerden olan Tuber aestivum tiiriine ait askokarplar peridyumunun kaba

piramit seklinde sigillerle kapli olmasi ve glebanin ince, koyu findik kahverengi ve
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kirli beyaz damarli mermer goriiniimiinden ayirt edilebilmektedir. Benzer
morfolojiye sahip T. mesentericum tiirli ise topraktan ¢iktiginda olgun ise yogun tiip
gaz1 benzeri kokusu ve dip kisminda bulunan derin oyuk ile T. aestivumdan ayirt
edilebilmektedir. T. aestivum ve T. mesentericum sporlar1 birbirine olduk¢a benzerdir
sadece T. mesentericum sporlar1 nispeten daha biiylik ve diizensiz ¢okgen sekilde
agsi siislere sahiptir (Montecchi ve Sarasini 2000). Bir diger siyah triif olan ve benzer
sekilde sigillerle kapli T. brumale ise sigillerin nispeten kiigiik olusu, glebanin grimsi
ve daha koyu renkli olmasi ve genis beyaz damarli mermer goriintiisiine sahip olmasi
nedeniyle ilk bakista T. aestivum’dan ayirt edilmektedir. Mikroskobik agidan ise T.
brumale sporlarinin spinat (igne seklinde spinler ile siislii) olmasi ile ayrilmaktadir

(Montecchi ve Sarasini 2000, Trappe vd. 2007, Riousset vd. 2001).
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Sekil 3.2. Tuber aestivum. a. Askokarp, b. Peridyum, c-e. Askus, d-f. Askospor
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3.2.2. Tuber mesentericum Vittad.
Sinonim;
Tuber aestivum var. mesentericum (Vittad.) E. Fisch.

Tuber culinare var. mesentericum (Vittad.) Zobel

Makroskobik Ozellikler

Askokarp 2-4 cm biiyiikligiinde, subgloboz veya diizensiz sekillerde olup oyuk
bulunmaktadir. Yiizeyinde siyahimsi kahverengiden siyaha doniik renkte olup keskin
piramit seklinde sigiller bulunmaktadir. Sigiller 4-6 kenarli, 2-4 mm genisligindedir.
Diizensiz ¢okgen seklinde olup yiizeylerinde genellikle merkezden yayilan kiiciik
oluklar bulunmaktadir. Gleba ilk basta kirli beyaz renkte sonrasinda kahverengi olup
kirli beyaz ve kahverengi damarli mermer goriiniimii almaktadir (Sekil 3.3.a).
Mikroskobik Ozellikler

Peridyum 220-550 pm kalinliginda olup 2 tabakalidir: Dis tabaka 50-150 pm
kalinliginda, siyahimsi kahverengidir, genislemis hiicreler hiyalin olup kd&seli
yapidaki hiicreler 10-20 x 5-10 pm boyutlarinda, + 2 pm kalinligindaki hiicre
duvarina sahiptir; i¢ tabaka 150-400 pm kalinliginda, kirli beyaz renkte olup £ 2 pm
kalinliginda hiicre duvarli, 3.5-6 um genisliginde, hiyalin hiflerin olusturdugu ic ice
dokunmus yapidadir (Sekil 3.3.b). Gleba 3.5 - 7 um genisliginde, £ 1 pm
kalinliginda hiicre duvarma sahip, hiyalin hiflerin olusturdugu i¢ ice dokunmus
yapidadir. Askuslar 55-75 x 40-60 um boyutlarinda, £ 2 pm kalinligindaki hiicre
duvariyla kisa sapli kese bigimindedir, 1-4 sporludur (Sekil 3.3.c). Askosporlar spor
stisleri hari¢ (22) 26-35 (38) x 21-30 (36) um araligindadir. Askus igerisindeki
sayilarina gore 1 sporlular (27) 30-33 (38) % (23) 27-36 um, 2 sporlular 26-35 x 23-
28 (36) um, 3 sporlular (26) 28-33 x (23-) 26-30 um, 4 sporlular 22-29 x 21-25 pm
boyutlarindadir. Nadiren globoz sekildedir. Ancak genellikle elips veya genisge elips
seklinde, sarims1 kahverengidir, uzunlugu 5.5 pm’ye ¢ikan, ags1 ve petekli yapilarla
slislenmis, spor ekseni boyunca 3-5 adet ag g6zii mevcuttur (Sekil 3.3.d).

Habitati: Kiregli topraklarda, genellikle Pinus ve Quercus tiirlerinin karigik
bulundugu ormanlarda yayilis gostermektedir. Yaz aylarinda ve sonbaharin
baslangicina kadar bulunabilmektedir.

Calistlan 6rnekler: Denizli, Bozkurt, inceler kdyii (Lokalite 8), Pinus nigra,
Quercus coccifera, Q. cerris, 15.06.2012, MYG 04.
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Ulkemizdeki yayiisi: Castellano ve Tiirkoglu (2012) Tuber mesentericum tiiriinii
Denizli ilinden yayilis gosterdigini bildirmistir.

Siyah triiflerden olan Tuber mesentericum tiiriine ait askokarplar derin bir oyuk
bulundurmalariyla diger tiirlerden ayrilmaktadir. Peridyumunun kaba piramit
seklinde sigillerle kapli olmasi ve glebanin findik kahverengi olmasiyla T. aestivum
tiiriine benzese de topraktan ¢iktiginda olgun ise yogun tiip gazi benzeri kokusu ile T.
aestivumdan ayirt edilebilmektedir. Mikroskobik agidan ise T. mesentericum sporlari
nispeten daha biiyiik ve diizensiz ¢cokgen sekilde agsi siislere sahiptir (Montecchi ve
Sarasini 2000). Benzer sekilde sigillerle kapli T. brumale ise glebanin grimsi ve daha
koyu renkli olmasi ve genis beyaz damarli mermer goriintiisiine sahip olmasi
nedeniyle makroskobik agidan T. mesentericum’dan ayirt edilmektedir. Mikroskobik
agidan ise T. brumale sporlarinin spinat, T. mesentericum sporlarinin ise retikiilat
olmasi ile ayrilmaktadir (Montecchi ve Sarasini 2000, Trappe vd. 2007, Riousset vd.
2001).

Sekil 3.3. Tuber mesentericum. a. Askokarp, b. Peridyum, c. Askus, d. Askospor
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3.2.3. Tuber brumale Vittad.

Sinonim:

Hyperrhiza moschata (Bull.) Kuntze

Oogaster brumalis (Vittad.) Corda

Tuber moschatum Bull.
Makroskobik Ozellikler
Askokarplar 2-5 cm ¢apinda, yuvarlak, genellikle hafif basik sekilde, yiizeyi siyah,
siyahims1 kahverenginde koseli, piramit ve ¢okgen genellikle altigen, iri sigillerle
kaplidir. Sigiller 1-2.5 mm genisligindedir. Merkezde hafifce basik ve genellikle
merkezden disa dogru yayilan oluklar bulunmaktadir. Gleba ilk basta kirli beyaz
olgunlastiginda koyu kahverengi verimli tabaka iizerinde krem renkli, genis
damarlari bulunan mermerimsi bir gorliinimii almaktadir. Sarimsak aromali bir
kokuya sahiptir (Sekil 3.4.a).
Mikroskobik Ozellikler
Peridyjum 60-150 um kalinliginda olup 3 tabakalidir, dis tabaka 20-60 pm
kalinligindadir. Psédoparankimatik yapida olan bu tabaka turuncu kahverengi duvarl
10-15 x 25-30 pum boyutlarindaki hiicrelerden olugmustur. Yaklagik 2 pm
kalinligindaki duvarlar neredeyse hiicreler i¢ini doldurmus gibi gériinmektedir. Orta
tabaka 40-90 pum kalinhginda, kirli beyaz veya sarimsi kahverengidir, hiyalin
hiicreler dis tabakaya nispeten daha kiigiik boyutlarda olup yaklagik 2 pm
kalliginda hiicre duvarina sahiptir. I¢ tabaka kirli beyaz veya sarims1 kahverengidir,
prozenkimatik yapida olup 3-6 um genisliginde, yaklasik 1 pm kalinliginda hiicre
duvarina sahip i¢ ige gegmis hiyalin hiflerden olugmaktadir (Sekil 3.4.b). Gleba 4-8
um genigliginde, yaklagik 1 pm kalinhiginda hiicre duvarina sahip i¢ ige gegmis
hiyalin hiflerden olugmaktadir. 10-12 pm genisliginde hiicreler de bulunmaktadir.
Askuslar 40-70 x 50-80 um boyutlarinda, kiiremsi bazen genis elips seklinde, sapsiz
ya da ¢ok kisa sapl, 2-3 pum kalinliginda hiicre duvarina sahiptir. 1-6 sporludur
(Sekil 3.4.c). Askosporlar elips seklinde, altin kahverengi bazen koyu kahverenginde,
ince ve esnek dikenlerle siisliidiir. Spor siisleri hari¢ genel olarak 14-27 x (-20) 30-
50 um boyutlarindadir. Askus igindeki sayilarina gore 1 sporlular 20-27 x 32-47 (50)
um, 2 sporlular 19-27 x 29-41 um, 3 sporlular 20-27 x 26-45 um, 4 sporlular 16-23
x 23-36 um, 5 sporlular 16-22 x 23-36 um, 6 sporlular 14-21 x 20-30 pm
boyutlarindadir. Dikenler 4-8 pm uzunluktaki, keskin sivri ugludur (Sekil 3.4.d).
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Habitati: Genellikle Corylus tiirlerinin bulundugu ormanlarda olmak iizere Pinus
tiirleriyle karisik ormanlarda yayilis gostermektedir. Eyliil ayindan Mart ayina kadar
bulunabilmektedir.

Cahisilan 6rnekler: Osmaniye, Zorkun yaylasi, Ciftmazi piknik alan1 (Lokalite 27),
Pinus brutia, 23.01.2013, MYG 05; Samsun, Carsamba, Koklii koyii (Lokalite 28),
Corylus avellana,12.11.2012, MY G 06.

Ulkemizdeki yayihsi: Nigde (Oztirk vd. 1997), Denizli (Gezer vd., 2014),
Osmaniye ve Samsun’da (Tirkoglu ve Castellano, 2014) yayilis gostermektedir.
Peridyumu sigillerle kapl siyah triiflerden olan T. brumale sigillerin nispeten kiigiik
olusu, glebanin grimsi ve daha koyu renkli olmasi ve genis beyaz damarli mermer
goriintlisiine sahip olmasi nedeniyle makroskobik olarak T. aestivum ve T.
mesentericum’dan ayirt edilebilmektedir. Ayrica askokarpta oyuk bulunmamaktadir.
Bu 6zellik ile T. mesentericum’dan ayrilmaktadir. Mikroskobik ag¢idan ise T. brumale
sporlarmin spinat (igne seklinde spinler ile siisli)) olmasi T. aestivum ve T.
mesentericum’dan ayirt edilebilmektedir (Montecchi ve Sarasini 2000, Trappe vd.
2007, Riousset vd. 2001).

Sekil 3.4. Tuber brumale. a. Askokarp, b. Peridyum, c. Askus, d. Askospor
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3.2.4.Tuber borchii Vittad.

Sinonim;

Rhizopogon borchii (Vittad.) Rabenh.

Tartufa albida (Picco) Kuntze

Tuber albidum Picco
Makroskobik Ozellikler
Askokarp 2-4 (6) cm biiylikliiglinde, patatese benzeyen yuvarlak sekilde olup yiizeyi
hafif kadifemsidir. Stereomikroskop altinda incelendiginde ozellikle bosluk ve
cokiintli olan kisimlarda tiiyler daha belirgindir. Olgunlastik¢a yilizeyinde catlaklar
olusabilir. Gen¢ Ornekler daha agik renktedir fakat olgunlastikga koyulasarak
kahverengine doner. Genellikle sarimsi1 kahverengi veya koyu kirmizi noktali
kirmizims1 kahverengi gibi c¢esitli renklerde olabilmektedir. Gleba ilk basta
beyazimsi bej renkte, olgunlastikca koyu kirmizimsi kahverengidir. Birbirleriyle
baglantili, dagimnik dallanmig, genis beyaz damarlar bulunmaktadir. Bu haliyle
mermere benzemektedir. Olgun Orneklerde askuslarin kiimelenerek olusturdugu
kiigiik kahverengi kiireler biiyiiteg ile goriilebilmektedir. Kokusu yogundur ve
tatlimsidir (Sekil 3.5.a).
Mikroskobik Ozellikler
Peridyum hiyalin ve 2 tabakalidir, dis tabaka 55-85 pm kalinliginda kirmizimsi
kahverengi pigmentli genis hiicrelerden olusmaktadir. Psddoparankimatik yapida
olan bu tabakanin hiicrelerinin boyutlar1 9-19 x 12-21 pm arasinda degismekte olup
duvar kalinlig1 1,8-3 um arasindadir. Yer yer goriilen dermatosistidya yapilar1 dip
kisimdan uca kadar aynm1 genisliktedir fakat bazilar1 uca dogru incelmektedir. 50-80
um boyunda ve 3-5 um genisligindedir. I¢ tabaka 100-150 um kalinliginda, hiyalin,
yaklagik 1 um kalinliginda duvarli, genis ve karismis haldeki hiflerden olusmaktadir.
Hifler 4.5- 9 um genisligindedir ve ¢ok sayida bolmelidir (Sekil 3.5.b). Gleba 3-8 um
genisliginde, yaklagik 1 um kalinhiginda hiicre duvarli, i¢ ice ge¢mis hiflerden
olusmustur. Askuslar elips seklinde yuvarlak sap kismi hari¢ 65-83 % 73-86,5 um
boyutlarinda, sap kismi 33.5 um’ye kadar uzunluktadir. 1.3-1.8 pum kalinliginda
hiicre duvarina sahiptir, glebal hiflerin arasinda matriks igerisinde goémiiliidiir,
genellikle 1-4 sporludur nadiren 5-6 sporlu askuslarda bulunmaktadir (Sekil 3.5.c).
Askosporlar genis elips seklinde, sarims1 kahverengi, kirmizimsi kahverengindedir.
Sporlarin boyutlar1 spor siisleri hari¢ genel olarak, 24.5 - 35 (-40,5) x (30-) 35-45 (-
53) um araligindadir. Askus i¢indeki sayilarina gore boyutlar1 degismektedir.
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Buna gore; 1 sporlularda 28.5- 41 x 36.5 -53 pum, 2 sporlularda 30.5-35.5 x 36.5-44.5
um, 3 sporlularda 26 32 X 34,5-42 um, 4 sporlularda 27-30 x 36-45 pum, 5
sporlularda 27.5-29 x 36-45 um, 6 sporlularda 24.5-26 x 29.5-30.5 um
boyutlarindadir. Sporlar agsi-gozenekli siislere sahiptir. Bu gozenekler g¢okgen
seklindedir ve spor ekseni boyunca (4) 7-8 (10) adet gbozenek bulunmaktadir.
Gozeneklerin blytkliigi 4.5-9.5 pm araligindadir. Gozeneklerin spor ¢evresinde
olusturdugu retikiiler spinlerin uzunluklar1 3-8 um arasinda degismektedir (Sekil
3.5.d).

Habitati: Genellikle Pinus, Corylus, Carpinus ve Quercus tiirlerinin karisik
bulundugu ormanlarda yayilis gostermektedir. Mart ayinda olgun askokarplar
bulunabilmekte olup Kasim ayindan Mayis ayina kadar 6rnek bulunabilmektedir.
Calsilan ornekler: Tekirdag, Saray, Ergene merast (Lokalite 29), Pinus nigra,
Carpinus betulus, Q.cerris, Q. robur, 22.11.2013, MYG 27; Mugla Fethiye
Cenger(Lokalite 22), Quercus cerris, Q. pubescens, Pinus brutia, 9.03.2014, MYG
32; Aydin, Kuyucak, Igdecik kdyii (Lokalite 5), Quercus cerris, Q. ithaburensis,
19.03.2014, MYG 37.

Ulkemizdeki yayihsi: Kahramanmaras (Kaya, 2009), Denizli (Gezer vd., 2014),
Aydin, Mugla, Samsun ve Tekirdag (Elliot vd., 2016) illerinde yayilis
gostermektedir.

Beyaz triiflerden olan T. borchii glebasinin koyu kirmizims: kahverenginde, beyaz
damarli mermer goriiniimiinde olmasi ve sarimsagi andiran keskin kokusuyla diger
beyaz triiflerden ayrilmaktadir.

Peridyumun psddoparankimatik olmas1 hem de yilizeyinde dermatosistidya bulunmasi
ve retikiilat sporlara sahip olmasi ile Rufum grubu orneklerinden ayrilmaktadir
(Montecchi ve Sarasini 2000, Riousset vd. 2001). T. borchii’nin yiizeyinde nadiren
dermatosistidya bulunmasi ve sporlariin genis elips seklinde olmasi T. puberulum
tirlinden ayiran 6nemli 6zelliklerdir (Montecchi ve Sarasini 2000). Ayrica ticari
degeri yiiksek T. magnatum tiirii ile de makroskobik agidan oldukca benzer oldugu
icin karigtirnlmaktadir. Ancak T. magnatum glebasinin et pembesi renkte olmast,
daha yogun mayali peyniri andiran kokuya sahip olmasi ve sporlarinin kiiremsi ve ag
gozlerinin daha biiyiik ve az sayida olmasiyla ayirt edilebilmektedir (Riousset vd.
2001). Ayrica yetisme donemleride farklilik gostermektedir. T. magnatum sonbahar
ve erken kig doneminde yetisirken T. borchii kis boyunca ve erken bahar doneminde

yetigir (Trappe vd. 2007) .
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Sekil 3.5. Tuber borchii. a. Askokarp, b. Peridyum, c. Askus, d. Askospor

3.2.5. Tuber puberulum Berk. & Broome
Sinonim;
Tuber puberulum var. albidum Bucholtz,
Tuber puberulum var. borchioides G. Gross
Tuber puberulum var. longisporum Bucholtz

Tuber puberulum var. michailowskjanum Bucholtz

Makroskobik Ozellikler

Askokarp 0.6-1.5 cm’ye kadar ¢ikabilen biiyiikliikte, globoz veya subgloboz sekilde,
kirli beyazdan agik sarimsi, sarimsit kahverengiye doniik renkte, bazen acik
pembemsi renkte olup yiizeyi kuru ve beyaz ince tiiylerle kapli kadifemsi yapidadir.
Gleba ilk basta gri renkte, olgunlastiginda koyu grimsi kahverengidir, peridyumdan
baslaylp gleba icerisine yayilmis, 1 mm’ye kadar genisleyen diizensiz beyaz
damarlar mermer goriinlimii vermektedir. Olgunlastikga askuslar biiyiite¢ ile
goriilebilecek kiigiik kahverengi kiireler olusturur. Kiireler glebanin verimli kismina

dagilmis halde bulunur (Sekil 3.6.a).
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Mikroskobik Ozellikler

Peridyum 230-250 um kalinliginda olup 2 tabakalidir. 80-100 pm kalinligindaki dis
tabaka agik kirmizimsi renktedir. Psddoparankimatik yapidadir. 1.4-2.2 pum
kalinliginda hiicre duvarina sahip 11.3-14.5 um genisliginde hiicrelerden meydana
gelmektedir. 90-150 pum kalinligindaki i¢ tabaka gevsek i¢ ice dokunmus hifli
yapidadir. Hifler +2 um kalinliginda duvarli 5-7 um genisligindedir. D1s yiizeyinde
kalabalik halde dermosistidyalar bulunur. Dermosistidyalar +1 pm kalinliginda hiicre
duvarma sahip 5-8 pum genisliginde 118 pm boyunda, u¢ kismima dogru giderek
incelen yapidadir. Peridyal yilizeyden ¢ikan bu yapilar hifsel uglara sahip belirgin
tilysii yapiyr olusturmaktadir (Sekil 3.6.b). Gleba 5-10 um genisliginde, =1 pm
kalinliginda hiicre duvarina sahip, peridyuma gore ¢ok az daha genislemis, siklikla
yag damlaciklar1 bulunduran hiflerin olusturdugu i¢ ice dokunmus yapidadir.
Askuslar 65-80 x 65-90 um boyutlarinda, 2 pm kalinliginda hiicre duvarina sahiptir.
Subgloboz veya elips seklinde, glebal hifler igerisinde gomiilii halde olmak tiizere
tipik olarak sapsiz ve 1-4 sporludur (Sekil 3.6.c). Askosporlar subgloboz veya elips
seklinde spor siisleri hari¢ 25-48 x 23-44 pm boyutlarinda, sarimsi kahverengi
goriinlimde olup askus igerisindeki sayilarina gore 1 sporlular 46-48 x 40-44 um, 2
sporlular 34-50 x 29-41 um, 3 sporlular 25-42 x 23-35 pum, 4 sporlular 26-35 x 24-
29 pum boyutlarindadir, kirmizims1 kahverengi siisler agsit petek goriiniimiindedir.
Cokgen seklindeki ag gozleri eksen boyunca 6-8 (11) adet bulunur ve 5-7 pum
uzunlugundadir (Sekil 3.6.d).

Habitati: Kiregli topraklarda, genellikle Pinus ve Quercus tiirlerinin karisik
bulundugu ormanlarda yayilis gostermektedir. {lkbahar aylarmda bulunmaktadir.
Calisilan o6rnekler: Osmaniye, Zorkun yaylasi, Ciftmazi piknik alan1 (Lokalite 27)
Quercus cerris, Quercus coccifera, Pinus brutia, 12.04.2012, MYG 01; Denizli,
Buldan, Siileymanli Asri Mezarlig1 (Lokalite 9), Quercus ilex, 22.12.2013, MYG 28;
Mugla, Ula, Cigekli yolu tizeri, MYO gegince (Lokalite 24), Quercus coccifera ve
Pinus brutia, 06.02.2014, MYG 30, 03.03.2014, MYG 31; Mugla, Fethiye, Gokben
Koyt (Lokalite 23) Quercus cerris, Q. pubescens, Q. coccifera, 09.03.2014, MYG
33; Aydm, Kuyucak, igdecik koyii (Lokalite 5), Quercus cerris, Q. ithaburensis,
19.03.2014, MYG 36; Denizli, Tavas, Nikfer, Sahman yaylas1 (Lokalite 13), Pinus
nigra, Juniperus excelsa, Juniperus oxycedrus, 05.06.2014, MYG 50.

Ulkemizdeki yayihsi: Ulkemizde Aydim, Denizli, Mugla ve Osmaniye illerinde
yayilis gostermektedir (Elliot vd., 2016).
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Beyaz triiflerden olan T. puberulum glebasinin grimsi kahverenginde ve yiizeyinin
kadifemsi olmasi ile taninmaktadir. Ancak diger beyaz triiflerle olduk¢a benzer
morfolojiye sahiptir. Bu nedenle mikroskobik morfolojiyle ayrim daha kesin olarak
yapilmaktadir. T. puberulum tiiriiniin kiiremsi sporlara sahip olmasi ve peridyum
yiizeyinin ¢ok sayida sistitlerle kapli olmasi bu tiirii T. borchii’den ayiran 6nemli
ozelliklerdir. Sporlar1 genis elips seklinde ve peridyumu tamamen prozenkimatik
olan T. maculatum tiiriinden de spor ve peridyum farkiyla ayrilmaktadir (Montecchi
ve Sarasini 2000). Benzer makroskobik morfolojiye sahip Tuber rapaeodorum tiirii

ise elips seklinde sporlariyla T. puberulum’dan ayrilmaktadir (Halasz vd., 2005).
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Sekil 3.6. Tuber puberulum. a. Askokarp, b. Peridyum, c. Askus, d. Askospor
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3.2.6. Tuber excavatum Vittad.
Sinonim;
Tuber excavatum f. globispora Vacek
Tuber excavatum var. fulgens G. Gross

Tuber lapideum Mattir.

Makroskobik Ozellikler

Askokarplar 1-2 cm biiyiikligiinde, kiire seklinde yuvarlak olup alt kisminda belirgin
bir oyuk bulunur. Epitetini de buradan almaktadir. (cavity; oyuk). Yiizeyinde kiiciik
tomurcuklar yer yer kaba sigiller mevcuttur. ilk basta soluk sarimsi kahverengi
olgunlastiginda kirmizims:1 kahverengidir. Gleba ilk basta kirli beyaz soluk sari
renkte, sonunda kirmizimsi: kahverengi olur, oyuk dibinden baslayip askokarp
yiizeyine dogru dallanan kirli beyaz damarlar ile birlikte mermerimsi goriiniim
almaktadir (Sekil 3.7.a).

Mikroskobik Ozellikler

Peridyum 280-400 pm kalmligindadir ve 2 tabakahidir. Dis tabaka
psodoparankimatik yapida olup 95-200 pm kalinligindadir. Genislemis hiicreler 1,8-
3,5 um kalinhginda duvarh, 6-10 x 7-16 um boyutlarindadir. I¢ tabaka
prozenkimatik yapida olup 150-200 um kalinligindadir. Yaklasik 2 pm kalinliginda
duvarli, 1.8-2.5 pm genigliginde kismen parallel dizilmis, i¢ i¢ce ge¢mis hiyalin
hiflerden olusmaktadir (Sekil 3.7.b). Gleba yaklasik 1 pm kalinliginda duvarli, 3.5-4
um genisliginde, hiyalin i¢ ige ge¢mis hifli yapidadir. Askuslar kiire veya elips
seklindedir. 38-55 % 57-92 pm boyutlarinda, 2.5-5 um kalinliginda hiicre duvarina
sahiptir. Sap 5-10 x 18-20 um boyutlarindadir. 1-4 sporludur (Sekil 3.7.c).
Askosporlar spor siisleri hari¢ genel olarak 24.5-34 x 26-37 um boyutlarindadir.
Sarims1 kahverengindeki sporlar askus icindeki sayilarina goére; 1 sporlular 23-30 x
26-32,5 um, 2 sporlular 31.5-34 x 33.5-37 um, 3 sporlular 25.5-28.5 x 29-33 (-37)
um, 4 sporlular 25-29 x 26.5-34 um boyutlarindadir. Q degeri 1,1 dir. Kiire seklinde
olup bazen genis elips seklindedir. Ags1 petekli siisler spor ekseni boyunca 2-3 adet
bulunmaktadir. Ag gozlerini boyutlart 9-17 x 12-19 pm arasinda degismektedir.
Retikiiler spin uzunlugu 4.5-6 pm arasinda degismektedir (Sekil 3.7.d).

Habitati: Kiregli topraklarda, genellikle Pinus ve Quercus tiirlerinin karisik

bulundugu ormanlarda yayilis gdstermektedir. Ilkbahar aylarinda bulunmaktadir.
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Calsilan érnekler: Denizli, Bozkurt, Inceler koyii (Lokalite 8), Pinus nigra,
Quercus coccifera, Q. cerris, 15.06.2012, Niyazi Ulugoban, MYG 03.

Ulkemizdeki yayihsi: Denizli ilinde (Tiirkoglu ve Castellano, 2014) yayilis
gostermektedir.

Peridyum ve gleba rengi, askokarp biiyiikliikleri olduk¢a benzer olan beyaz triiflerde
bazal oyuk bulunmasi 6nemli bir &zelliktir (Bonito vd., 2010b). Makroskobik olarak
ilk basta askokarpin dip kisimda belirgin bir oyuk bulunmasi T. excavatum tiiriiniin
diger tiirlerden ayrimimi saglamaktadir. (Montechii ve Sarasini, 2000; Riousset vd.,

2001).

Sekil 3.7. Tuber excavatum. a. Askokarp, b. Peridyum, c. Askus, d. Askospor
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3.2.7. Tuber rufum Pollini
Sinonim;
Tuber lucidum Vittad.
Tuber rufum var. apiculatum E. Fisch.
Tuber rufum var. brevisporum E. Fisch.
Tuber rufum var. oblongisporum E. Fisch.

Tuber rutilum R. Hesse

Makroskobik Ozellikler

Askokarp 1-3 cm boyunda, subgloboz veya diizensiz sekilde olup ylizeyi ince
tomurcuklu bazen sigillidir, sarims1 kahverengiden kirmizimsi kahverengiye doniik,
bazen siyaha yakin benekli goriiniimdedir. Gleba ilk basta beyaz renkte, giderek
soluk kirmizimsi1 kahverengiden koyu kirmizimsi kahverengine doner. Kirmizimsi
kahverenginden kirli beyaza doniik renkteki genis, belirgin damarlar mermer
goriiniimii vermektedir (Sekil 3.8.a).

Mikroskobik Ozellikler

Peridyum 340-380 um kalinliginda olmak tizere 2 tabakalidir: dis tabaka soluk
sartdan sarimsi1 kahverengiye doniik renkte, yaklasik 1 pm kalinlifinda hiicre
duvarma sahip ve 3-5 pm genisliginde igice ge¢mis siki hifli yapidadir. i¢ tabaka
Kirli beyaz renktedir, 3.5-4.5 um genisliginde, = 2 pm kalinliginda hiicre duvarina
sahip hiyalin, cogunlukla i¢ i¢ce dokunmus bazen paralel hiflerden olusmaktadir
(Sekil 3.8.b). Gleba hiyalin, 3.5-7.0 um genisliginde, £ 2 um kalinliginda hiicre
duvariyla hiyalin hifler i¢ ice dokunmus kismen paralel yapidadir. Askuslar sap
kismu1 hari¢ 50-90 x 40-50 pm boyutlarinda, 2-3.5 pm kalinliginda hiicre duvarina
sahiptir. Comak seklinde olup sap kismi 30 um’ye kadar ¢ikabilen uzunluktadir. 1-5
sporludur (Sekil 3.8.c). Askosporlar spor siisleri hari¢ (13.5-) 15-21 (-27) x 17 (26)-
30 (38) wm boyutlarinda olup askus icerisindeki sayilarina gore 1 sporlular 17-27 x
26-38 pum, 2 sporlular 16-24.5 x 19-37.5 um, 3 sporlular 13.5-21 x 19-28.5 um, 4
sporlular 15-20 x 17-27 um, 5 sporlular 15-18 x 17.5-27 um boyutlarindadir, elips
seklinde, sarims1 kahverengidir, 1.8-2.5 um uzunlugunda sivri uglu igne seklindeki
yapilarla siislenmistir. Q degeri 1.3-1.6’dir (Sekil 3.8.d).

Habitati: Oldukg¢a genis yayilisa sahiptir. Genellikle Pinus ve Quercus tiirlerinin
karisik bulundugu ormanlarda yayilis géstermektedir. Ilkbahardan sonbaharin sonuna

kadar bulunabilmektedir (Montechii ve Sarasini, 2000).
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Cahsilan ornekler: Denizli, Honaz, yukaridagdere koyii, Sakligol (Lokalite 10),
Pinus nigra, Quercus cerris,14.05.2013, MYG 12, MYG 13; Kastamonu, Kiire-
Akyol Tiinel mevkii (Lokalite 18), Abies nordmanniana, Fagus orientalis,
11.06.2013, Serkan Seving, MYG 17; Antalya, Korkuteli, Yazir-Giizle koyii arasi
(Lokalite 2), Pinus brutia, Quercus cerris, 20.06.2013, Mustafa Turungoglu, MYG
20; Burdur, Bucak, Beskonak koyii (Lokalite 7), Pinus brutia, Quercus coccifera,
1.11.2013, Osman Coban, MYG 26; Aydin, Dilek Yarim adasi Aydinlik koyu
(Lokalite 4) P. brutia, Q. ilex, Ceratonia siliqua, 19.03.2014, MYG 34; Osmaniye,
Zorkun yaylasi, Ciftmazi piknik alani (Lokalite 27), Pinus brutia, Quercus cerris, Q.
coccifera, Pinus nigra, Acer planatus, 5.04.2014, Fatih Kaya, MYG 40.
Ulkemizdeki yayihsi: Ulkemizde Burdur, Denizli, Mugla (Tiirkoglu ve Castellano,
2014; Tirkoglu vd., 2015), Konya, Kastamonu, Antalya (Tirkoglu ve Castellano,
2014), Bolu, Aydin ve Osmaniye (Tirkoglu wvd., 2015) illerinde yayilis
gostermektedir.

Kaynaklarda Rufum grubu olarak gegen T. ferrugineum, T. rufum ve T. nitidum
tiirleri sporlarinin spinat olmasiyla diger beyaz triiflerden ayrilmaktadir. Knapp
(1950) grup i¢inde en erken tarif edilen tiir Tuber rufum oldugu i¢in bu gruba rufum
grubu adin1 vermistir (Zambonelli vd., 2016). Bu grupta spor boyutlar1 ve sekillerinin
cok benzer olmasi nedeniyle morfolojik verilerle ayrim oldukc¢a zordur. Molekiiler
veriler 1s18inda elimizdeki  Ornekler ile  kaynaklarda  gegen tarifler
degerlendirildiginde T. rufum o&rneklerinin sarimsi kahverengi ve beyaz ¢atlakli
askokarplart ve sporlarmin spin uzunluklarmin (1.8-2.5 pm) farkli olmasiyla T.

ferrugineum ve T. nitidum tiirlerinden ayrildig: goriilmektedir.
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Sekil 3.8. Tuber rufum. a. Askokarp, b. Peridyum, c. Askus, d. Askospor

3.2.8. Tuber ferrugineum Vittad.

Sinonim;

Tuber ferrugineum var. balsamioides Bucholtz

Tuber rufum f. ferrugineum (Vittad.) Montecchi & Lazzari
Makroskobik Ozellikler
Askokarp biiyiikliigli 2 cm’ye varmaktadir. Kiiremsi sekilde veya diizensiz sekillerde
olup ilk basta daha agik renkte olgunlastiginda kirmizimsi kahverengiye
donmektedir. Yiizeyinde Onemli derecede beyaz catlaklar baskindir, = 1 mm
kalinliginda peridyumdan alinan kesitte dis tabakadaki yiizeye gore rengi daha
aciktir. Gleba sik1 yapida, beyaz veya agik gri renktedir, diizensiz beyaz damarlar ile
birlikte mermer goriiniimiinii almaktadir. Oldukga hos kokuludur (Sekil 3.9.a).
Mikroskobik Ozellikler
Peridyum 215-390 pm kalinliginda, hiyalin olup 2 tabakalidir: dig tabaka 15-50 um

kalinligindadir, kirmizims1 kahverengidir, yogun i¢ ice ge¢mis pigmentli hifler 1-4
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um genisliginde, £1 pm kalinhiginda hiicre duvarina sahiptir. i¢ tabaka 200-350 um
kalinliginda, yogun i¢ ice ge¢mis yar1 saydam hifler £1 pm kalinliginda duvarl, 1-4
um genisliginde olup glebal ve peridyal hiflerin birlestigin yerde yogunluk
azalmaktadir.

Bunun yani sira T. rufum tiiriiniin aksine peridyumun higbir kisminda genislemis
hiicreler bulunmamaktadir (Sekil 3.9.b). Gleba hiyalin, hifler 3-5 um genisliginde
olup i¢ ice dokunmus yapidadir, seyrek olarak bulunan yag damlacikli ve £1 pm
kalinliginda hiicre duvarina sahiptir. Askuslar elips veya yumru seklinde, bazen igsi
yapidadir, sap kismi hari¢ 60-75 x 35-50 pum boyutlarinda, sap kismi 30 pm’ye
cikabilen uzunlukta ve u¢ kisma dogru sivrilmektedir, £3 pm kalinliginda hiicre
duvarina sahip, glebal hifler matriks icerisinde goémiilii halde, genel itibariyle 1-4
sporludur nadiren 5 sporludur (Sekil 3.9.c). Askosporlar elips seklinde, spor siisleri
hari¢ 18-43 x 15-29 um boyutlarinda sarims1 kahverengidir, askus i¢indeki sayilarina
gore 1 sporlular 29-43 x 21-29 um, 2 sporlular 24-37 x 20-26 um, 3 sporlular 19-24
x 15-19 pm, 4 sporlular 21-28 x 15-19 um, 5 sporlular 18-23 x 16-19 pm
boyutlarinda, siisler igne sekline benzer spinlerle siisliidiir. Spin uzunlugu 2.5- 4.2
um’dir. Q degeri 1.3 tiir (Sekil 3.9.d).

Habitati: Olduk¢a genis yayilisa sahiptir. Genellikle Pinus ve Quercus tiirlerinin
karisik bulundugu ormanlarda yayilis gdstermektedir. [lkbahardan sonbaharin sonuna
kadar bulunabilmektedir (Montechii ve Sarasini, 2000).

Cahisilan 6rnekler: Mugla, Fethiye, Gokben Koyii (Lokalite 23), Quercus cerris, Q.
pubescens, Q. coccifera, 19.04.2013, MYG 08, MYG 09; Konya, Aksehir (Lokalite
20), Quercus spp., Mustafa Isiloglu, 19.04.2013, MYG 10, MYG 11; Aydin, Dilek
Yarim adasi, Aydinlik koyu (Lokalite 4), P. brutia, Q. ilex, Ceratonia siliqua,
19.03.2014, MYG35; Denizli, Serinhisar, Yatagan beldesi (Lokalite 12), Pinus
brutia, Quercus coccifera, Q. ithaburensis, 8 Mayis 2014, MYG 41, MYG 42, MYG
43, MYG 44.

Ulkemizdeki yayiisi: Ulkemizde Antalya, Aydin, Denizli ve Mugla (Elliot vd.,
2016) illerinde yayilis gostermektedir.

Rufum grubu iiyelerinden olan T. ferrugineum tiirii grubun diger iiyeleri olan T.
rufum ve T. nitidum tiirlerinden makroskobik a¢idan kirmizimsi kahverengi-pas
kahverengi askokarplara sahip olmasi ile ayirt edilebilmektedir. Demir ve pas
anlamlarma gelen epitetini de burdan almaktadir. Ancak bu o6zellik degiskenlik

gostermekte ve yaniltici olabilmektedir. Molekiiler veriler 1s1¢1inda morfolojik veriler
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tekrar degerlendirildiginde daha net ayrimin spor spin uzunluklari ile yapilabildigi
goriilmektedir. T. ferrugineum tiriiniin spor spin uzunlugu 2.5-4.2 pm’ye
varmaktadir. T. rufum ve T. nitidum tiirlerinde ise spinler daha kisadir. Spin

uzunluklari ile diger tiirlerden ayrilmaktadir.

Sekil 3.9. Tuber ferrugineum. a. Askokarp, b. Peridyum, c. Askus, d. Askospor

3.2.9. Tuber nitidum Vittad.
Sinonim;
Tuber rufum f. nitidum (Vittad.) Montecchi & Lazzari

Tuber rufum var. nitidum (Vittad.) E. Fischer

Makroskobik Ozellikler

Askokarp 1-3 cm biiyiikliigiinde globoz veya subgloboz sekilde, yiizeyi genellikle
hatta olgunlastiginda bile tiiysiiz yapida olup bazi yerlerde kabaca sigillidir, kirli
beyaz, soluk sar1 nadiren kirmizimsi sar1 lekeler mevcuttur. Gleba ilk basta beyaz
renkte olup daha sonra kirli beyazdan soluk sariya doniik renktedir, belirgin, genis

beyaz damarli mermer goriiniimiindedir (Sekil 3.10.a).
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Mikroskobik Ozellikler

Peridyum 360-385 pm kalinligindadir. Dis kismi sarimsi renktedir, + 2 pm
kalinliginda hiicre duvarl, 2.8-3.2 um genisliginde, hiyalin, i¢ i¢ce gecmis kismen
paralel hiflerden olusan yapidadir (Sekil 3.10.b). Gleba hiyalin, 5.5-7 pm
genisliginde paralel hifli, 10-20 x 5-10 pm boyutlarinda £ 1 um kalinliginda hiicre
duvarl genislemis hiicreler bulunur. Askuslar sap kismi hari¢ 70-100 x 40-60 um
boyutlarinda, genisce ¢omak yapida olup sap kismi 26 um’ye kadar ¢ikabilen
uzunluktadir, 2 um kalinliginda hiicre duvarina sahiptir, 1-4 sporludur (Sekil 3.10.c).
Askosporlar spor siisleri hari¢ (13-)16-27(-29) x 21-33 (-39) um boyutlarinda olup
askus igerisindeki sayilarina gore 1 sporlular 30-39 x 26-27 um, 2 sporlular (26 )31-
32 x 18-22(-29) um, 3 sporlular 21-27 x 18-22 um, 4 sporlular 22-26 x (13-) 16-18
um boyutlarindadir, elips seklinde, sarimsi1 kahverengiden kirmizimsi kahverengiye
doniik renktedir ve 3.5-4.5 um uzunlugundaki sivri uglu igne seklindeki dikenlerle
stislenmistir. Spin uzunlugu 1- 1.5 pm, spinlerin dip kisimlar1 arasinda baglantilar
olusmus ve bu nedenle kismi retikiilasyona benzemektedir. Q degeri 1.4’tiir (Sekil
3.10.d.e).

Habitati: Olduk¢a genis yayilisa sahiptir. Genellikle Pinus ve Quercus tiirlerinin
karisik bulundugu ormanlarda yayilis gostermektedir. Ilkbahardan sonbaharin sonuna
kadar bulunabilmektedir (Montechii ve Sarasini, 2000).

Calisilan 6rnekler: Osmaniye, Zorkun yaylasi, Ciftmazi piknik alan1 (Lokalite 27),
Pinus brutia, Quercus cerris, Q. coccifera, P. nigra, 12.04.2012, MYG 02; Burdur,
Bucak, Beskonak koyii (Lokalite 7), Pinus brutia, Quercus coccifera, 22.07.2013,
MYG 21; Aydin, Kuyucak, Igdecik koyii (Lokalite 5), Quercus cerris, Q.
ithaburensis, 19.03.2014, MYG 38; Denizli, Serinhisar, Yatagan beldesi (Lokalite
12), Pinus brutia, Pinus nigra, Quercus coccifera, Q. ithaburensis, 21.03.2014,
Niyazi Ulugoban, MYG 39; Denizli, Tavas, Nikfer, Sahman yaylas1 (Lokalite 13),
Pinus nigra, 05.06.2014, MYG 49.

Ulkemizdeki yayihsi: Ulkemizde Denizli (Castellano ve Tiirkoglu, 2012; Tiirkoglu
vd., 2015), Osmaniye, Kastamonu (Tiirkoglu ve Castellano, 2014) ve Burdur
(Tiirkoglu ve Castellano, 2014; Tirkoglu vd., 2015) illerinde yayilis gostermektedir.
Rufum grubu iiyelerinden olan T. nitidum tiirii grubun diger tiyeleri olan T. rufum ve
T. ferrugineum tiirlerinden makroskobik agidan agik tonlarda genellikle krem-Kirli
beyaz renklerdeki askokarplara sahip olmasi ile ayirt edilebilmektedir. T. rufum ve T.

ferrugineum tiirlerinin askokarp renkleri birbirlerine daha yakinken T. nitidum
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askokarp rengiyle daha kolay sekilde diger tiirlerden ayrilabilmektedir. Ayrica
sporlarin spin uzunlugu 1- 1.5 pum olup rufum grubu diger tiirlerden daha kisadir.
Spinlerin dip kisimlari arasinda olusan baglantilar kismi retikiilasyona benzemektedir
(Zambonelli vd., 2016). Sporlarin spin uzunluklar1 ve spinlerin dip kismindaki

baglantilar ile diger tiirlerden ayrilmaktadir.

oo
9 10 11 a

Sekil 3.10. Tuber nitidum. a. Askokarp, b. Peridyum, c-d. Askus, e. Askospor
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3.3. Filogenetik Analizler

Bu calismada incelenen tiim ornekler iizerinde molekiiler ¢alismalar yapilmistir.
Ancak bazi1 6rneklerden goriinlirde olmamasina ragmen kiif dizisi elde edilmis, bir
kisminin da dizileme sonuglar1 problemli olmustur. Sekiz tiire ait 24 drnekten saglam
DNA izole edilebilmis ve PZR ile cogaltilmistir. Diziler Bioedit programinda
hizalanarak kontigler elde edilmis, eslesmeyen ug¢ kisimlar kesilip diizeltilerek soy

agaclar1 olusturacak hale getirilmistir. Orneklere ait veriler Tablo 3.2.°de

gosterilmistir.
Tablo 3.2. ITS dizileri elde edilen 6rneklere ait bilgiler
No Ornek Bolge Morfolojik verilere dayah tamimlar: Dizi boyutu (bc)
1. MYG14 Denizli Tuber aestivum 570
2. MYG18 Burdur Tuber aestivum 570
3. MYG22 istanbul Tuber aestivum 570
4. MYG29 Artvin Tuber aestivum 570
5. MYGO05 Samsun Tuber brumale 850
6. MYGO06 Osmaniye Tuber brumale 850
7. MYG27  Tekirdag Tuber borchii 570
8. MYG32 Mugla Tuber borchii 570
9. MYG37 Aydin Tuber borchii 570
10. MYG 08 Mugla Tuber ferrugineum 620
11. MYG 09 Mugla Tuber ferrugineum 620
12. MYG 10 Konya Tuber ferrugineum 620
13. MYG 03 Denizli Tuber excavatum 660
14. MYG 02 Osmaniye Tuber nitidum 570
15. MYG 38 Aydin Tuber nitidum 570
16. MYGO01 Osmaniye Tuber puberulum 550
17. MYG 30 Mugla Tuber puberulum 550
18. MYG 31 Mugla Tuber puberulum 550
19. MYG 12 Denizli Tuber rufum 590
20. MYG 13 Denizli Tuber rufum 590
21. MYG20  Antalya Tuber rufum 590
22. MYG 26 Burdur Tuber rufum 590
23. MYG 34 Aydin Tuber rufum 590
24. MYG 40 Osmaniye Tuber rufum 590
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Yapilan molekiiler ¢caligmalar neticesinde orneklerin tamamindan 550-850 baz cifti
uzunlugunda diziler elde edilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen 24 6rnege ait dizilerin
yanisira daha dogru ve giivenilir soy agaclar1 elde edebilmek i¢in bir tanesi dis grup
olmak tizere toplam 56 adet dizi Genbanktan indirilerek kiyaslanmustir.

Filogenetik agaclar1 elde etmek, tiirler arasindaki akrabalik iligkilerini belirlemek
amaciyla MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar vd., 2016)
filogenetik analiz programi kullanilmistir. Filogenetik agaglar Neighbor-Joining
metodu kullanilarak olusturulmustur (Saitou ve Nei, 1987). 1000 tekrarh
gerceklestirilen soy agaclarinin her bir dalinin istatistiksel olarak degerlendirildigi
Bootstrap testinin yiizde degerleri (Felsenstein, 1985) bir araya getirilen ilgili takson
dallarinin yaninda gosterilmektedir. Evrimsel mesafeler Maximum Composite
Likelihood yontemi (Tamura vd., 2004) kullanilarak hesaplanmistir.

Sekil 3.11.’de verilen Tuber aestivum tiiriine ait Neighbor-Joining agaci1 32 niikleotit
sekansi igermektedir. Her bir dizi ¢ifti i¢in tiim belirsiz pozisyonlar kaldirilmistir.
Son analiz kiimesinde toplamda 926 niikleotid bulunmaktadir. Tuber aestivum
tiirlerine ait diziler Genbank ile kiyaslandiginda %96-99 oraninda benzerlik gosteren,
kapsama alan1 %94 ve lzerinde olan tim diziler indirilerek bunlarla birlikte
soyagaclar1 olusturulmustur (Sekil 3.11.). Tiirkiye Tuber aestivum tiirleri italya ve
Slovakya basta olmak iizere Ispanya, Fransa ve Cek Cumhuriyetinden érnekler ile
%96-99 oraninda yiiksek benzerlik gostermektedir. Tiirkiye tiirleri bir arada
toplanmayip Avrupa tiirleriyle karistk kiimelendigi Sekil 3.11.°de verilen 1000
tekrarli Bootstrap analizi sonucu elde edilen agagta da goriilmektedir.

Ayrica beyaz triiflerden ilk nodda ayrilarak siyah triiflerle birlikte kiimelenmis
olmast ve bu kiime iginde de siyah triifler olan T. mesentericum ve T.brumale
tiirlerinden ayrilarak T. aestivum tiirleriyle birlikte kiimelenmesi morfolojik teshisin

dogrulugunu gostermektedir.

62



100

g21 DQ388878 T. aestivum Fransa
AJ492216 T. aestivum Ispanya
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JF693893 T. brumale Macaristan
FM205660 T. brumale Srbistan
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FN433156 T. puberulum Slovenya
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g | FM205643 T. puberulum Srbistan
38L FM205695 T. puberulum Srbistan
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Sekil 3.11. Tuber aestivum tiiriiniin neighbor joining filogenetik soy agaci

Sekil 3.12.’de verilen Tuber brumale tiiriine ait Neighbor-Joining agac1 32 niikleotit
sekans1 icermektedir. Her bir dizi ¢ifti i¢cin tiim belirsiz pozisyonlar kaldirilmistir.
Son analiz kiimesinde toplamda 745 niikleotid bulunmaktadir. Bu ¢alismadaki diger
siyah triif olan Tuber brumale ornekleri Genbank ile kiyaslandiginda %98-99
oraninda benzerlik gosteren, kapsama alant %99 ve iizerinde olan tiim diziler
indirilerek bunlarla birlikte soyagaglari olusturulmustur. Ayrica ticari degeri yiiksek

Tuber melanosporum ve Cin triifii olarak bilinen T. indicum tiirleriyle de
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kiyaslanmistir (Sekil 3.12.). Beyaz triiflerden ilk nodda ayrilarak siyah triiflerle
birlikte kiimelenmistir. Siyah askokarplar1 ve spinat sporlariyla birbirlerine
morfolojik agidan oldukca benzer olan ve ticari degeri bakimindan karistirilmasi
sakincali olan Tuber melanosporum ve T. indicum tiirlerinden ayrilarak T. brumale

tiirleriyle birlikte kiimelenmesi morfolojik teshisin dogrulugunu gdéstermektedir.
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87 1 KX354297T. ferrugineum Almanya

AF132506 T. ferrugineum Fransa

FM205682 T. rufum Srbistan

EF362475T. rufum ltalya
841 KX438360T. rufum Polonya

35

0.50

Sekil 3.12. Tuber brumale tiiriiniin neighbor joining filogenetik soy agaci

MYG 05 kodlu Samsun 6rnegi FM205551 kodlu Slovenya ve FM205660 kodlu
Sirbistan ornekleriyle %100 kapsama oraninda %100 benzerlik, MYG 06 kodlu
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Osmaniye ornegi ise %99 benzerlik gostermistir. Elimizdeki T. brumale tiirleri T.
melanosporum tiirleriyle e-degeri sifirdan farkli olmak tizere %80, T. indicum ile
%388 benzerlik gostermistir. Ayrica T. brumale 6rneklerinin ITS bolgesi dizisi 850 bp

uzunluk ile digerlerinden dizilemeye gerek kalmadan ayrilmaktadir.

Sekil 3.13.’de verilen Tuber excavatum tiirline ait Neighbor-Joining agaci 32
niikleotit sekansi igermektedir. Her bir dizi ¢ifti i¢in tim belirsiz pozisyonlar
kaldirilmistir.  Son analiz kiimesinde toplamda 644 niikleotid bulunmaktadir.
Evrimsel analizler MEGA7'de gergeklestirilmistir (Kumar vd., 2016). Agik renkli
olmasi ve bazal oyuk bulunmasi ile diger beyaz triiflerden ayrilan Tuber excavatum
tirli elimizdeki ornek Genbank ile kiyaslandiginda Tuber excavatum tiirleriyle en
yiiksek %92, en diisiik %88 oraninda benzerlik gostermistir. T. excavatum tiirlerinin
tiir i¢i varyasyonunun %14,7’den kiigiik, tiirlerarasi varyasyonu ise %9,2’den biiyiik
olarak bildirilmistir (Bonito vd., 2010a). Buna gore %8-12 oraninda tiir i¢i farklilik
bulunmasi olagandir.  Tiirkiye T. excavatum tiirii Almanya, Italya Slovenya,
Sirbistan ve Isvigre gibi Avrupa iilkelerine ait T. excavatum dizileriyle benzerlik
gostermektedir. Tiirkiye T. excavatum tiiri %8-12 arasinda farklilik gdstermesine
ragmen Avrupa kokenli T. excavatum tiirleriyle ayn1 dalda kiimelenmistir (Sekil
3.13.). Askokarp rengi koyu kirmizmsi kahverengi olmasiyla T. excavatum’dan
ayrilan HM151976, FM205702 ve HM152016 kodlu T. fulgens ornekleriyle %87
benzerlik gostermektedir. Peridyumunun prozenkimatik olmasiyla ayrilan T.
excavatum’dan ayrilan NR153211 kodlu tiptiir olan T. neoexcavatum érnegiyle %87,
glebasinin sarimst kahverengi olmasiyla ayrilan NR155922 kodlu tiptiir olan T.
badium 6rnegiyle %88 benzerlik gostermektedir (Wan vd., 2017). MYG 03 kodlu
ornegin diger tiirlerden ayrilarak T. excavatum tiirleriyle birlikte %100 Bootstrap
degeriyle desteklenen bir dalda kiimelenmesi morfolojik teshisin dogrulugunu

gostermektedir.
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HM152012 T. excavatum ltalya

100 | HM152013 T. excavatum ltalya
FM205556 T. excavatum Slovenya
FM205555 T. excavatum Slovenya
FM205662 T. excavatum Srbistan

MYG 03 T. excavatum Turkiye <=

7 KT165350 T. borchii ltalya
100

4{ FJ554485T. borchii ltalya

AF250291 T. borchii ltalya

96 FN433156 T. puberulum Slovenya
100 W{JFQOBMG T. puberulum ltalya
73L FM205695 T. puberulum Srbistan
781 JX402091 T. nitidum Ispanya

%9 1 UX402092 T. nitidum Fas
JX402090T. nitidum Ispanya

96 [ FM205603 T. rufum Ispanya
& ﬂ[‘AF‘ISzSOB T. ferrugineum Fransa

KX354297T. ferrugineum Almanya
98 FM205682 T. rufum Srbistan
WEFSBZMST. rufum Italya
91L KX438360T. rufum Polonya
93 AF106880T. brumale Italya
bl | JF693893 T. brumale Macaristan
FM205660 T. brumale Srbistan
751 AY226037 T. aestivum Italya
100 || HQ285310 T. aestivum Slovakya
FM205620 T. aestivum Ispanya

NR155922 T. badium Cin
NR153211T. neoexcavatum Cin

73

93

99

HM151976 T. fulgens Avusturya
FM205702 T. fulgens Srbistan
381 HM152016 T. fulgens Macaristan

Sekil 3.13. Tuber excavatum tiiriiniin neighbor joining filogenetik soy agaci

Bu calismada incelenen askokarpta oyuk bulunmayan beyaz triifler T. borchii ve T.
puberulum &rnekleridir. Bu iki tiir retikiilat sporlara sahiptir. Ayrica her iki tiiriinde
yiizeyinde dermatosistidya bulunmaktadir. Ancak T. puberulum yiizeyinde daha
yogun sistidya bulunmakta ve kadifemsi goriinmektedir. Puberulum epiteti ‘kisa

yumusak tiiylerle siislenmis’ anlamina gelen ‘Puberulent’ kelimesinden tiiretilmistir
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(Montecchi ve Sarasini 2000, Riousset vd. 2001). T. puberulum tiiriiniin kiiremsi
sporlara sahip olmasi ve peridyum yiizeyinin ¢ok sayida sistitlerle kapli olmasi bu
tiric T. borchii’den ayiran onemli o6zellikleridir (Montecchi ve Sarasini 2000).
Morfolojik ve molekiiler karakterler acisindan benzer olduklar1 i¢in yapilan birgok
caligmada T. puberulum, T. borchii, T. dryophilum ve T. oligospermum tiirleri
Puberulum grubu olarak ele alinmistir (Jeandroz vd., 2008; Bonito vd., 2010a;
Bonito vd., 2010b; Bulman vd., 2010; Alvarado vd., 2012a).

Sekil 3.14.’de verilen Tuber puberulum tiiriine ait Neighbor Joining agaci 29
niikleotit sekansi igcermektedir. Her bir dizi ¢ifti i¢in tim belirsiz pozisyonlar
kaldirilmistir. Son analiz kiimesinde toplamda 671 niikleotid bulunmaktadir. Tiirkiye
T. puberulum &rnekleri Genbank ile kiyaslandiginda en yakin T. puberulum, T.
borchii, T. dryophilum ve T. oligospermum tiirleri ile benzerlik gdstermistir. T.
borchii ve T. puberulum tiirlerinin ayrimi konusunda Halasz ve digerlerinin 2005
yilinda yaptig1 ¢alismanin sonuglariyla benzer sekilde bu ¢alismada da T. borchii ve
T. puberulum ornekleri hem morfolojik karakterler hemde molekiiler agidan
birbirlerinden ayrilmis ve ayr1 dallarda ¢ikmustir (Sekil 3.14.). Tirkiye T. borchii
ornekleri yalnizca Italya T. borchii drnekleriyle yiiksek benzerlik gostermis ve diger
tirlerden ayr1 bir kiimede toplanmigtir. Tiirkiye MYG 30 ve MYG 31 kodlu T.
puberulum ornekleri sirasiyla %98 benzerlik %98 kapsama alani ile KX354290
Almanya T. oligospermum 6rnekleriyle ve sirasiyla %98-99 benzerlik %96 kapsama
alan1 ile FM433156 Slovenya ve FM205695 Sirbistan T. puberulum o6rnekleriyle
benzerlik gostermistir. MYG 01 kodlu T. puberulum &rnegi ise %98 benzerlik ve
%96 kapsama alani ile FM205683 Macaristan T. oligospermum &rnekleriyle
benzerlik gostermistir. T. dryophilum 6rnekleriyle ise %96 kapsama alani ve %98
benzerlik gostermistir. T. oligospermum tiirleri peridyumunun prozenkimatik
olmasiyla, peridyumu psddoparankimatik olan T. borchii ve T. puberulum
tirlerinden ayrilmaktadir (Alvarado vd., 2012). Prozenkimatik yapida peridyum,
elips seklinde sporlar ve genis ag gozlii retikiilasyona sahip sporlar ile T. dryophilum
ornekleri T. borchii ve T. puberulum tiirlerinden ayrilmaktadir (Montecchi ve
Sarasini 2000).
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JFO08746 T. puberulum ltalya
sol MYG 30T. puberulum Turkiye — e
MYG 31T. puberulum Turkiye — €=
FM205695 T. puberulum Srbistan
SIMYG 017T. puberulum Turkiye — e
FN433156 T. puberulum Slovenya
984 HM485354 T. dryophilum ltalya

941 JQ925644 T. dryophilum Italya
( FM205683 T. oligospermum Macaristan

67

KX354290T. cligospermum Almanya

FJ554465 T. borchii ltalya
4 499{ KT165330 T. borchii ltalya
AF250291 T. borchii Italya

|- HQ285310T. aestivum Slovakya
99 FM205620 T. aestivum Ispanya
g1 DQ388878 T. aestivum Fransa
40L AF516789 T. aestivum Italya
FM205660 T. brumale Srbistan
100 liAF‘I 06880 T. brumale Italya
891 JF693893 T. brumale Macaristan
98 | JX402091 T. nitidum Ispanya
_| JX402092T. nitidum Fas
99 - HM152013 T. excavatum ltalya
FM205662 T. excavatum Srbistan

100

95  KX354297T. ferrugineum Almanya
45 —|

AF132506 T. ferrugineum Fransa

65 FM205682 T. rufum Srbistan
g7 || EF362475T. rufum ltalya

75 L KX438360T. rufum Palonya

Sekil 3.14. Tuber puberulum tiiriiniin neighbor joining filogenetik soy agaci

Sekil 3.15.’de verilen Tuber borchii tiiriine ait Neighbor Joining agac1 34 niikleotit
sekans1 icermektedir. Her bir dizi ¢ifti i¢cin tiim belirsiz pozisyonlar kaldirilmistir.
Son analiz kiimesinde toplamda 656 niikleotid bulunmaktadir. Bu g¢alismada da
Tiirkiye T. borchii 6rneklerinin ITS dizileri en yiiksek oranda (%99 benzerlik ve

%96-99 kapsama alani) Italya drnekleriyle benzerlik gdstermistir.

MYG kodlu T. borchii 6rneklerinin diger tiirlerden ayrilarak T. borchii tiirleriyle
birlikte %95 Bootstrap degeriyle desteklenen bir dalda kiimelenmesi morfolojik

teshisin dogrulugunu gostermektedir.
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331 JFO08746 T. puberulum ltalya

23| FN433156 T. puberulum Slovenya

47 FM205643 T. puberulum Srbistan

HM485354 T. dryophilum ltalya

&3 JQ925644 T. dryophilum ltalya
FM205683 T. oligospermum Macaristan

435 | 93|—KX354290T. oligospermum Almanya

821 DQ388878 T. aestivum Fransa
ﬂ FM205620 T. aestivum Ispanya

93

95

90

100

79

88

0.20

99 u HQ706003 T. aestivum Slovakya
94 1 AY226037 T. aestivum ltalya

MYG 27 T. borchii Turkiye o=
FJ554465 T. borchii ltalya
KT165330T. borchii ltalya

MYG 32T. borchii Turkiye <=
MYG 37 T. borchii Turkiye ¢
AF250291 T. borchii Italya
KT165350 T. borchii ltalya
KT165348 T. borchii ltalya

82| AF106880T. brumale Italya

JF693893 T. brumale Macaristan

98 | FM205660 T. brumale Srbistan

96 lFM205551 T. brumale Slovenya

98 I: HM152013 T. excavatum Italya
FM205662 T. excavatum Srbistan

721 JX402091 T. nitidum Ispanya
97 1 JX402092 T. nitidum Fas
JX402090 T. nitidum Ispanya

51 FM205603 T. rufum Ispanya
iﬂ AF132506 T. ferrugineum Fransa
KX354297T. ferrugineum Almanya
FM205682 T. rufum Srbistan
T‘{EFSSMTST. rufum ltalya

65 L KX438360T. rufum Polonya

Sekil 3.15. Tuber borchii tiiriiniin neighbor joining filogenetik soy agaci

Kaynaklarda rufum grubu olarak gegen tiirler

sporlariin spinat olmasiyla diger

beyaz triiflerden ayrilmaktadir. Bu calismada rufum grubuna ait 6rneklerin tamami

morfolojik olarak teshis edildiginde T. ferrugineum, T. rufum ve T. nitidum tiirleri

teshis edilmistir. Bu ¢alismada baslangigta teshiste sorun yasanan bazi rufum grubu
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ornekleri molekiiler analizler sonrasinda tekrar incelenmis ve tespit edilmesi zor olsa

da kayda deger farkliliklar gbzlenmistir.

Sekil 3.16.’da verilen Rufum grubu tiirlere ait Neighbor-Joining agaci 33 niikleotit
sekans1 icermektedir. Her bir dizi ¢ifti i¢cin tiim belirsiz pozisyonlar kaldirilmistir.
Son analiz kiimesinde toplamda 652 niikleotid ile gerceklestirilmistir. Evrimsel
analizler MEGA7'de gergeklestirilmistir (Kumar vd., 2016). Tiirkiye Tuber nitidum
orneklerinin ITS dizileri Genbank ile kiyaslandiginda JX402090 ve JX402091
Ispanya, JX402092 Fas &rnekleri ile sirastyla %98-99 benzerlik gdstermis ve ayri bir
dalda kiimelenmistir. Bu durum morfolojik teshisin dogrulugunu gostermektedir.
Genbanka yiiklenmis diger tiim dizilerden %10-13 oraninda farklidir. Askokarp
yiizeyinin beyaz ve krem renklerde olmasi, sporlarinin elips seklinde, spinat ve spin
uzunlugunun 1- 1,5 pum seklinde kisa olmasi, spinlerin dip kisimlar1 arasinda olusan
baglantilar nedeniyle kismi retikiilasyona benzemesi T. ferrugineum ve T. rufum

tiirlerinden ayrimini saglamaktadir (Zambonelli vd., 2016).

Tirkiye T. ferrugineum ornekleri Genbank ile kiyaslandiginda en yiiksek T.
melosporum ornekleriyle %100 kapsama alani ve %90 oraninda benzerlik
gostermektedir. Ancak morfolojik agidan T. melosporum ornamentasyon
bulunmayan yiizeyi diiz sporlara sahiptir (Alvarado vd., 2012b). Zaten %10 oraninda
bir fark ayr tiirler oldugunu gostermektedir. T. rufum ornekleriyle benzerlik orani e-
degerleri (sans eseri benzeme olasilik degeri) sifirdan farkli olmak tizere %88’dir. T.
ferrugineum tiirtine ait genbanka yiiklenmis AF132506 kodlu Fransa ve KX354297
kodlu Almanya Ornekleri olmak iizere sadece iki tane veri girisi bulunmaktadir.
Elimizdeki 6rneklerin bu diziler ile benzerlik orani e-degerleri sifirdan farkli olmak
tizere sirastyla %83-87°dir. Mikoriza Orneklerinden DNA izolasyonu yapildigi
belirtilen bu diziler tekrar Genbank ile kiyaslandiginda FM205603 kodlu T. rufum
ornegiyle %99 benzerlik gostermektedir. Tiirkiye Tuber ferrugineum ornekleri %100
bootstrap degeriyle desteklenen bir dala ayrilmistir. MYG 08, MYG 09 ve MYG 10
kodlu Tuber ferrugineum o6rneklerinin sporlari elips seklinde, spinat, spin uzunlugu
2,5- 4,2 um, Q degeri 1,3. Spin uzunluklarinin yiiksekligi ile T. rufum ve T. nitidum
tirlerinden ayrilmis ve Tuber ferrugineum olarak isimlendirilmistir (Trappe vd.,
2007).
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97r MYG 12 T. rufum Turkiye €—
94|l KX438360 T. rufum Polonya
99 EF362475 T rufum Italya
67 FM205682 T. rufum Srbistan

KX354297 T. ferrugineum Almanya

100 | FM205603 T. rufum Ispanya
991 AF132506 T. ferrugineum Fransa

MYG 20 T. rufum Turkiye
3 MYG 26 T. rufum Turkiye
1912| L MYG 13 T. rufum Turkiye
96 - MYG 40 T. rufum Turkiye
5

MYG 34 T. rufum Turkiye

MYG 02 T. nitidum Turkiye

36| 99 MYG 38 T. nitidum Turkiye
% JX402090 T. nitidum Ispanya
gg|JX402091 T. nitidum Ispanya

751UX402092 T. nitidum Fas

MYG 08 T. ferrugineum Turkiye
—99{ MYG 09 T. ferrugineum Turkiye

MYG 10 T. ferrugineum Turkiye

14

rerreet
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1

100 [ HM152013 T. excavatum ltalya

100 FM205662 T. excavatum Srbistan

100’ FM205642 T. puberulum Srbistan
FN433156 T. puberulum Slovenya

99 AF250291T. borchii ltalya
ﬁ{ KT165330 T. borchii ltalya
KT165350 T. borchii ltalya

92 |AY226037 T. aestivum ltalya
99 |-| HQ285310 T. aestivum Slovakya
IAFS16789 T. aestivum Italya

JF693893 T. brumale Macaristan
100 |1fF106880 T. brumale ltalya
47- FM205660 T. brumale Srbistan

0,20

Sekil 3.16. Rufum grubu tiirlerinin neighbor joining filogenetik soy agaci
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Tuber rufum olarak isimlendirilmis Orneklerin ITS dizileri Genbank ile
kiyaslandiginda EF362475 Italya, FM205682 Sirbistan ve KX438360 Polonya T.
rufum ornekleriyle en yiiksek %92 benzerlik gostermektedir. Genbanktaki diger
tirler ile %90’ altinda benzerlik gostermektedir. Tiirkiye 6rnekleri sporlarnin elips
seklinde, spinat, spin uzunlugu 1,8- 2,5 pum arasinda olmasi gibi morfolojik
karakterler ile T. rufum deskripsiyonuna uymaktadir (Montecchi ve Sarasini 2000;
Riousset vd. 2012). MYG 12 kodlu T. rufum o6rnegi ise sporlarmin uzun elips
seklinde (Q degeri 1,6) ve spin uzunlugu 1,8- 3,2 um olmasi ile morfolojik farklilik
gostermektedir. Epiteti nedeniyle benzer olabilecegi tahmin edilen Tuber rufum var.
oblongisporum ise giiniimiizde T. rufum olarak kabul edilmektedir (Riousset vd.,
2012). Bu 6rnek EF362475 Italya, FM205682 Sirbistan ve KX438360 Polonya T.
rufum ornekleriyle en yiiksek %99 benzerlik gostermektedir. Wang vd., (2007)
yaptiklar1 caligmada ITS bolgesi dizilerine dayali verilerle elde ettikleri soy
agaclarinda T. rufum tiirleri %100 bootstrap degeriyle desteklenen farkli dallarda
cikmiglardir. Totti vd. (2007) T. rufum tiirlerinin teshisi i¢in primer tasarladiklar
calismada rDNA ITS boélgesinin soyagaclarini olusturmuslardir. Buna gore T.
rufum’un yiiksek intraspesifik genetik degiskenlige sahip oldugunu ve bes grubun
yiiksek destekle ¢oziildiigiinii bildirmislerdir. T. rufum'un yakindan iliskili tiirlerden
olusan bir kompleks oldugu anlasilmakta ancak bu tiirler igin morfolojik, ekolojik ve
cografi ayrimlar heniiz belirlenememistir (lotti vd., 2007). Bu gibi nedenler, MYG
kodlu T. rufum o6rneklerinin (MYG 12 hari¢) Genbank ornekleriyle uyumlu bir
sekilde ayni1 dalda kiimelenmedigini ag¢iklamaktadir. MYG 12 kodlu o6rnegin
haricinde diger MYG kodlu T. rufum o6rneklerinin dizileri ilk defa dizilenmis olma
olasthigmim yanisira T. rufum'un yakindan iligkili tiirlerden olusan bir komplekse ait

farkl1 bir tiir olma olasili1 da bulunmaktadir.

Sekil 3.17.°de verilen tez calismasi kapsaminda dizisi elde edilen tiim tiirlere ait
Neighbor-Joining agaci 53 niikleotit sekansi i¢ermektedir. Her bir dizi ¢ifti igin tiim
belirsiz pozisyonlar kaldirilmistir. Son analiz kiimesinde toplamda 790 niikleotid

bulunmaktadir.
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Sekil 3.17. Tiirkiye’de yayihs gosteren Tuber tiirlerinin neighbor joining filogenetik soy agaci
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AF516789T. aestivum ltalya
AF516781 T. aestivum Italya
MYG 22 T. aestivum Turkiye <
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HQ285310T. aestivum Slovakya
93| HQ706003 T. aestivum Slovakya
MYG 29T. aestivum Turkiye €= —
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100
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Sekil 3.18. Tiirkiye’de yayilis gosteren Tuber tiirlerinin bootstrap filogenetik soy agaci
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Sekil 3.18.’teki filogenetik agag elde edilirken MEGA7 programinin karakter temelli
yontemlerinden biri olan maksimum parsimoni secilip SPR (Subtree Pruning
Grafting) metodu kullanilmistir. Parsimoni kriteri ile 1000 tekrarli bootstrap analizi
yapilip soy agaglarimin her bir dalinin istatistiksel olarak degerlendirildigi ve en

giivenilir olan dallarinin tespit edildigi aga¢ kaydedilmistir.

Bu tez ¢calismasinda incelenen 6rneklerin tamamu ile olusturulan Neighbor Joining ve
Bootstrap soyagacglarinda %96-100 Bootstrap degeriyle desteklenen 5 klad elde
edilmistir. Bunlar Puberulum, Excavatum, Rufum, Brumale ve Aestivum kladlaridir.
Beyaz triifleri kapsayan Puberulum, Excavatum, Rufum kladlarin1 bulundugu dal,
siyah triifleri kapsayan Brumale ve Aestivum kladlarmin bulundugu daldan %100
Bootstrap degeriyle ayrilmistir. Siyah triiflerin bulundugu dal ise %100 Bootstrap
degeriyle desteklenen Brumale ve Aestivum kladlarina ayrilmistir. Beyaz triiflerin
bulundugu daldan ilk dnce spinat sporlu Rufum kladi, retikiilat sporlu Excavatum ve
Puberulum kladlarindan, %96 Bootstrap degeriyle desteklenen bir dala ayrilmstir.
Sonrasinda bazal oyuk bulunduran Excavatum kladi %68 Bootstrap degeriyle
Puberulum kladindan ayrilmistir. Morfolojik veriler kladlar bazinda molekiiler
verilerle desteklenmektedir. Puberulum klad: iginde Tiirkiye T. borchii 6rnekleri ile
Italya T. borchii o6rnekleri %100 Bootstrap degeriyle desteklenerek ayri
kiimelenmistir. Tiirkiye T. puberulum 6rnekleri ise Avrupa kokenli T. oligospermum,
T. dryophilum ve T puberulum ornekleriyle kiimelenmistir. Rufum kladinda T.
nitidum 6rnekleri %96 Bootstrap degeriyle desteklenerek T. rufum ve T. ferrugineum
tiirlerinden ayr1 kiimelenmistir. T. rufum ve T. ferrugineum tiirleri molekiiler verilerle
net olarak ayrilmistir. Ancak elde edilen agaglarda rufum grubu tiirlerin ayriminin
baz1 noktalarda net olmamasi bizi, lotti vd. (2007) bildirdigi gibi Rufum grubunun

yakindan iliskili tiirlerden olusan bir kompleks oldugu sonucuna ulastirmaktadir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alisma 2012-2014 yillar1 arasinda yapilan arazi caligmalar1 sonucunda elde
edilen Ornekler {izerinde gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda 18 il 29
lokaliteden elde edilen 50 adet Tuber &rnegi iizerinde morfolojik ve molekiiler
caligmalar yiriitiilmiis sonugta dokuz tiir tespit edilmistir. Bunlar; Tuber aestivum, T.
borchii, T. brumale, T. excavatum, T. ferrugineum, T. mesentericum, T. nitidum, T.
puberulum ve T. rufum’dur. Ayrica her tiirii temsil edecek sekilde olmak tizere farkli
lokalitelerden  secilmis oOrneklerin rDNA ITS Dbolgesinin  dizi analizleri

gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler ile filogenetik soy agac¢lart olugturulmustur.

Tuber tiirleri subtropikal, 1liman ve kirag ormanlar ile taskin alanlari, agag
fidanliklari, restorasyon bolgeleri ve Akdeniz ormanlik alanlar1 gibi cesitli
habitatlarda ¢esitli gymnosperm ve angiosperm bitkiler ile ektomikoriza olustururlar.
(Ceruti vd. 2003; Bidartondo vd. 2004; 1zzo vd. 2005; Menkis vd. 2005; Bergemann
ve Garbelotto 2006; Ishida vd. 2007; Hrynkiewicz vd. 2008; Southworth vd. 2009;
Bulman vd. 2010). Ulkemizde de yaygin olarak sirasiyla Quercus cerris, Q.
coccifera, Q. pubescens, Q. ilex, Pinus brutia, P. nigra, Picea orientalis, Fagus
orientalis, Carpinus betulus, Corylus avellana, Abies nordmanniana, Tilia rubra,
Ceratonia siliqua, Ostrya spp., Populus tiirlerinin yetistigi ormanlarda dogal olarak
bulundugu goézlenmistir. Tuber tiirlerinin bu bitkiler ile mikorizal iliski kurabildigi ve
bu sekilde yasamini siirdiirebildigi bilinmektedir. Bu c¢alisma kapsamindaki Tuber
orneklerinin, Tirkiye’de bol yagis alan ve iliman iklim kosullarinin goriildiigi
dolayisiyla mikorizal ortaklar olan yiiksek bitkilerin dogal ve etkin bir yayilisa sahip
oldugu bolgelerde daha fazla yayilis gosterdigi belirlenmistir. Caligma kapsaminda
elde edilen ornekler tiir gesitliligi en fazla Ege bolgesinde, en az I¢ Anadolu

bolgesinde goriilmiistiir.

Tuber i¢in diinya ¢apindaki tiir gesitliligini tahmin etmek sayisiz sinonim ve yanlis
isimlendirmeler nedeniyle oldukga zordur. Index Fungorum, 319 tanimlanmis Tuber

tiirii (sinonimler ve varyeteler dahil olmak {izere) listelemesine ve Dictionary of the
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Fungi de 86 tiir bildirilmesine ragmen (Kirk vd. 2008) 70-75 tiiriin gegerli olduguna
inanilmaktadir (Ceruti vd. 2003; Jeandroz vd. 2008). 76 bagimsiz ¢alismadan elde
edilmis 2000 den fazla rDNA ITS bolgesi dizilerinin meta analizi ile %96 dizi
benzerligi gosteren 123 filotip (fenetik o6zellikleri benzer olan Ornekler) ayirt
edilmistir. Sonugta ise diinyada 180 tiir oldugu belirtilmistir (Bonito vd. 2010a).
Ulkemizde ise giiniimiizde mevcut literatirde Tuber cinsine ait dokuz tiir
bildirilmistir.

Tuber aestivum tiim Avrupa’da, Kuzey Afrika’dan Gotland’a hatta Giircistan ve
Azerbaycan’a kadar belirli bir yiikselti segmeden ¢ok sicak yazlarin gectigi yerlerde
bulunabildigi gibi, kisin dondurucu soguk olan bdlgelerde bile bulunabilmektedir.
Diinya’da oldugu gibi Tirkiye’de de en fazla yayilis T. aestivum tiiriinde
goriilmistiir. Topragin pH’sinin notr veya alkali oldugu lokalitelerde dogal olarak
bulundugu tespit edilmistir. Genel olarak bakildiginda peridyumu daha kalin ve
piramit seklinde sigillerle kapli olan siyah triiflerin (T. aestivum harig¢) peridyumu
ince ve sigilsiz olan beyaz triiflerden daha az yayilis gosterdigi goriilmiistiir.
Ekonomik dneme sahip tiirler T. aestivum, T. borchii ve T. brumale’dir. Uygun iklim
ve toprak yapist bulunmasina ragmen yapilan ¢alismalarda ekonomik degeri oldukca
yiikksek olan T. magnatum ve T. melanosporum bulunamamistir. Yetismesi i¢in
gerekli sartlarin olugsmamasi, yapilan arazi ¢alismalarinda denk gelip bulunmamasi
vs. gibi nedenlerden dolayr bulunamamis olma olasilig1 yiiksektir. Ancak buna
karsin, iklim sartlar1 olduk¢a benzer olan Avrupa’da bulunuyor olmasi ileride
yapilacak kapsamli ¢aligmalarda bulunma olasiliginin  yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Bu ¢alismada 50 adet Tuber cinsi triif drneginin morfolojik ve molekiiler analizler ile
incelenmesi sonucunda 3 adet siyah trif tiirii ile 6 adet beyaz trif tiirii tespit
edilmigtir. Siyah triiflerden olan Tuber aestivum tiirline ait askokarplar
peridyumunun kaba piramit seklinde sigillerle kapli olmas1 ve glebanin ince, koyu
findik kahverengi ve kirli beyaz damarli mermer goriinlimiinden ayirt
edilebilmektedir. Benzer morfolojiye sahip T. mesentericum tiirii topraktan ¢iktiginda
olgun ise yogun tiip gazi1 benzeri kokusu ve dip kisminda bulunan derin oyuk ile T.
aestivumdan ayirt edilebilmektedir. T. aestivum ve T. mesentericum sporlari birbirine
oldukga benzerdir sadece T. mesentericum sporlar1 nispeten daha biiyiik ve diizensiz

cokgen sekilde agsi siislere sahiptir (Montecchi ve Sarasini 2000). Bir diger siyah
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triif olan ve benzer sekilde sigillerle kapli T. brumale ise sigillerin nispeten kiigiik
olusu, glebanin grimsi ve daha koyu renkli olmasi ve genis beyaz damarli mermer
goriintiisiine sahip olmas1 nedeniyle ilk bakista T. aestivum ve T. mesentericumdan
ayirt edilmektedir. Mikroskobik agidan ise T. brumale sporlarinin spinat (igne
seklinde spinler ile siislii)) olmasi ile diger ii¢ tiirden ilk anda ayrilmaktadir

(Montecchi ve Sarasini 2000, Trappe vd. 2007, Riousset vd. 2001).

Elimizdeki Tuber aestivum 6rneklerinin, mantarlar icin DNA barkodu olarak goriilen
(Nilsson vd. 2008) rDNA ITS bolgesine ait dizileri Genbank verileriyle
kiyaslandiginda Tuber aestivum tiirleriyle %99 benzerlik gostermistir. Elimizdeki
ornekler kendi iginde kiyaslandiginda ise tiir i¢cinde %3 farklilik (%97 benzerlik)
gosterdigi saptanmistir. Benzer sekilde Bonito vd. (2010a) yaptig1 ¢alismalarda en
yiiksek tiir i¢i ITS varyasyonun %3,7’den kiigiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica Mello
vd. (2002) ve Wedén vd. (2005) yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda T. aestivum igin tiir
i¢i varyasyonun %3 ten fazla oldugunu belirtmistir. Ancak genel olarak ¢ogu Tuber
tiirii i¢in tiir i¢i ITS varyasyonu % 1-3 arasinda, tiirler aras1 varyasyonun ise % 4 ten
fazla oldugu gorilmistir (Bonito vd. 2010a). T. brumale tiiriiniin ITS bolgesi
yaklagik 900 bp uzunlugundadir ve gostermis oldugu bu uzunluk polimorfizmi ile
ticari degeri yiksek T. melanosporum ve ticari degeri diisiik olan T. indicum
tirlerinden sekans analizine gerek kalmadan ayrilabilmektedir (Rubini vd. 1998).
Elimizdeki T. brumale tiirlerine ait 850 bp uzunlugunda diziler elde edilmistir.
Calismadaki diger tiirlerden hem morfolojik karakterler acisindan hem de DNA
dizisi uzunluk polimorfizmi acisindan Rubini ve digerlerinin ¢alismasinda oldugu
gibi sekans analizine gerek kalmadan ayrilabilmektedir. Ulkemize ait T. brumale ITS
dizilerinin saptanmasi amaciyla tiim orneklerin sekans analizi yapilmis elde edilen
diziler Genbank verileriyle kiyaslandiginda %99-100 benzerlik gésterdigi, tiir i¢inde
ise %1 farkhilik (%99 benzerlik) gosterdigi belirlenmistir. Olusturulan soy
agaclarinda Genbank dizileriyle uyumlu olarak diger tiirlerden ayrilmis ve %100
bootstrap degeriyle farkli bir dalda toplanmistir. Morfolojik isimlendirme molekiiler
verilerle desteklenmistir. Bir diger siyah triif olan T. mesentericum &rneklerinden
DNA izolasyonu yapilmis ancak kiif dizisi elimize geg¢mistir. Bu nedenle bu
calismada T. mesentericum ornegine ait molekiiler veri bulunmamaktadir. Ancak
Castellano ve Tirkoglu (2012) T. mesentericum tiiriinii yeni kayit olarak bildirdigi

caligmada tiirlin morfolojik isimlendirmesinin molekiiler verilerle desteklendigini
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bildirmistir. Ayrica T. mesentericum tiirii morfolojik olarak belirgin bazal bir oyuga
ve daha yogun bir tiip gazi benzeri kokuya sahip olmasi gibi karakterler ile T.
aestivum tiirtinden ayrilmaktadir (Montechii ve Sarasini, 2000). Calisilan T.

mesentericum ornekleri de kaynaklarda gegen morfolojik tanimlara uymaktadir.

Makroskobik karakterlere dayali ayrim, beyaz triiflerde siyah triiflerde oldugu kadar
kolay degildir. Peridyum ve gleba rengi, askokarp biiyiikliikleri olduk¢a benzerdir.
Makroskobik olarak ilk basta askokarpin dip kisimda belirgin bir oyuk bulunmasi
Bonito vd. (2010b) bildirdigi gibi T. excavatum’un diger tiirlerden ayrimin
saglamaktadir. (Montechii ve Sarasini, 2000; Riousset vd., 2001). Elimizdeki T.
excavatum dizileri Genbanktaki T. excavatum dizileriyle kiyaslandiginda %91-92
oraninda benzerlik gostermektedir. Ayrica T. excavatum dizileri FM205702,
HM151976 ve HM152016 kodlu T. fulgens dizileriyle %87 benzerlik gostermektedir.
Peridyumunun prozenkimatik olmasiyla T. excavatum’dan ayrilan NR153211 kodlu
tiptlir olan T. neoexcavatum ornegiyle %87, glebasinin sarims1 kahverengi olmasiyla
ayrilan NR155922 kodlu tiptiir olan T. badium ornegiyle %88 benzerlik
gostermektedir (Wan vd., 2017). Bonito vd. (2010a) yaptiklar1 ¢alisma da T.
excavatum tiirlerinin tiir i¢i varyasyonunun %14,7°den kiiciik, tiirleraras1 varyasyonu
iIse %9,2’den biiyiik olarak bildirmistir. Buna gore T. fulgens, T. badium, T.
neoexcavatum gibi tiirigi farlilik oran1 %8-13 arasinda olan tiirlerin ayr tiirler olarak
kabul edilmemesi gerekmektedir. Morfolojik farkliliklar makroskobik diizeyde olup
teshis esnasinda kolay ayirt edilemeyen Ozelliklerdir. Ayrica bu 6zellikler ¢evresel
faktorlerden etkilenmekte ve gelisim sathalarinda farklhilik gostermektedir. Tiir

ayriminda kabul edilip edilmemesi de ayr1 bir tartigma konusudur.

Askokarpta oyuk bulunmayan beyaz triiflerin makroskobik ayrimi olgun 6rneklerde
peridyum rengine ve yiizey Ozelliklerine gore yapilabilmekte ancak bu yaniltici
olmaktadir. Bunlarin ayrimi sadece mikroskobik karakterler kullanilarak
yapilabilmektedir. Sporlarin ornamentasyon sekilleri ayrimda kullanilan en temel

karakterdir.

Askokarpta oyuk bulunmamasi, peridyumunun psddoparankimatik olmasi ve
yiizeyinde dermatosistidya bulunmasi nedeniyle T. borchii ve T. puberulum 6rnekleri
diger tiirlerden ayrilmaktadir (Montecchi ve Sarasini 2000, Riousset vd. 2001).
Ancak T. puberulum yiizeyinde daha yogun sistidya bulunmakta ve kadifemsi

goriinmektedir. Puberulum epiteti ‘kisa yumusak tiiylerle siislenmig’ anlamina gelen
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‘Puberulent’ kelimesinden tiiretilmistir (Montecchi ve Sarasini 2000, Riousset vd.
2001). T. puberulum tiiriiniin kiiremsi sporlara sahip olmasi ve peridyum yiizeyinin
cok sayida sistitlerle kapli olmasi bu tiirii T. borchii’den ayiran énemli 6zellikleridir
(Montecchi ve Sarasini 2000). Morfolojik ve molekiiler karakterler agisindan benzer
olduklari i¢in yapilan bir¢ok ¢alismada T. puberulum, T. borchii, T. dryophilum ve T.
oligospermum tiirleri Puberulum grubu olarak ele alinmistir (Jeandroz vd., 2008;
Bonito vd., 2010a; Bonito vd., 2010b; Bulman vd., 2010; Alvarado vd., 2012a). Bu
caligmada da Tirkiye T. borchii orneklerinin ITS dizileri en yiiksek oranda (%99
benzerlik ve %96-99 kapsama alani) italya ornekleriyle benzerlik gdstermistir.
Tiirkiye T. puberulum 6rnekleri Genbank ile kiyaslandiginda en yakin T. puberulum,
T. borchii, T. dryophilum ve T. oligospermum tiirleri ile benzerlik gostermistir. Bu
nedenle grup olarak ele alinip degerlendirilmistir. T. borchii ve T. puberulum
tiirlerinin ayrimi konusunda Hal4sz ve digerlerinin 2005 yilinda yaptig1 ¢alismanin
sonuglariyla benzer sekilde bu c¢alismada da T. borchii ve T. puberulum o6rnekleri
hem morfolojik karakterler hemde molekiiler acidan birbirlerinden ayrilmis ve ayri
dallarda ¢cikmistir. Tiirkiye T. borchii érnekleri yalnizca Italya T. borchii érnekleriyle
yiiksek benzerlik gostermis ve diger tiirlerden ayr1 bir kiimede toplanmistir. Tiirkiye
T. puberulum &rnekleri T. oligospermum o&rnekleriyle %98 ve T. puberulum
ornekleriyle %98-99 benzerlik gostermistir. T. dryophilum o6rnekleriyle ise %96
kapsama alani ve %98 benzerlik gostermistir. T. oligospermum tiirleri peridyumunun
prozenkimatik olmasiyla, peridyumu psodoparankimatik olan T. borchii ve T.
puberulum tiirlerinden ayrilmaktadir (Alvarado vd., 2012). Prozenkimatik yapida
peridyum, elips seklinde sporlar ve genis ag gozlii retikiilasyona sahip sporlar ile T.
dryophilum ornekleri T. borchii ve T. puberulum tirlerinden ayrilmaktadir
(Montecchi ve Sarasini 2000).

Kaynaklarda rufum grubu olarak gecen T. ferrugineum, T. rufum ve T. nitidum tiirleri
sporlariin spinat olmasiyla diger beyaz triiflerden ayrilmaktadir. Fischer (1923)
yilinda Tuber rufum tiirinii T. rutilum ve T. rufum olarak ayirmis ve apiculatum,
brevisporum ve oblongisporum olmak iizere ii¢ varyete tanimlamistir. Montecchi ve
lazzari (1987) yilinda T. ferrugineum ve T. nitidum tiirlerini T. rufum’un formlari
olarak bildirmislerdir. Knapp (1950) grup iginde en erken tarif edilen tiir Tuber
rufum oldugu i¢in bu gruba rufum grubu adin1 vermistir (Zambonelli vd., 2016).

Rufum grubu {iiyelerinde yiizeyi catlakli veya hafif sigilli, dikenli askospor sahip
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tirler bulunmaktadir. Riousset ve digerleri (2001), bu gruba T. nitidum, T.
panniferum Tul., T. requienii Tul. dahil etmistir. (Riousset vd, 2001). Ceruti ve
digerleri Tuber ferrugineum tiirtinii ise T. requienii tiiriiniin sinonimi veya T. rufum
Pico, var. ferrugineum Vittad. olarak kabul etmistir. (Ceruti vd., 2003). Benzer
sekilde T. requieni'nin T. nitidum ile sinonim oldugunu diisiinmektedir (Ceruti vd.
2003). Bonito vd. (2010a) ITS dizilerine dayali yaptiklar1 ¢alisma ile bu gruba T.
lucidum H. Bonnet, T. lyonii Butters, Tuber malacodermum E. Fisch. T. nitidum ve
Tuber texense Heimsch tiirleri ile 25 tamimlanmamis tir ilave etmistir.
Tanimlanmamig tlirler grubu ile %96 benzerlik gostermektedir. Ayrica Bonito vd.

(2010a, 2013) T. ferrugineum ve T. nitidum tiirlerinin gecerliligini desteklemektedir.

Tiirkiye’de rufum grubuna ait 6rneklerin tamami morfolojik olarak teshis edildiginde
T. ferrugineum, T. rufum ve T. nitidum tiirleri teshis edilmistir. Wang vd., (2007)
yaptiklar1 c¢aligmada ITS bolgesi dizilerine dayali verilerle elde ettikleri soy
agaclarinda rufum grubu tiyeleri ayn1 kladda toplanmasina ragmen tiirler kendi i¢inde
aynt gruplarda toplanmamistir. Bunun nedeni olarak bazi tiirlerin yanlis
isimlendirilmis olabilecegi vurgulanmistir. Bu ¢alismada baslangigta isimlendirme de
kararsiz kalinan bazi rufum grubu Ornekleri molekiiler analizler sonrasinda tekrar
incelenmis ve tespit edilmesi zor olsa da kayda deger farkliliklar gozlenmistir.
Olusturulan soyagaclarinda Rufum grubu %96 gibi yiiksek bir bootstrap degeriyle
desteklenen ayr1 bir dalda toplanmustir.

Tuber nitidum ITS dizileri genbank ile kiyaslandiginda Tuber nitidum ile %99
benzerlik gdstermektedir. Orneklerin peridyumlar i¢ ige gegmis siki hifli yapida tek
tabakadir. Askuslar 1-5 sporlu, sporlar elips seklinde, spinat, spin uzunlugu 1- 1,5
um, spinlerin dip kisimlar1 arasinda baglantilar olusmus ve bu nedenle kismi
retikiilasyona benzemektedir (Zambonelli vd., 2016). Sporlarin spin uzunluklar1 ve
spinlerin dip kismindaki baglantilar ile diger tiirlerden ayrilmaktadir. Tirkiye T.
ferrugineum ornekleri Genbank ile kiyaslandiginda en yiiksek T. melosporum
ornekleriyle benzerlik gostermektedir. Ancak morfolojik agidan T. melosporum
ornamentasyon bulunmayan yiizeyi diiz sporlara sahiptir (Alvarado vd., 2012b). T.
rufum oOrneklerinden %12 farklilik gostermektedir. T. ferrugineum tiiriine ait
genbanka yiiklenmis iki tane veri bulunmaktadir. Elimizdeki 6rneklerin bu diziler ile
benzerlik orani e-degerleri sifirdan farkli olmak {izere %83-87°dir. Mikoriza

orneklerinden DNA izolasyonu yapildigi belirtilen bu diziler tekrar Genbank ile
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kiyaslandiginda T. rufum oOrnekleriyle %99 benzerlik gostermektedir. Bu durum
AF132506 kodlu Fransa ve KX354297 kodlu Almanya T. ferrugineum &rneklerinin
teshisinin dogrulugu konusunda siiphe uyandirmaktadir. Tiirkiye Tuber ferrugineum
ornekleri %100 bootstrap degeriyle desteklenen bir dala ayrilmistir. Tiirkiye Tuber
ferrugineum orneklerinin sporlar elips seklinde, spinat, spin uzunlugu 2,5- 4,2 um,
Q degeri 1,3. Spin uzunluklarinin yiiksekligi ile T. rufum ve T. nitidum tiirlerinden

ayrilmis ve Tuber ferrugineum olarak isimlendirilmistir (Trappe vd., 2007).

Tuber rufum olarak isimlendirilmis Orneklerin ITS dizileri Genbank ile
kiyaslandiginda EF362475 Italya, FM205682 Sirbistan ve KX438360 Polonya T.
rufum ornekleriyle en yiiksek %92 benzerlik gostermektedir. Genbanktaki diger
tiirler ile %90’1n altinda benzerlik gostermektedir. Tiirkiye drnekleri sporlarinin elips
seklinde, spinat, spin uzunlugu 1,8- 2,5 pum arasinda olmasi gibi morfolojik
karakterler ile T. rufum deskripsiyonuna uymaktadir (Montecchi ve Sarasini 2000;
Riousset vd. 2012). MYG 12 kodlu T. rufum O6rnegi ise sporlarinin uzun elips
seklinde (Q degeri 1,6) ve spin uzunlugu 1,8- 3,2 um olmasi ile morfolojik farklilik
gostermektedir. Epiteti nedeniyle benzer olabilecegi tahmin edilen Tuber rufum var.
oblongisporum ise giiniimiizde T. rufum olarak kabul edilmektedir (Riousset vd.,
2012). Bu 6rnek EF362475 italya, FM205682 Sirbistan ve KX438360 Polonya T.
rufum ornekleriyle en yiiksek %99 benzerlik gostermektedir. Wang vd., (2007)
yaptiklar1 ¢aligmada ITS bolgesi dizilerine dayali verilerle elde ettikleri soy
agaclarinda T. rufum tiirleri %100 bootstrap degeriyle desteklenen farkli dallarda
¢ikmiglardir. Totti vd. (2007) T. rufum tiirlerinin teshisi i¢in primer tasarladiklar
calismada rDNA ITS boélgesinin soyagaclarini olusturmuslardir. Buna gore T.
rufum’un yiiksek intraspesifik genetik degiskenlige sahip oldugunu ve bes grubun
yiiksek destekle ¢oziildiigiini bildirmislerdir. T. rufum'un yakindan iligkili tiirlerden
olusan bir kompleks oldugu anlasilmakta ancak bu tiirler i¢in morfolojik, ekolojik ve
cografi ayrimlar heniiz belirlenememistir (lotti vd., 2007). Elde edilen agaglarda
Rufum grubu tiirlerin ayriminin bazi noktalarda net olmamasi bizi, lotti vd. (2007)
bildirdigi gibi Rufum grubunun yakindan iliskili tiirlerden olusan bir kompleks

oldugu sonucuna ulastirmaktadir.

Genel anlamda elde edilen filogenetik soy agaclari degerlendirildiginde tiir
seviyesinde morfolojik degerlendirmeler molekiiler verilerle desteklenmistir. Dig

grup en basta farkli bir klada ayrilmistir (Sekil 3.18.). Bu da agaclarin
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giivenilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. %96-100 Bootstrap degeriyle
desteklenen 5 klad elde edilmistir. Bunlar Puberulum, Excavatum, Rufum, Brumale
ve Aestivum kladlaridir. Beyaz triifleri kapsayan Puberulum, Excavatum, Rufum
kladlarin1 bulundugu dal, siyah triifleri kapsayan Brumale ve Aestivum kladlarinin
bulundugu daldan %100 Bootstrap degeriyle ayrilmistir. Siyah triiflerin bulundugu
dal ise %100 Bootstrap degeriyle desteklenen Brumale ve Aestivum kladlarina
ayrilmistir. Beyaz triiflerin bulundugu daldan ilk 6nce spinat sporlu Rufum kladi,
retikiilat sporlu Excavatum ve Puberulum kladlarindan, %96 Bootstrap degeriyle
desteklenen bir dala ayrilmistir. Sonrasinda bazal oyuk bulunduran Excavatum kladi
%68 Bootstrap degeriyle Puberulum kladindan ayrilmistir. Morfolojik veriler kladlar
bazinda molekiiler verilerle desteklenmektedir. Puberulum klad: i¢inde Tiirkiye T.
borchii 6rnekleri ile Italya T. borchii 6rnekleri %100 Bootstrap degeriyle
desteklenerek ayri kiimelenmistir. Tirkiye T. puberulum ornekleri ise Avrupa
kokenli T. oligospermum, T. dryophilum ve T. puberulum 6rnekleriyle
kiimelenmistir. Rufum kladinda T. nitidum Ornekleri %96 Bootstrap degeriyle
desteklenerek T. rufum ve T. ferrugineum tiirlerinden ayr1 kiimelenmistir. T. rufum ve
T. ferrugineum tiirleri molekiiler verilerle net olarak ayrilmamistir. Tiim dallarin
%68-100 oraninda Bootstrap degeriyle destekleniyor olmasi bu dallarin ¢ok giiclii
oldugunu gostermektedir (Kress, 2005).

Trif tlrlerinin  farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢ok fazla sayida
deskripsiyonlar1 vardir. Arastirmacilar tarafindan verilen bu deskripsiyonlarda
zaman zaman tirlerin makroskobik ve mikroskobik ozellikleri farklilik
gosterebilmektedir. Ozellikle mikroskobik karakterler olan spor boyutlari, retikiilat
sporlarin ag goézlerinin sayist ve boyu, igneli sporlarin ignelerinin boyu, askus
boyutlari, askuslarin (varsa) sap yapilarinin uzunlugu, peridyum ve glebanin hiicre
yapilar1 ve tabakalarinin kalinliklar1 her bir tiir i¢in farkli arastirmacilar tarafindan
genelde farkli olarak verilmistir. Bu sebeple teshis edilecek bir 6rnegin tiiriiniin
belirlenmesi 0Ozellikle bazi tiirler i¢in olduk¢a zordur. Morfolojik calismalarda
oldugu gibi molekiiler ¢alismalarda da zaman zaman problemler olabilmektedir.
ITS dizileri mantarlarin teshisinde kullanilan giivenilir bir belirteg olsa da 6zellikle
triif tiirlerinin Genbankasindan blast yapilmasi suretiyle teshis edilmesi zordur.
Ciinkii genbankasina dizisi yiiklenen tiirlerin yanlis teshis edilmis olma olasilig

oldukca yiiksektir (Bonito vd., 2010a; Halasz vd.,2005; Iotti vd., 2007).
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Genbankasinda ‘tam olarak teshis edilememis’ basligi altinda ¢ok sayida Tuber
tiiriiniin dizisi yiiklenmistir. Bu tiirlerin biiyiik bir kism1 konspesifikken biiyiik bir
kismui da yeni tiirlerdir (Bonito vd., 2010a).

Bu tez calismasmin konusu olan, besin degeri, tasidigi tibbi 6zellikler ile ticari
oneme sahip ve aromatik Ozelliklerinden dolayr diinya genelinde yiiksek fiyatlarla
marketlerde alic1 bulan bu ektomikorizal mantar tiirlerinin yetistiriciligi konusunda
birgok c¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Peksen ve Kibar, 2007). Bu taleplerden
dolayr son iki ylizyildir ticari amagli olarak Tuber tiirlerinin kiiltiirii {izerinde ¢ok
calisma yapilmistir. Tuber aestivum un yliksek bitkilerle mikorizal iliski iginde
oldugunun kesfedilmesinden sonra Malecon (1938) triif ile mikorizal1 olan fidanlarin
dikimi fikrini ortaya atmigtir. 1960’11 yillarin sonunda sera ortaminda yapilan
denemelerde, trif mikorizasinin inokulasyonu basarili bir sekilde {retimi
gerceklestirilmistir (Chevalier ve Grente, 1979). Dogal alanlardan toplanan triif
tirlerinin artan talebi karsilamamasi, marketteki fiyatinin yiiksekligi, asilanmis
fidanlarin dikilmesiyle yapay triif alanlar1 olusturulmasini tegvik etmistir. Bu sayede
ticari talep dogal olarak toplanan triif mantarlarin yerine bu yapay triif bahgelerine

ilgiyi arttirmistir (Hall vd., 2007).

Tirkiye’de yayilis gosteren Tuber tiirlerinin tespit edildigi bu ¢alisma da 11 tiiriin
tilkemizde dogal olarak yayilis gosterdigi belirlenmistir. Bu tiirlerden T. aestivum
Kg/200 Euro, T. borchii Kg/200 Euro ve T. brumale Kg/180 Euro gibi fiyatlarda alici
bulabilmektedir. Ancak iilkemizde triif mantar1 bulmak icin bilingsizce yapilan
aramalar mikorizal yapiya ve dogaya ¢ok biiyiik zararlar vermektedir. Ozellikle tam
olgunlagmadan toplanacak triif 6rnekleri yeterli aromatik 6zelligi heniiz kazanmadig:
icin hem fiyat bakimindan ¢ok ucuza alict bulmakta hem de mikorizal yapiy1 bozarak
dogaya zarar vermektedir. Toplumun bu konuda bilinglendirilmesi ve yapay triif
ormanlar kurularak triif {iretiminin yOnetilmesi gerekmektedir. Tiirkiye ile Fransa,
Italya ve Ispanya’nmn cografi ve iklim yapisinin benzerlik gdstermesi, iilkemizin
muhtemel triif potansiyeli hakkinda bilgi vermektedir. Diinyada ¢ok genis bir
cografyada kurulan yapay triif bahcelerinde iklim sartlarina gore genelde 5. yildan
itibaren irtin alinabilmektedir. 10 yildan sonra ise triif bahgelerinde verim
maksimum seviyeye ulasmaktadir (Chevalier, 1998). Triif iiretimi i¢in toprak yapisi,

iklim ve yillik yagis miktar1 en onemli ii¢ kriterdir. Akdeniz iklimi ve kiregli
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topraklar triif {iretimi icin uygun sartlari tasimaktadir. Ulkemizde toprak
parametrelerinin uygun olmasi halinde her bdlgemizde iiretim yapilabilecek triif
tiirleri mevcut oldugu bu tez ¢alismasi kapsaminda da gériilmiistiir. Ulkemizde 2012
yilinda Mugla Sitk1 Kogman Universitesi tarafindan desteklenen projeler ile triif asili
mikorizal fidan {iretimi yapilmaya baslanmis ve 12 deneysel Triif bahgesi (triiferi)
kurulmustur. Calismalar MSKU TRUFMER (Triif Arastirma ve Uygulama Merkezi)

blinyesinde devam etmektedir.

Ulkemizin biyolojik zenginliklerinden olan, iilkemize diinya capinda ticari rekabet
giicii saglayabilecek degerli triif mantarlarinin iilkemizdeki dogal yayilisinin
belirlenmesi bu yonde kiiltivasyon calismalarinin sekillenmesi agisindan biiyiik
oneme sahiptir. Ulkemizde triif mantarinin dogal olarak yetisiyor olmasi, kiiltivasyon
icin en uygun sartlara sahip oldugumuzun gostergesidir. Bu tez calismasinin
Tiirkiye’de ileride yapilacak yapay triif bahcesi kurulumu ¢aligmalarina 151k tutacagi
inancindayiz.

Bu tez ¢alismasi ile baz1 Tuber tiirlerinin Tirkiye’deki yayilis1 hakkinda tespitlerde
bulunulmustur. Tespit edilen tiim taksonlarin morfolojik ve molekiiler sistematik
analizi yapilmustir. Trif tiirleri isimlendirilerek tiir ¢esitliliginin ortaya ¢ikarilmasi ve
molekiiler olarak tiplendirilmesi ile lilkemiz Mantar veritabani ¢alismalarina katki
saglanmistir. Cinsin teshis anahtar1 olusturulmustur. Toplanan mantarlar herbaryum
materyali haline getirilerek ilerde yapilacak c¢aligmalar i¢in kaynak haline
getirilmistir. Filogenetik analizler yardimiyla Tirkiye tiirleri ile Avrupa tiirleri

kiyaslanmis  genetik  akrabaliklar1  arasindaki  iliskiler tespit  edilmistir.
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EKLER

EK A. Tez ¢aligmas1 kapsaminda incelenen orneklere ait ITS bolgesi dizileri

>MYG 01 Tuber puberulum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCTCTCTTATTTAGACTAAATGGGGGTCCAGAGACTCAGATTCCAACCTG
GCTAAGACTAGTTTAGTATATTAAAACACTCTGAGAGTCTACTACCATGG
TTCACTTTTCTGGCCTATTCATTTCAGTAGAGTAGGACAAGGTGCTCTTAG
CACTACCCACTTCTACCAATACCACATTATATGTGAGGCGGTTTTAGTGA
CGCTCGAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT
TTTAATATATTTTTAAAATTTGCGGCGGATGGCCTTCTCAGACAACTGATT
TGTTCAAAAGTTTGATATTGAACCCTTCCCCAGACACCTCAACCCGAAAT
GCCAGGAAGGGCAGGGCTGGCAGCAGTGGCCACTGATCTGGGGAAGCAA
CATGGGAGTGTACACATGGATGTGTTTTGCTTGGGAGCCCCATTGGACAT
CCCGAACATATGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCA

>MYG 02 Tuber nitidum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCCAGATTTCATGTCGGATGGAGGTCCGTGGAGGCCAGAACAGAACCGA
GCGACGGACTGGTTTATGTCTTCGTAACATTTACTAAGTCCCTTGCGGAG
GTTTATTGTCCTGCCTATGCATTTCGACGGGGTGACCGAGGTGCATTGTA
GCCCTGAGTTCACATCCATCAATACCATAATACATATGAGCGGGTTTGCA
GTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCAAGGGGCGCAATGTG
CGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCG
CATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGA
AAGTTTTAACTTATTCAAAGAAGACGGCGCTGGGCCGACTCAGACTGCTG
ATTCAATGATTCGCTTTTGATGGGTCCTTTCCCAGGGGCGAGCCACCTGG
GAAAGCAACATGGAAAGGTACGCAGAGAGGGTTTGGGTCAGGGAACACT
TGAGTGTCCCGTATATTCATAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCCTACGGA
A

>MYG 03 Tuber excavatum

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATGCCTACCTGATCC
GAGGTCAACCGAGATCACACCAGATGCGGAGGGGGTCTGGATGTGGCGC
AAGACAATGCCTAGCTGCTGACTGCTCCGCGTCTTCACACGACACTTACT
AAGTCACTTGCTGAGGCCCAATTGTCCCGCTTATGCATTTCAGCAGAGCT
GTGATGCGGCCACGTAGGACCACGGCGAGCTTCCACCAATACCACGGAA
TTCCGTGAGGAGGTTTCTAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCTAAGGAAT
GCCAAAGGGCGCAATATGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGC
CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTGTTCAATATGCCGGGCACTT
GGCCCACTCAGACAGTATGTATGCACCAGAGTTTCTGTTTTGGCCCTTCC
CCAGGCACCTCCATCCCACGACCATGCATGGTCGGCGACAGGTAGCAAT

101



Ek A. (devam)

GGCTGCTGGCCTGGGAAAGCAACGTGGATGGGTACTCAGAGAGGTTTGA
GATCGGGGACCAGATATGGGGCTCCCCACGCTGTTTACTAATGATCCTTC
CGCAGGTTCACCTACGGAAG

>MYG 05 Tuber brumale

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCTTACGATTCGAGGTCAACC
CATAATTTATTCAAGATGGGGATCCATGATAGCAGTATCAGATATACTAA
ACAACTAATTCGTATCCTGGAGACATTTATAAAGTCTGTTATTTTATACCC
GATATCCACCTGATGAATTTTAGCAGAGTATCTCGTAAGCATATGTACTA
AATATACCCACAATCTACAGCAACCAAGACCACAATATTTGTGAGGAAG
TTAGCAGTGACGCTCGAACAGGTATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGC
TATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTA
CTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTCAAATATCAATAAATCTGGCACTTGGCCATATCAGA
CTACATGCTCATACAATTCGTTAAGGTGAAGACCTTCCACAGGAGCCTAC
ATAGCTCTAACAATATAATAGCTAAACGTTTGCGGTATTAATGACAGAAC
AAATAGAATGTAATGACCAACTACCTGTCAACCTGCCCAATTTGTAGCAA
GACACCGATACAGTCTAACGATCGATACCATAGCAAGTAGAACTACTAG
CTGGCAGCTGGCCAGCAGTATTCAATAGCTTAGATTATCAAAGGAAGGA
TATATCAGCAATGTGTAGCAACTGGAGACAGGTAGTACAAGATAGCAAT
AGTGGAAAGCATTAGATCGGCTCTGACATTGTGTACCACTGACGAGTAG
GAAATAACACTTAGCCTGTGAAAGCAACATGGATTGGTACACAGAGAGA
TTGAAGATCAGG

>MYG 06 Tuber brumale

TATGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCTTACCTGATTCGAGGTCAACC
CATAATTTATTCAAGATGGGGATCCATGATAGCAGTATCAGATATACTAA
ACAACTAATTCATATCCTGGAGACATTTATAAAGTCTGTTATTTTATACCT
GATATCCACCTGATGAATTTTAGCAGAGTATCTCGTAAGCATATGTACTA
AATATGCCCACAATCTACAGCAACCAAGACCACAATATTTGTGAGGAAG
TTAGCAGTGACGCTCGAACAGGTATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGC
TATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTA
CTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTCAAATATCAATAAATCTGGCACTTGGCCATATCAGA
CTACATGCTCATACAATTCGTTAAGGTGAAGACCTTCCACAGGAGCCTAC
ATAGCTCTAACAATATAATAGCTAAACGTTTGCGGTATTAATGACAGAAC
AAATAGAATGTAATGACCAACTACCTGTCAACCTGCCCAATTTGTAGCAA
GACACCGATACAGTCTAACGATCGATACCATAGCAAGTAGAACTACTAG
CTGGCAGCTGGCCAGCAGTATTCAATAGCTTAGATTATCAAAGGAAGGA
TATATCAGCAATGTGTAGCAACTGGAGACAGGTAGTACAAGATAGCAAT
AGTGGAAAGCATTAGATCGGCTCTGACATTGTGTACCACTGACGAGTAG
GAAATAACACTTAGCCTGTGAAAGCAACATGGATTGGTACACAGAGAGA
TTGAAGATCAGG

>MYG 08 Tuber ferrugineum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAC
CCAGAGTTTGTCTTGGATGGAGGTCCGTGGAGGCCAGGCCACAACCCCG
CAAGGGACTGGCTCATGTCTTCAAAACAGTTACTAAGTCCGTTGCCAAGA
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TTGATTGTCCTGCCCGTGAATTTCAATGGGATGACCCTGGCACCATTGGC
AGCCTTAGATCACTTCCATCAGTACCATAATATTTATGAGCGGGTTTTGC
AGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCGAGGGGCGCAATGT
GCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATC
GCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTAACTTGTTCAAAGAATATGGCACTTGGCCAACTCAGACAGGA
GATTGAATTATTCGCTTTGGGTAGGGTCTTTCCCAGGAGCCCGAGGGCAA
CATTGGATGGCTGCTGAGGCCAACCGCCTGGGAAAGCAACATGGACTAG
TACGCGGAGAGGGTTTGGGTCGGGAAACACTGTGGTATCCCATGTATGC
ATAATGATCCTTCCGCAGGTTCA

>MYG 09 Tuber ferrugineum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCCAGAGTTTGTCTTGGATGGAGGTCCGTGGAGGCCAGGCCACAACCCC
GCAAGGGACTGGCTCATGTCTTCAAAACAGTTACTAAGTCCGTTGCCAAG
ATTGATTGTCCTGCCCGTGAATTTCAATGGGATGACCCTGGCACCATTGG
CAGCCTTAGATCACTTCCATCAGTACCATAATATTTATGAGCGGGTTTTG
CAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCGAGGGGCGCAATG
TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTAACTTGTTCAAAGAATATGGCACTTGGCCAACTCAGACAGG
AGATTGAATTATTCGCTTTGGGTAGGGTCTTTCCCAGGAGCCCGAGGGCA
ACATTGGATGGCTGCTGAGGCCAACCGCCTGGGAAAGCAACATGGACTA
GTACGCGGAGAGGGTTTGGGTCGGGAAACACTGTGGTATCCCATGTATG
CATAATGATCCTTCCGCAGGTTCA

>MYG 10 Tuber ferrugineum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCCAGAGTTTGTCTTGGATGGAGGTCCGTGGAGGCCAGGCCACAACCCC
GCAAGGGACTGGCTCATGTCTTCAAAACAGTTACTAAGTCCGTTGCCAAG
ATTGATTGTCCTGCCCGTGAATTTCAATGGGATGACCCTGGCACCATTGG
CAGCCTTAGATCACTTCCATCAGTACCATAATATTTATGAGCGGGTTTTG
CAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCGAGGGGCGCAATG
TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTAACTTGTTCAAAGAATATGGCACTTGGCCAACTCAGACAGG
AGATTGAATTATTCGCTTTGGGTAGGGTCTTTCCCAGGAGCCCGAGGGCA
ACATTGGATGGCTGCTGAGGCCAACCGCCTGGGAAAGCAACATGGACTA
GTACGCGGAGAGGGTTTGGGTCGGGAAACACTGTGGTATCCCATGTATG
CATAATGATCCTTCCGCAGGTTC

>MYG 12 Tuber rufum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCCAAAATTTGTTTTTAATGGAGATCCATAGAAGTCAGTCCAAGTCCTAG
CAAGAAACTAATATATGTCTTCAAAACAGTTACTAAGTCCTTTGCTAAAG
ATAATTGTCCTGCCTATATATTTCAATGGGGTGACTGAGGCATATTAGTA
GCCTCTCTTCACATCCACCATTACCATAATAGTTATGAGTGGGTTTGCAGT
GACGCTCGAACAGGCATGCCTCAAGGAATACCAAGAGGCGCAATGTGCG
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TTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCA
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATACGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAA
GTTTTAATTCATTCAAAAAAATATGGCACTGGGCCAACTCAGACTGCTGA
TTCAATAGTTTGCTTTGAACAGGCCCTCTCCCAGGAGCCTACATAGTAAA
GTAAATTCAACTAGCAGGAAGGGTTAAACAACTAGTAAAACCAACCACC
TGGGAAAGCAACATGGATCAGTACACAGAGAGGTTTTGAGTCAGGAAAC
ACTTATATGTTCCATATATGAATAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCCTACG
GAA

>MYG 13 Tuber rufum

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCC
GAGGTCAACCCAGATTTTATATTGGATGGAGGTCCGTAGAGGCCAGGCC
AGCACCAAGCAAGAGACTGGTTTTTGTCTTCAAAACAGTTACTAAGTCTA
TTGCGGAGGTTGATCGTCCTGCCTATGCATTTCGATGGGGTGAGCCGGGC
ATACTGCTAGACTCAGTTCACATCCATCAATACCATAATATATATGAGCG
GGTTTGCAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCAAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACAT
TACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTTTAAACTTATTTAAAGAATACGGCACAGGGGCCAGT
TCAGACAGCTGATTCAATGATTCGCTTTGGATGTGCCCTTTCCCGGGAGC
GAGCCACCCGGGAAAGCAACGTGGATTGGTACACAGGGAGGGGTTTGAG
TCATGGAACACTTGCGTGTCCCAGATATGTATAATGATCCTTCCGCAGGT
TCACCCTACGGAA

>MYG 14 Tuber aestivum

TGACGAGATGCCCCGGAgAtgcCCGCCACGGGCTCGAGGCGGIAGGGACAG
CAATGGCCCCGCGACTGCTTCACGCIAACCACAGCGTCTACCAAGICGGGT
CCGCCAATGCGTGHGCTCCCCATACATITCAGCGggTGgGGAGGGCCTggCC
GCCATCGCGGCcCGGTCCcGACACCACCTCCGCCAGCACCACGTGTTCCGT
GAGGTGGTTTGCACTGACGCTCGGACAGGCATGCCCTGAGGAATGCCCC
AGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAGTTCTGCAATT
CACATTACCTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAG
AGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTGTCAAGTTTCTGGCGGCCCAATGT
GGCCCAGGTCAGACAGTCCATCCATGCTCCCGACGTTTTAGTTCTCGAGG
GGCGGGAGCCCCACCCCCGGGCGCCTCCGCGCAGCGATCCACGCCAGTG
TCTCGCCGACGGGCGGCGACGGCCGCTGGCCCGGGGAAGCAACATGGCA
TTGTACGCAGCTGTGGTTTGGTGCTCTGGGTGGCCGCCCCACTGGCGTCA
CCCGGCTTGTTTAATGAT

>MYG 18 Tuber aestivum

ATCGAGGTCAAACCTGACGAGATGCCCCGGAGATGCCCGCCACGGGCLTC
GAGGCGGGAGGGACAGCAATGGCCCCGCGACTGCTTCACGCTAACCACA
GCGTCTACCAAGTCGGGTCCGCCAATGCGTGTTGCTCCCCATACATTTCA
GCGGGGTGGGGAGGACCTGGCCGCCATCGCGGCCCGGTCCGACACCACG
CCCGCCAGCACCACGTGTTCCGTGAGGTGGTTTGCACTGACGCTCGGACA
GGCATGCCCTGAGGAATGCCCCAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTGAGTTCTGCAATTCACATTACCTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTGT
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CAAGTTTCTGGCGGCCCAATGTGGCCCAGGTCAGACAGTCCGTGCTCCCG
ACGTTTTGGTTCTCGAGGGGCGGGAGCCCCACCCCCGGGLCGLCCTCCGLGL
AGCGATCCACGCCTGTGTCTCGCCGACGGCCGGTGACGGCCGCTGGCCCG
ATGAAGCAACATGCAATTGTAC

>MYG 20 Tuber rufum

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATACATATCCGGGGGCACC
CAAGTGTTCCCTGACCCAAACCCTCTCTGTGTACCAATCCTCGTTGCTTTC
CCGGGTGGCTCGCTCCCCCCGGGAAAGGGCCTATCCAAAGCGAATCATT
GAATCAGCTGTCTGAATTGGCCCAGCGCCATATTCTTTGAATAAGTTTAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCTTGGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCACTGCAAACCCGCTCATATATATTATGGTATTGATGGATGTGACCTG
AGGCTAGCAGTATGCCCGGATCACCCTGTCGAAATGCATAGGCAGGAAA
ATCAACCTCGGCAAAGGACTTAGTAACTGTCTTGAAGACAAAAACCAGT
CTCTTGCTAGGTGCTGGCCTGGCCTCCATGGACCTCCATCCAATGTGAAA
TCTGGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGA

>MYG 22 Tuber aestivum

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTACCCCTACCTGATCC
GAGGTCAAACCTGACGAGATGCCCCGGAGATGCCGCCACGGGCTCGAGG
CGGGAGGGACAGCAATGGCCCCGCGACTGCTCCACGCTAACCACAGCGT
CTACCAAGTCGGGTCCGCCAATGCGTGTTGCTCCCCATACATTTCGGCGG
GGTGGGGAGGACCGGGCCGCCATAGCGGCCCGATCAGACACCACACCTC
CGCCAGCACCACGTGTTTCCGTGAGGTGGTTTGCACTGACGCTCGGACAG
GCATGCCCTGAGGAATGCCCCAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTGAGTTCTGCAATTCACATTACCTATCGCATTTCGCTGCGTTC
TTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTGTC
AAGTTTTCGGCGGCCCAATGTGGCCCAGGTCAGACAGTCCAATGCTCCCG
ACGTTTTAGTTTCGAGGGGCGGGAGCCCCACCCCCGGGCGCCTCCGLCGLCG
GCGATCCACGCCTGTGTCTCGCCGACGGGCGGCGACGGLCLGLTGGLLCG
GGGAAGCAACATGGCATTGTACGCAGCTGTGGTTTGGTGCTCTGGGTGGC
CGCCCCACTGGCGTCACCCGGCTTGTCTAATGATCCTTCCGCA

>MYG 26 Tuber rufum

CGAGGTCAACCCAGATTTTATATTGGATGGAGGTCCGTCGAGGCCAGGCC
AGCACCACGCAAGAGACTGGTTTTTGTCTACAAAACAGTTACTAAGTCTA
TTGCAGAGGTTGATCGTCCTGCCTATGCATTTCGATGGGGTGATCCGGGC
ATACTGCTAGCCTCAGTTCACATCCATCAATACCATAATATGTATGAGCG
GGTTTGCAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCAAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACAT
TACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTTTAAACTTATTTAAAGAATACGGCACTGGGCCGGTT
CAGACAGCTGATTCAATGATTCGCTTTGGATGGGCCCTTTCCCGGGAGCG
AGGCACCCGGGAAAGCAACATGGATTGGTACACGGGGAGGGTTTGAGTC
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ATGGAACACTTGCGTGTCCCAGATATGTATAATGATCCTTCCGCAGGTTC
A

>MYG 27 Tuber borchii

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCC
GAGGTCAACCTCTCTAGTTTGGACTAAATGGGGGGTCCGATAGCTCAGAA
CATGACTTGGAGAAGACTAATTTAGCGTTTTAAAACACTCCTGGAGTCTA
TTACCACGGTCAACTTCCCTGGCCTATTCATTTCAGTAGAGTCAGACAAA
GTAGTGTTAGTACTATCCACTTCTACCAATACCACATTATCTGTGAGGGG
GTTTTTAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCG
CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTAACATGTTTAAATTTTATGGCACATGGCCTTCTCAG
ACTACTAATTGGTTCAAAAGTTTAAAGGGAGAGAGTACACAGGAAGGTG
TTTTGCTTAGGAGCCCGATAGGGCATCCCATACATTTTGTAATGATCCTTC
CGCAGGTTCACCTACGGAA

>MYG 29 Tuber aestivum

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGACAAGCCGGGTGACGC
CAGTGGGGCGGCCACCCAGAGCACCAAACCACACGTGCGTACAATGCCA
TGTTGCTTCCCCGGGCCAGCGGCTGTCGCCGCCGGTCGGCGAGACACAGG
AGTGGATCGCCGCGCGGAGGCTCCCGGGGGTGGGGCTCCCGCCCCTCAA
AACTAAAACGTCGGGAGCATTGGACTGTATGACCTGGGCCACATTGGGC
CGCCGAAAACTTGACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAGGTAATGTGAATTGCAG
AACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTGGGGCATT
CCTCAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAGTGCAAACCACCTCACGGAAAC
ACGTGGTGCTGGCGGAGGTGTGGTGTCTGATGGGGCCACGATGGCGGCC
CGGTCCTCCCCACCCCGCCGAAATGTATGGGGAGCAACACGCATTGGCG
GACCCGACTTGGTAGACGCTGTGGTTAGCGTGGAGCAGTCGCGGGGCCA
TTGCTGTCCCTCCCGCCTCGAGCCCGTGGCGGCATCTCCGGGGCATCTCG
TCAGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGGTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAA

>MYG 30 Tuber puberulum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCTCTCTTATTTAGACTAAATGGGGGTCCGGGAACTCAGATTCCAACCTG
GCTAAGACTAGTTTAGTATATTAAAACACTCTGAGAGTCTACTACCATGG
TTCACTATTCTGGCCTATTCATTTCAGTAGAGTAGGACAAGGTGCTTTTAG
CACTACCCACTTCTACCAATACCACATTATATGTGAGGCGGTTTTAGTGA
CGCTCGAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT
TTTGATATATTTTTAAAATTTGCGGCGGATGGCCTTCTCAGACAACTGATT
TGTTCAAAAGTTTGATATTGGACCCTTCCCCAGACACCTCAACCCGAAAT
GCCATGAAGGGCAGGGCTGGCAGCAGTGGCCACTGATCTGGGGAAGCAA
CATGGGAGTGTACACATGGATGTGTTTTGCTTGGGAGCCCCATTGGACAT
CCCGGACATATGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCA

106



Ek A. (devam)

>MYG 31 Tuber puberulum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCTCTCTTATTTAGACTAAATGGGGGTCCGGGAACTCAGATTCCAACCTG
GCTAAGACTAGTTTAGTATATTAAAACACTCTGAGAGTCTACTACCATGG
TTCACTTTTCTGGCCTATTCATTTCAGTAGAGTAGGACAAGGTGCTTTTAG
CACTACCCACTTCTACCAATACCACATTATATGTGAGGCGGTTTTAGTGA
CGCTCGAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT
TTTGATATATTTTTAAAATTTGCGGCGGATGGCCTTCTCAGACAACTGATT
TGTTCAAAAGTTTGATATTGGACCCTTCCCCAGACACCTCAACCCAAAAT
GCCATGAAGGGCAGGGCTGGCAGCAGTGGCCACTGATCTGGGGAAGCAA
CATGGGAGTGTACACATGGATGTGTTTTGCTTGGGAGCCCCATTGGACAT
CCCGGACATATGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCA

>MYG 32 Tuber borchii

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCC
GAGGTCAACCTCTCTAGTTTGGACTAAATGGGGGGTCCGGTAGCTCAGAA
CATGACTTGGAGAAGACTAATTTAGCATTTTAAAACACTCCTGGAGTCTA
TTACCACGGTCAACTTCTCTGGCCTATTCATTTCAGTAGAGTCAGACAAA
GTAGTGTTAGTACCATCCACTTCTACCAATACCACATTATCTGTGAGGGG
GTTTTTAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCG
CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTAACATGTTTAAATTTTACGGCACATGGCCTTCTCAG
ACTACTAATTGGTTCAAAAGTTTAATGGGGGAGAGTACACAGGAATGTG
TTTTGCTTGGGAGTCCGATAGGGCATCCCATACATTTTGTAATGATCCTTC
CGCAGGTTCACCTACGGAA

>MYG 34 Tuber rufum

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCC
GAGGTCAACCCAGATTTCATATTGGATGGAGGTCCGTAGAGGCCAGGGC
AGCACCAAGCAAGAGACTGGTTTTTGTCTTCAAAACAGTTACTAAGTCTA
CTGCAGAGGTTGATTGTCCTGCCTATGCATTTCGATGGGGTGATCCGGGC
ATACTGCTAGCCCCAGTTCACATCCATCAATACCATAATATATATGAGCG
GGTTTGCAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCAAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACAT
TACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTTTAAACTGATTTAAAGAATACGGCACCGGGCCAGTT
CAGACAACTGATTCAATGATTCGCTATGGATAGGCCCTTTCCCGGGAGCG
AGCCACCCGGGAAAGCAACATGGATTGGTACACAGGGAGGGTTTGAGTA
ATGGAACACTTACGTGTCCCAGATATGTATAATGATCCTTCCGCAGGTTC
ACCTACGGAAG
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>MYG 37 Tuber borchii

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCC
GAGGTCAACCTCTCTAGTTTGGACTAAATGGGGGGTCCGGTAGCTCAGAA
CATGACTTGGAGAAGACTAATTTAGCATTTTAAAACACTCCTGGAGTCTA
TTACCACGGTCAACTTCTCTGGCCTATTCATTTCAGTAGAGTCAGACAAA
GTAGTGTTAGTACCATCCACTTCTACCAATACCACATTATCTGTGAGGGG
GTTTTTAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCG
CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTAACATGTTTAAATTTTACGGCACATGGCCTTCTCAG
ACTACTAATTGGTTCAAAAGTTTAATGGGGGAGAGTACACAGGAATGTG
TTTTGCTTGGGAGTCCGATAGGGCATCCCATACATTTTGTAATGATCCTTC
CGCAGGTTCACCTACGGAA

>MYG 38 Tuber nitidum

TGAACCTGCGGAAGGATCATTATGAATATACGGGACACTCAAGTGTTCCC
TGACCCAAACCCTCTCTCTGCGTACCTTTTCCATGTTGCTTTCCCAGGTGG
CTCGCCCCTGGGAAAGGACCCATCAAAAGCGAATCATTGAATCAGCAGT
CTGAGTTGGCCCAGTGCCGTCTTCTTTGAATAAGTTAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCTTGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCACTGCAAA
CCCCCTCATATGTATTATGGTATTGATGGATGTGAACTCAGGCCTACAAT
GCACCTCAGTCACCCCGTCGAAATGCATAGGCAGGACAATAAACCTCCG
CAAGGGACTTAGTAAATGTTATGAAGACATAAACCAGTCCGTCGCTCGGT
TCTGTTCTGGCCTCCACGGACCTCCATCCGACATGAAATCTGGGTTGACC
TCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAACCGGA
GGA

>MYG 40 Tuber rufum

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAA
CCCAGATTTCACATTGGATGGAGGTCCGTAGAGGCCAGGCCAGCACCAA
GCAAGAGACTGGTTTTTGTCTTCAAAACAGTTACTAAGTCTGTTGCAGAG
GTTGATCGTCCTGCCTATGCATTTCGATGGGGTGATCCGGGCATACTGCT
AGGCTCAGTTCACATCCATCAACACCATAATATATATGAGCGGGTTTGCT
GTGACGCTCGAACAGGCATGCCCCAAGGAATACCAAGGGGCGCAATGTG
CGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCG
CATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGA
AAGTTTTAAACTTATTTAAAGAATACGGCACTGGGCCAGTTCAGACAGCT
GATTCAATGAGTCGCTTTGGATAGGCCCTTTCCCGGGAGCAAGCCACCCG
GGAAAGCAACGTGGATTGGTACACAGGGAGGGTTTGAGTAATCGAACAC
TTGCGTGTCCCAGATATGTATAATGATCCTTCCGCAGGTTCA
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