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Polyporaceae familyas: iiyelerinden Ganoderma lucidum ve Trametes versicolor medikal
anlamda Onemli mantarlardir. Bu c¢alismada ilk basamak olarak Ganoderma lucidum (Tirk
basidiomiset izolat) Japonya ve Cinde uygulanan geleneksel kiiltiir metodlarina adapte edilen gelismis
kiiltiir kosullart kullanilarak arastirilmistir. Bu c¢alisma ayrica izolatin daha iyi gelisim gosterdigi
kontrolli ¢evre kosullarini da irdelemestir.

Ikinci basamak olarak 4 basidiomiset grubu mantarin molekiiler filogenetik analizleri ITS,
5.8S rDNA niikleotid sekans analizleri yapilarak c¢alisilan izolatlarin temel taksonomik
smiflandirilmasi yapilmistir. Analiz sonuglari1 4 grup mantar belirlemistir. Bunlardan ikisi Ganoderma
cinsine benzerlik gostermekte ve tiir bazinda Ganoderma lucidum ve Ganoderma applanatuma
benzemekte iken diger iki izolatin Trametes cinsine benzerlik gosterdigi ve tiir bazinda birinin
Trametes versicolor’a digerinin ise subspecies diizeyinde farklilik gdstermesi sebebiyle sadece cins
diizeyinde Trametes spp. seklinde ele alindig1 bildirilmistir.

Uclincii basamak olarak G. lucidum ile G. applanatum arasinda ve Trametes versicolor ve
Trametes spp. arasinda interspesifik hibridizasyon, protoplast teknigi kullanilarak yapilmustir.
Protoplast izolasyonu ve misel rejenerasyonu agisindan degerlendirilen besiyerlerinden en fazla
verimlilik MCMM besiyerinde gozlenirken litikaz en iyi litik etkili enzim ve mannitolde en iyi
ozmatik stabilizor seklinde ve bunlara bagl fiizyon frekans1 0.030 % seklinde tespit edilmistir.

Protoplast rejenerasyonu ile elde edilen hibritlerin heterokaryon olup olmadiklari incelenmis
ve rejeneratif kolonilerin biitiin parental Ozellikleri aymi anda gostermedigi tepit edilmistir.
Heterokaryonlarin hibrit olduklarindan emin olmak i¢in parental izolatlar ile fusantlarin esteraz izozim
kaliblar1 tanimlanmugtir. izolatlara (Ganoderma sp.. ve Trametes sp..) ait elektroforetik kaliplarda
yapilan incelemede fuzantlarda 1 yada iki parental bant teshis edilmistir.

Anahtar Kelimeler:Polyporaceae, Ganoderma lucidum, protoplast, ITS, 5.8 S
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Polyporaceae family members especially Ganoderma lucidum and Trametes
versicolors are important for their medical properties. In this study for the first step
Ganoderma lucidum (Turkish basidiomycetes isolate) is being searched using extensive
cultivation systems adapted the traditional growing methods developed in Japan and China.
This research also focuses on indoor techniques which permit better environmental control
for the isolate.The second step, molecular data analyses of four basidiomycete isolate are
studied using molecular phylogenetic techniques by the nucleotide sequences of ITS-5.8S
regions of rDNA to establish the basic taxonomy of the isolates. The analysis resulted in the
emergence of four major clades. Two of the clades belonged to the Ganoderma and similar
to Ganoderma lucidum, and Ganoderma applanatum the third clade was belonged to
Trametes and similar Trametes versicolor and finally the fourth clade was belonging to the
Trametes sp.. but similarity for the subgenus could not recognized.For the third step
interspesific hybridization between G. lucidum and G. applanatum, and Trametes versicolor
and Trametes sp.. were studied using protoplast technique. To establish conditions for the
protoplast isolation and regeneration of the mycelia of the isolates, various enzymes and
osmatic stabilizers were examined. Among different media MCMM medium was found to be
the best for colony growth. Lyticase was the best lytic enzyme and mannitol was the best
osmatic stabilizer with the fusion frequency in the range of 0.030 %. Protoplasts from
various hybrids were released and regenerated to determine whether they were
heterokaryons. In all regenerated colonies, both parental types could not be recovered at the
same time. For being sure for the fourth step isozyme analysis up to esterase isozyme was
determined with the parental isolates and fusants. The electroforetic bands of the
(Ganoderma sp.. and Trametes sp..) fusants showed whether one or two parental esterase
bands.

KeyWords Polyporaceae, Ganoderma lucidum, protoplast, ITS, 5.8 S
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SIMGELER ve KISALTMALAR

°C ; santigrat celcius

AMPS ; amonyumpersiilfat

bp ; baz ¢ifti

CaCl, ; kalsiyumkloriir

CuSO, : bakarsiilfat

CYM ; completely yeast medium

EDTA ; etilendiaminotetrasetikasit

F&R ; Fahraeus ve Reinhammar

FeSO, : demirsulfat

GCM ; Ganoderma complete medium
GPD ; gliseraldehit-3-fosfatdehidrogenaz
HPLC ; high performance liquid chromatography
ITS ; internal transcribed spacer
K;HPO, ; dipotasyumhidrojenfosfat

kb ; kilobaz

kDa ; kilodalton

KH,PO, ; potasyumdihidrojenfosfat

MCM ; mushroom complete medium
MCMM ; mushroom complete mineral medium
Mg,SO4 ; magnezyum siilfat

MgSO, ; magnezyum siilfat

MMM : mushroom minimal medium
MnCl, ; mangankloriir

MnSQO, ; mangansiilfat

mt SSU rDNA ; mitokondrial small subunit ribosomal DNA

mt ; mitokondrial, mitokondri
Na,HPO, ; disodyumhidrojenfosfat
NacCl ; sodyum kloriir

NaH,PO, ; sodyumdihidrojenfosfat



nt
NTS
PB

PCR Master M ;

PCR
PDA
PEG

pM
PVP-40
RAPD
rDNA
RNAaz
rpm
SDS
SSuU

TE
TEMED
Tris HCI
YCM
ZnS0Oy

niikleotid

non transcribed spacer
saflagtirma tamponu

PCR 6rnek karigimi
polimeraz zincir reaksiyonu
potato dextrose agar
polietilen glikol

pikomol

polivinilprolidin

random amplified polimorfik DNA
ribozomal DNA
riboniikleikasidaz

rapid per minute

sodyum dodesil stilfat
small subunit

tris-EDTA
tetraetilmetiletilendiamin
Tris hidroklorid

yeast complete medium

cinkokloriir
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1.GIRIS

1.1. Dogal iiriin endiistrisi

Ozellikle son 30 yilda gerek dogal iiriinler gerekse bitkisel kaynakli ilag
endiistrisi iriinlerine olan ragbet artis gostermistir (Hamburger ve Hostettmann,
1991; Su ve ark., 1997).

Geleneksel anlamda 6zellikle Asya da uzunca bir siiredir kullanilan bitkisel
kaynakli ilaglarin tedavi siireglerine olumlu etkilerinin goériilmesi bu anlamda
degerlerinin artmasina neden olmustur (Elvin-Lewis, 2001).

Gilinlimiizde patojenik organizmalara karst immiin sistemi stimule edici
ozelliklere sahip bir ¢ok iiriiniin ticari olarak satis1 yapilmaktadir (Swartz, 2000;van
der Waaij ve Nord, 2000; McGowan, 2001; Lipsitch ve Samore, 2002)

Klinikte kullanimlar1 agisindan faydali bir¢ok ilag, dogal iirlinlerden elde
edilebilmektedir (Shu, 1998). Her yil en azindan 2 yada 3 antibiyotigin
mikroorganizmalardan temin edildigi bildirilmistir (Clark, 1996), ayrica antitimor ve
antienfektif ajanlarin neredeyse 60 %’mnin dogal iiriin kokenli oldugu bildirilmistir
(Cragg ve ark., 1997).

Gilinlimiizde dogal kaynakli iiriinlerin arastirilmasi amaciyla farmakolojik
caligmalar yapan birgok laboratuar mevcuttur. Elde edilen sonuglar harcanan zaman
ve emegin bosa ¢ikmadigi yoniindedir (Farnsworth, 1994).

Filament6z mantar gruplarinin bir¢ogu ikincil metabolit liretmeleri agisindan
ve bu metabolitlerin terapdtik ajan seklinde islevsellligi olmasi yoniinden dnemlidir.
Filament6z mantarlardan elde edilen en onemli bilesiklerin basinda p-laktam
antibiyotikleri ve statin (antihiperkolesterol) kokenli ilaglar gelir. Penisilin, Sir
Alexander Fleming tarafindan 1920°li yillarda Penicillium tiirlerinden elde edilmis
ilk antimikrobik ila¢ olma &zelligini gosterir (Fleming, 1929). Bu basar1 ayni
zamanda bagka antibiyotiklerin ve terapdtik bilesiklerin eldesi yoniinde kaynak
niteligi teskil etmistir. Penisilin giinimiizde hala kullanilan en kuvvetli ve en az

toksik etkili antibiyotik olarak ifade edilmektedir (Demain ve Elander, 1999).
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Statinler, ilag olarak degerlendirilen, 6nemli dogal iiriin kaynakl bilesiklerdir.
Bunlarda hiperkolesterol, koroner kalp yetersizligi gibi risk gruplarinin
indirgenmesinde 6nemli roller istlenirler (Shu, 1998; Quinn, 1999). Bilinen ilk
statin, mevastatin (kompaktin), Penicillium mantarindan elde edilmistir (Endo ve
ark., 1976a, 1976b). Takip eden ¢aligmalarda Aspergillus terrus’dan izole edilen
lovastatin, aktif analog gruplar seklinde tiirevlenen pravastatin ve simvastatin izole
edilmistir (Haruyama ve ark., 1986; Hoffman ve ark., 1986).

Artan diinya niifusu ile birlikte problemlerde giderek artmaktadir. Gerek
yiyecek ihtiyacinin karsilanmasi gerek tibbi anlamda yeni atilimlarin ortaya ¢ikmasi
acisindan dogal endiistrinin ve bu sayede yeni kaynaklarin gerekliligi géz ardi

edilemeyecek sartlardandir.

1.2. Mantarlar ve diger organizmalarla iliskileri

Gegmiste bitkiler alemine dahil edilen ve bu anlamda incelenen mantarlara
iliskin diisiinceler 1969°da Whittaker’in mantar sistematigi degerlendirmeleriyle yeni
bir boyut kazanarak geleneksel anlayistan uzaklagmistir. Buna gore hiicre duvar
yapilarindan ~ kaynaklanan  farkliliklar,  absorbsiyon  ihtiyaclari,  viicut
morfolojilerindeki farklilik, iireme davraniglar: gibi temel 6zelliklerin belirlendigi bu
degerlendirme daha gercek¢i bir yaklasim olmustur. Whittaker organizmalar1 bes
aleme ayirmis ve bu alemleri Monera, Protista, Hayvanlar, Bitkiler ve Mantarlar
seklinde isimlendirmistir. Monera alemi niikleer membrandan yoksun prokaryotik
hiicre gruplarinm1 igermektedir. Protista, prokaryotik hiicrelerden olusmus tek veya
koloni seklinde uniseliiler organizmalardan olugan 6karyotik hiicre gruplarini ifade
eder. Diger 3 temel okaryotik multiseliiler yapidaki gruplar hayvanlar, mantarlar ve
bitkiler seklinde siralanmistir. Smiflandirma da temelde fotosentez, absorbsiyon ve
biyokimyasal metabolik yollar gibi temel kriterler baz alinarak protistlerden
Okaryotik gruplara kadar gelisim diizey ve basamaklar1 benzerlik yada farkliliklar
g6z oniinde bulundurularak degerlendirilmistir (Whittaker, 1969).

1987’lere gelindiginde Cavalier ve Smith isimli iki arastirmaci mantarlarin

bazi hayvan gruplartyla benzestigini Ozellikle choanoflagellat gruplariyla ayni
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atadan geldiklerini ileri siirmiisler ve teori her iki grubunda yassi, diskoidal olmayan
benzer mitokondria yapilar1 gibi organik  benzerliklerine dayandirarak
pekistirilmisdir. Daha sonra yapilan c¢alismalar hayvanlarla mantarlarin sadece bu
yonleriyle degil ayrica benzer kitinolitik ekzoiskelet yapilari, nisasta yerine glikojen
depo etmeleri, kloroplastlardan yoksun olmalar1 ve bitkilerin tersine ayni
hayvanlarda oldugu gibi UGA kodonunu triptofan aminoasidi igin zincir
terminasyonunda kullaniyor olmalar1 gibi yonlerden de benzestiklerini gostermistir
(Baldauf ve Palmer, 1993; Wainright ve ark., 1993).

Yakin zamanda yapilan ve okaryotik gruplarin niikleer SSU rDNA’larina ait
214 sekans analizi, hayvanlar, mantarlar, bitkiler ve protozoa’ya ait ¢ok genis gruplar
ile gercek mantarlarin dogal smiflandirma basamaklarinda ascomycetes,
basidiomycetes, chytridiomycetes, zygomycetes’ler i¢inde yer almasi gerektigini
ortaya ¢ikarmistir. Bu durum istatiksel analiz sonuglariyla da desteklendirilmistir
(Kumar ve Rzhetsky, 1996).

Whittakerin ~ sistematik  degerlendirmeleri gerek Oomycetes ve kif
mantarlarin1 igermesi gerekSe mantar taksonomisinin polifiletik degerlendirilmesi
gerektigini  organizmalarin ultrastriiktiirel ve molekiiler sekans analizlerinin
gerekliligini vurgulamasi acisindan 6nemlidir. Ayrica yapilan ¢calismalar Oomycota
ve kiif mantarlarinin Protista grubu icinde yer almasi gerektigini ortaya ¢ikarmistir
(Cavalier-Smith 1987; Foster ve ark., 1990).

Choanoflagellat tiirlerinin bazilarininda gercek mantarlar ve hayvan gruplari
arasinda degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (Wainright ve ark., 1993; Kumar
ve Rzetsky, 1996). Ama pratikte choanoflagellatlarin hayvanlarla ¢ok yakin iligkiler
icersinde olduklarina dair somut kanitlar mevcut degildir. Fakat hayvanlar ve mantar
gruplariin benzer karakter ve biyokimyasal 6zellikler tagimalar1 ayn1 veya benzer
atadan gelmis olabilecekleri iddialarini destekler niteliktedir (Cavalier-Smith, 1987;
Kumar ve Rzetsky, 1996).
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1.3. Polipor gruplarimin karakteristigi

1.3.1 Poliporlara iliskin genel goriisler

Polipor grubu mantarlar gerek kozmopolit yapilar1 gerekse koleksiyon
degerleri agisindan olduk¢a 6nemli mantar gruplaridir.

19. yiizyildan beri poliporlar1 igeren mantar tanimlamalarina yonelik
calismalarin temeli mantarlarin sahip olduklari himenofor (himenyum) yapisinin
morfolojisine dayanmaktadir (Ryvarden, 1991). Himenoforu agik konumlu olan
mantar gruplart Hymenomycetes smifi iginde ele alinmig ve 2 takim halinde
incelenmistir. Bunlar lamelli yap1 gosteren Agaricales ve Polypor yapisina sahip
Aphyllophorales’tir. Kapali himenofor yapisi sergileyen diger mantar gruplari
Gasteromyecetes sinifi iginde incelenmektedir. 19. yiizyilin sonunda sadece himenofor
konumuna gore yapilacak bir degerlendirmenin sistematik yapilandirma agisindan
yeterli olamayacag fikri agirlik kazanmaya baglamistir (Donk, 1964).

Aphyllophorales takiminda poliporlar genel olarak poroid himenofor igerirler.
Teknolojinin  gelisimine paralel olarak daha iyi mikroskoplarla ¢alisilmaya
baslanmasi1 polipor ve diger gruplarin tanimlanmalarini = saglamistir. Bu tarz
caligsmalar mikromorfolojik karakterlerinde irdelenerek mikologlara hif sistemleriyle
ilgili onemli bilgiler vermistir (Corner, 1983). Polipor grubu mantar sistematigi
acisindan basamak 6devi goren bu tarz calismalar yeni teoriler olusturulmasi ve
uygulama perspektiflerinin gelisime agik olmast agisindan da ayr1 bir oneme sahiptir.

Gilinlimiizde yapilan smiflandirma analizleri bu anlamda taksonomik
degerlendirmelerin daha komplike oldugu diislincesini getirmektedir. Caligmalar
ozellikle karakterlerdeki yeni Ozelliklerin ortaya c¢ikmasini saglamis ve kimyasal
reaksiyonlar, meydana getirilen c¢iiriik tipi, kiiltiir karakteri gibi o6zelliklerin de
simiflandirmada degerlendirilmesi gerektigini ortaya c¢ikarmistir (Gill ve Steglich.,
1987).

Poliporlarin ayirt edilmesinde kimyasal reaksiyonlar ve renk farklarin ¢cogu
zaman Onemli yer tuttuguna yonelik ortaya atilan fikirler cogu zaman genel geger bir

yaklasim igersinde ele alinmistir. Bununla birlikte bazi karakterler polipor
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simiflandirmast i¢in irdelenerek gozden gegirilmis ve Ornegin bipolar/tetrapolar
heterotallik yap1 gibi, uyum 6zellikleri gruplandirma agisindan 6nem teskil etmistir
(Ryvarden, 1991).

Morfolojik agidan benzeyen tlirler ve biyolojik tiirlerin kismi olarak
irdelenmesi ac¢isindan interfertilite testleri gruplandirma igin basarili sonuglar
verebilmektedir. Tirlerden bazilarinin homokaryonlarinin birbiri arasinda yapilan
uyumluluk analizleriyle interfertil olmamalar1 ayirt edici kriterlerdendir (Macrae,
1967; Magasi, 1976).

Saprofit yada parazitik yasam formu gostermeleri de poliporlarin
gruplandirilmalar1 agisindan 6nemli bir karakterdir. Yapilan galismalar beyaz ve
kahverengi ¢iiriik mantarlar1 seklinde 2 grup altinda toplanmalar1 gerektigi
lizerinedir. Bunun temel nedeni agacta meydana getirdikleri deformasyon sekliyle
dogrudan alakalidir. Beyaz ¢iiriik mantarlar seliilaz ve agag tizerindeki biitiin hiicre
duvar komponentlerini pargalayan (lignin pargalayici) enzim sistemlerine sahiptirler.
Ekstraseliiler fenoloksidaz igerirler ve tannik asit ile gallik asitten olusmus besi
ortamlarinda pozitif oksidaz reaksiyonu verirler. Diger taraftan kahverengi ¢iiriik
mantarlar1 agaglardan seliiloz ve hemiseliilozu ayristirirlar, ekstraseliiler fenoloksidaz
tiretmez ve tannik asit ile gallik asitten olusmus besi ortamlarinda negatif oksidaz
reaksiyonu vermeleriyle ayirt edilirler. Goriilme sikligr acgisindan da kahverengi
¢lirik mantarlarina, beyaz ¢iiriik mantarlarindan daha az (6 %) rastlanir (Ryvarden,
1991).

Giliniimiizde mikoloji alaninda uygulanan molekiiler tercihler poliporlar1 da
iceren mantar gruplarinin potansiyel karakterlerinin ortaya c¢ikarilmasini saglayarak
saglikli  bir smiflandirma anlayisini  getirmistir.  Polipor grubu  mantarlar
Aphyllophorales grubu i¢inde en fazla kiiltiire alinan gruplardandir. Bu yiizden tiir
bazinda birgok caligsma yapilmis ve kiiltiir karakterleri irdelenmeye calisilmistir (Yao
ve ark.,1977; Hibbet ve Donoghue, 1995; Hibbet ve ark., 1997; Boidin ve ark., 1998;
Ko ve Jung, 19993, 1999b).

Yasam formlariin kategorize edilerek biiylik oranda bagimsiz verilerin elde
edilmesi acisindan mevcut karakterlerin irdelenmesi sarttir. Bu anlamda DNA

sekanslarina dayali filogenetik analizler sadece polipor gruplarn igin degil ayni
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zamanda tiim yasam formalar1 agisindan evrim basamaklari1 ve gelisimleri konusunda
informasyonlarin ~ eldesi  acisindan ~ Onemlidir.  Polyporaceae  familyasi
Aphyllophorales takimi iginde ¢esitlilik igeren bir gruptur. Bu yiizden Polyporaceae
alt gruplara ayrilmali ve Aphyllophorales takiminin diger tiyeleriyle iliskileri daha
netlikle arastiritlmalidir (Hibbet ve ark., 1997).

1.3.2. Poliporlarin simiflandirilmasi

1.3.3. Polyporaceae Familyasinin simiflandirilmasi

Her ne kadar polipor terimi poroid himenofor yapisina sahip mantarlari ifade
etsede bu gruba giren mantarlarin yeri ve siirlart uzun siire belirsizligini
korumustur. Patouillard’in (1900) Hymenomycetes hakkinda gegerli sayilan ilk
siiflandirma verileri bu dogrultuda kaynak 6devi gormiis ve sonraki ¢alismalara 151k
tutmustur. Daha sonralart Donk’un (1964) Polyporaceae familyasina iliskin yaptigi
caligma Polipor grublarinin tespiti ve sistematigi agisindan temel kaynak niteligi
olusturmustur. Yapilan siniflandirma da sadece benzerlik yada farkliliklara gére degil
ayni zamanda evvelce belirtilmis Ozellikleri tasiyip tagimama durumuna gore
kritiklere yer verilmis ve por yapist gosteren jenerasyonlar Bondarzewiaceae,
Coniophoraceae, Corticiaceae, Echinodontiaceae, Fistulinaceae, Ganodermataceae,
Hericiacea, Hymenochaetaceae, Polyporaceae ve Thelephoraceae, familyalar
seklinde gruplandirilmistir.

20. ylizyilin sonlarina gelindiginde poroid yapidaki benzerlik ve farkliliklar
tekrar ele alinarak 10 yerine 9 takim halinde degerlendirilmelerinin daha dogru
olacagi sonucuna varilmis ve bu takimlar Cantharellales, Bondarzewiales,
Thelephorales,  Polyporales,  Coriales,  Fomitopsidales,  Perenniphorales,
Ganodermatales ve Hericiales seklinde isimlendirilmistir (Jilich, 1981).

Ryvarden (1991) bu familyay1 kii¢iik gruplar halinde incelemenin daha
gercekei yaklasimlar doguracagini bildirmis ve bunun paralelinde yaptig1 calismada
familya tiyelerini gercek poliporlar seklinde ifade etmis ve kiiciik gruplar halinde

detaylandirarak kanca yapilarimin olup olmamasi, neden olduklan ¢iiriik tipi, spor
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morfolojisi, meyve karakteri, hif yapis;, mikromorfoloji gibi bircok &zelligi
irdeleyerek 11 alt gruba ayirmistir. Bu gruplar Polyporus, Trametes, Daedalea,
Laetiporus, Rigidoporus, Tyromyces, Junghunia, Perenniporia, Fomes, Nigroporus
ve Grammothela’dir. Bunlar i¢inde sadece Daedalea ve Laetiporus gruplari
kahverengi c¢liriik yapan mantarlardir. Ryvarden’in siniflandirma anlayisi gruplarin
molekiiler filogenetik analizlerine, mitokondriyal SSU rDNA sekansi verilerine
dayandig1 icin ayr1 bir oneme sahiptir (Hibbet ve Donoghue, 1995). Ornegin
Laetiporus ve Phaeolus, Ryvarden’in yaptigi smiflandirmada Laetiporus iginde ele
aliman monofiletik yap1 gosteren ve Trametes iiyeleriyle yakin iligkili sekilde tespit
edilirken Rigidoporus ve Daedalea gruplarinin polifiletik oldugu belirtilmistir. ilging
olan nokta her ne kadar yaptiklar1 c¢iiriikk tipi, uyumluluklar1 ve basidiospor
morfolojileri benzerlik gosterebilmekte ise de makromorfolojik yapilari, anatomi ve

fizyolojik karakterlerinin farkliligidir (Hibbet ve Donoghue, 1995).

1.4. Basidiomycetes Mantarlari

1.4.1. Medikal anlamda Basidiomycetes’ler

Basidiomycetes mantarlar1 ¢iplak gozle goriilebilen belirgin bir sekli olan ve
elle kavrayip toplanabilen mantarlardir (Chang ve Miles, 1992).

Diinya {izerinde tahmini olarak 1.5 milyon mantar tiirii oldugu bunlardan
yaklasik 70.000’nin tanimlandigr diisiiniilmektedir (Hawksworth, 1991). Bunlardan
yaklagik 10.000 tanesi makro-mantarlar grubuna girmektedir (Kendrick, 1985). 5.000
tiir yenilebilir kabul edilmekte ve yaklasik olarak 1.800 tiiriin de medikal 6neme
sahip oldugu diisiiniilmektedir (Chang, 1995).

Makro-mantarlar 4 grup altinda incelenir. Bunlar: (1) yenilebilir, drnegin:
Agaricus; (2) medikal, 6rnegin Ganoderma; (3) zehirli, 6rnegin Amanita; ve (4)
muhtelif, 6zellikleri tam anlamiyla bilinmeyen mantar gruplarini igerirler (Chang,
1995). Yenilebilir mantarlardan Agaricus ve yenilebilir 6zelligi olmadigi halde
medikal 6neminden dolayr Ganoderma bu konuda en 6nde gelen temsilcilerdendir

(Chang, 1995). Bugiinlerde bir¢ok yeni mantar tiirli yada bilinen mantar tiirlerine ait
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farkli izolatlar lizerinde gerek yemeklik degerleri gerekse medikal anlamda 6neme
sahip olup olmamalar1 hakkinda genis c¢alismalar yapilmaktadir (Chang, 1995).
Degerli iriinler olarak nitelendirilebilecek bir¢ok bilesik eldesi ag¢isindan
Polyporaceae familyasi triinleri giiniimiiz ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Mizuno
ve ark., 1995a). Mantarlardan ekstrakte edilen birgok bilesik hastaliklarin tedavisinde
yada onlenmesinde etkin olarak kullanilmaktadir (Chang ve Buswell, 1996).

Medikal mantarlardan izole edilen bir¢ok iirlin bulunmaktadir. Bunlar
arasinda oOzellikle karsino statik etkili 3 polisakkarit kokenli ila¢ Japonyada
bulunmustur. Bunlar Trametes versicolor 'dan elde edilen “Krestin” (PSK), Lentinus
edodes’den temin edilen “Lentinan” ve Schizophyllum commune’den temin edilen
“Schizophyllan”dir. Lentinan ve schizophyllan saf B-glukandir. PSK ise protein
baglayan polisakkarittir (Ooi, 2000).

Mantar kaynakli bilesikler ve etkinlikleri {izerine gliniimiizde ¢ok ¢alisma
yapilmaktadir. Ozellikle aktif bilesikler ve ekstratlarmin tiimor hiicreleri iizerine
etkinligi immiin sistemi diizenleyici ve antibakteriyel 6zellikleri Ganoderma {izerine

yapilan ¢alismalar1 ¢ogaltmistir (Smania ve ark., 1999; Mothana ve ark., 2000).

1.4.2. Basidiomycetes’lerin diger mantarlarla iliskisi

Basidiomycetes genis ve farkli mantar gruplarindan olusur (Alexopoulos ve
ark., 1996). Bu gruplarin biitiin iiyeleri basidiumdan basidiospor tretirler. Her ne
kadar meyve yapisi bakimindan oldukga farkli morfolojik yapi gosterselerde 18S
rDNA sekans analizleri, incelenen mantar tiplerinin monofiletik soya sahip
olduklarini gostermistir (Wilmotte ve ark., 1993). Calismalar Ascomycetes ve
Basidiomycetes’lerin  Chytridiomycetes ve Zygomycetes’lerden tiirevlenmis
monofiletik gruplar oldugunu ortaya koymustur (Bruns ve ark., 1992; Wilmotte ve
ark., 1993).
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1.4.2.1. Basidiomycetes’lerin simiflandirilmasi

Basidiomycetes iiyeleri basidium morfolojisi, spor germinasyonu, ve
gelisimin ilerleyen evrelerinde ortaya c¢ikan karakter degisimlerine gore
Heterobasidiomycetes ve Homobasidiomycetes olmak {izere 2 grup altinda
toplanmistir (Patouillard, 1900).

Heterobasidiomycetes iiyeleri septali yada septasiz basidiaya sahip
olabilmekte ve basidiosporlari germinasyonu indiikleyebilmektedir (Alexopoulos ve
ark., 1996). Talbot, (1968) Basidiomycetesleri,  Holobasidiomycetes,
Phragmobasidiomycetes ve Teliomycetes olmak {izere basidial septa yapisi teskil
edip etmeme durumuna gore ayirt etmistir.

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa Holobasidiomycetes {iiyelerinin
septasiz basidia olusturdugu yada mayoz sonucunda septali hale geldigi
goriilmektedir. Phragmobasidiomycetes tiyeleri basidiay1 uzunlama yada enlemesine
4 hiicreye boliinlirken meydana getirmeleriyle ayirt edilebilmektedir. Teliomycetes
gruplart ise kalin duvarh teliosporlar1 ile genis bir aralikta degerlendirilmektedir
(Alexopoulos ve ark., 1996).

18S rDNA sekans analizleri Basidiomycota’nin filogenetik olarak 2 gruba
ayrildigin1 gostermistir. Bunlar Holobasidia {ireten mantarlar ve Phragmobasidio
tireten mantarlardir (Bruns ve ark., 1992). Yakin zamanda septali basidia yapisina
sahip biitiin tiirlerin monofiletik olmasi1 gerektigine iliskin fikir de gegerliligini
yitirmistir (Wilmotte ve ark., 1993).

1.4.2.2. Homobasidiomycetes’lerin siniflandiriimasi

Homobasidiomycetes’ler aseptat basidium yapisina sahip, sporlari
germinasyonla direkt iligkili olan bir gruptur. Bu grup tyeleri 2 smif altinda
incelenir. Hymenomycetes ve Gasteromycetes. Bu smiflandirma temelde
hymenophore yapisi dikkate alinarak yapilmistir. Hymenomycetes disa agik bir kanal
yapisi arz eden himenofora sahiptir. ki takima ayrilirlar. Lamelli bir yap1 gosteren

Agaricales ve polipor yapisina sahip olan Aphyllophorales. Gasteromycetes sinifi
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kapali himenoforlardan olusur. Bununla birlikte niikleer mitokondriyal rDNA
sekanslarina yonelik filogenetik analizler Homobasidiomyceteslerin evrimlerine
iliskin bilgilerin meyve yapisi ile morfolojik olarak biiyiik paralellikler gdsterdigini
ortaya ¢cikarmistir (Hibbet ve ark., 1997).

Donk tarafindan 1964’de yapilan bir ¢alismada Aphylophorales takimi 21
familyaya ayrilmis ve su sekilde isimlendirilmistir. Auriscalpiaceae, Bankeraceae,
Bondazewiaceae, Cantharellaceae, Clavariaceae, Clavulinaceae, Coniophoraceae,
Corticiaceae, Echinodontiaceae, Fistulinaceae, Ganodermataceae, Gomphaceae,
Hericiaceae, Hydnaceae, Hymenochaetaceae, Polyporaceae, Punctulariaceae,
Schizophyllaceae, Sparassidaceae, Stereaceae, ve Thelephoraceae.

Familyalarin bu sekilde boliinmeleri himenofor morfolojileri, basidia
sekilleri, basidiumun genel karakteri, basidiospor morfolojileri, kanca olusumlari, ve
diger bir¢ok kimyasal karakter yapilarindaki benzerlik yada farkliliga bakilarak tespit
edilmistir.

Hymenochaetaceae ve Ganodermataceae homojenik ve monofiletik gruplar
seklinde belirtilirken, Polyporaceae ve Corticiaceae gibi bazi familya iiyelerinin
heterojenik ve polifiletik gruplar seklinde ifade edilmeleri gerektigi birgok arastirici
tarafindan daha dogru bir degerlendirme kabul edilmistir (Donk, 1964; Jilich, 1981;
Hawksworth ve ark., 1995; Alexopoulos ve ark., 1996).

1.4.3. Ganodermataceae familyasi

1.4.3.1. Genel diisiinceler

Ganodermataceae tiirleri benzersiz ¢ift tabakali basidiosporlara sahiptirler

(Sekil 1). Basidiosporlarin sekli ve biylikligi, bas kisminin yiizey yapisi

Ganodermataceae iiyelerinin belirlenmesi agisindan 6nemli 6zelliklerdirer .
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Sekil 1. Ganoderma lucidum spor yapisi (Adaskaveg ve Gilbertson, 1988a)

Kore, Cin ve Japonya gibi uzakdogu iilkelerinde Ganoderma’nin bazi tiirleri
tibbi amagli dogal iirtinler seklinde kullanilmaktadir. Yakin zamanda Ganoderma’nin
kullanimina iligkin yogun bir ilgi olusmustur. Calismalar Ganoderma bilesiklerinin
medikal anlamda ¢ok Onemli tesirleri oldugunu gostermistir. Ganoderma
lucidum’dan saflastirilan ganoderik asitlerin farnesyl protein transferaz {izerinde
inhibitér etki olusturmast Ras onkoproteinin katalizlenmesini engelledigini
gostermistir. Yani ganoderik asitler Ras-onkogenine bagl hiicre transformasyonunu
engellemektedir (Park ve ark., 1998).

Ganoderma tsugae’nin basidiokarp rezidiilerinin deri yerine implante
edilebilecegine iliskin ¢alismalar mevcuttur (Shu ve ark., 1998). Ganoderma
lucidum’dan elde edilen polisakkaritlerin antifibrotik etkileri oldugu ve karacigerdeki
kollegen igerigini indirgeyerek karaciger morfolojisinin gelisimine olumlu tesir ettigi
bildirilmistir (Park ve ark., 1997). Benzer bir ¢alismada doku transplantasyonunda
kullanilan immiin sistemi modiile edici ajanlarin Ganoderma lucidum’dan elde
edilebilecegi bildirilmistir (van der Hem ve ark., 1995). Ilave olarak Ganoderma

lucidum, Ganoderma formosanum ve Ganoderma neo-japonicum’un  sivi
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ekstraktlarinin serbest radikallerin aranmasinda ve antihepatotoksik aktivitelere sahip
oldugu bildirilmistir (Lin ve ark., 1995).

Ganoderma tiirleri sert agaglar ve koniferler (kozalakli aga¢) iizerinde diinya
genelinde yaygin olarak bulunabilmektedir. Beyaz ciiriik¢iil mantarlardir ve lignin
kadar seliilozu da ayrigtirabilmektedirler. Ganoderma ve benzeri ¢iiriikgiillerin bitki
govde ve koklerinde meydana getirilen zararlar bilinmektedir 6zellikle bircok agag
ve ekinin yok olma tehlikesiyle karsi karsiya gelmesinde ciiriik¢iillerin 6nemi
biiyiiktiir. Sevindirici nokta kagit hamuru ve Kkirleticilerin pargalanmasi gibi
endiistriyel aplikasyonlarin  birgogunda Ganoderma tiirlerinin  kullanilabilme

olanaklarinin fark edilmis olmasidir (Gottlieb ve ark., 1998).

1.4.3.2. Siniflandirmanin tarihgesi

Ganoderma ilk defa Karsten tarafindan 1881°de Polyporus lucidus tiir ismi
ile ifade edilmistir. Bu tarihten sonra elde edilen verilerin 15181 altinda Patouillard
1876’dan 1924’e kadar siiren 37 senelik ¢alisma biitiiniinde Ganoderma cinsini ele
alarak bu cinse Ganoderma lucidum’da dahil olmak iizere bir¢ok yeni tiir ilave
edilmesini saglamistir.

Ganoderma’nin monografisi incelendiginde Patouillard’in (1889) 48 tiir ve 2
seksiyon dahilinde inceleme yaparak elde ettigi veriler goze carpar. Arastiricinin
Ganoderma ve Amauroderma adi altinda inceledigi bu iki seksiyon belirli
ozelliklerine gore kategorize edilmektedir. Amauroderma boliimiine ait {iyeler hem
sferik (kiiresel) hemde supsferik (altkiiresel) kalin duvarli spor yapilar ile karakterize
edilmislerdir.

Ganodermataceae hakkinda ilk veriler kalin ¢ift duvar yapisina sahip
basidiospor yapilar1 ile karakterize olduklarin1i belirtmektedir (Moncalvo ve
Ryvarden, 1997). Ganoderma hakkinda daha ayrintili bilgiler 1983’de Corner ve
1989°da Zhao tarafindan belirtilmis ve Ozellikle Asya’nin tropikal bolgeleri ve
Amerika’da temin edilen izolatlardan temellendirilmistir. Dokiimsel anlamda
Ganodermataceae familyasi ile ilgili genis degerlendirmeler bu familyaya ait 386 tiir

oldugunu ve bunlardan 336 tanesinin gegerli kabul edilmesi gerektigini buna karsin
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geriye kalan 50 tanesinin dogru kabul edilemeyecegi yoniinde olmustur. Kabul edilen
336 ismin 116 tanesinin de sinonim oldugu belirtilmistir (Moncalvo ve Ryvarden,
1997).

1.4.3.3. Ganoderma’nin siniflandirilmasi

1.4.3.3 1. Ganoderma’nin siniflandirma ozellikleri

Ganoderma tiirleri mantarlar alemine dahil, Basidiomycota boliimiinden
Homobasidiomycetes sinifina mensup, Aphyllophorales takimindan Polyporaceae
familyasina (Ganodermataceae) giren Ganoderma cinsidir (Chang, 1995; Wasser ve
Weis, 1999a). Polyporaceae familyasina ait mantar gruplar1 basidiokarplarmin alt
yiizlerinde sporlar igeren kiiglik delikli yapilar arz etmeleriyle karakterize olmaktadir.
Agacsi, kalin deriyi andiran viicut yapilar1 ve porlariyla polipor mantarlarin diger
gruplarindan kesin sekilde ayrilmiglardir. Poliporlar diger mantar gruplari gibi canli
yada Oli agacglar tizerinde gelisirler. Miselyum (Sekil 2) adi verilen mikroskopik
tiipler aracilifiyla geliserek agaci yavas yavas parcalar ve yiizeyde basidiokarp adi

verilen meyvalari olustururlar (Moncalvo ve Ryvarden, 1998).

Sekil 2. Ganoderma lucidum hif yapis1 ((Adaskaveg ve Gilbertson, 1988a))
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Ganoderma tiirleri yenilebilir mantarlar gruplarinda degerlendirilmezler.
Bunun nedeni kalin, sert bir meyve yapisina sahip olmalari (Sekil 3 ve 4) ve

Agaricus bisporus’a benzer sekilde yemeklik degerinin olmamasidir.

Sekil 4. Ganoderma lucidum basidiokarp yapisi
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Ganodermanin bazi tiirlerine ait elde edilen triinler su anda marketlerde
kapsiil veya tablet halinde ekstraktlar1 seklinde yada toz halinde hem basidiokarp
hem de miselyum tabanli olarak satisa sunulmaktadir (Sekil 5 ve 6). Hatta bazi
bolgelerde Ganoderma’dan elde edilmis bira ve sa¢ tonikleri gibi ekstrem tiriinlerle
de karsilasilmaktadir (Chen ve Li., 1993).

Sekil 6. Ganoderma lucidum (tablet halinde)
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Diinya genelinde Ganoderma cinsine giren yaklasik 250 taksonomik isim
bildirilmistir. Bunlardan siklikla karsilasilanlar G. adspersum, G. applanatum, G.
australe, G. boninense, G. cupreum, G. incrassatum, G. lipsiense, G. lobatum, G.
lucidum, G. oerstedii, G. oregonense, G. pfeifferi, G. platense, G.resinaceum, G.
sessile, G.sinense, G. tornatum, G.tsugae ve G. weberianum’dur. Bununla birlikte en

fazla arastirilan tiir Ganoderma lucidum’dur (Adaskaveg ve Gilbertson, 1988a)

1.4.3.3.2. Ganoderma’nin sistematik karakteri

Ganoderma ifadesi ilk defa Karsten tarafindan 1881 de kullanilmistir.
Yapilan ¢aligmalar bu cinsi lakkat (dis katmaninda kiit, mumsu bir yiizeye sahip) (G.
lucidum), ve lakkat olmayan (G .applanatum kompleksleri) seklinde Ganoderma ve
Elfvingia cinsleri altinda toplamistir. Her ne kadar uzun yillar Ganoderma cinsi
hakkinda yapilan ¢aligmalar ve elde edilen bulgular uzunca bir siire taksonomik kaos
seklinde ifade edilmis olsa da (Ryvarden, 1991) kimyasal yapisi, metabolik etkinligi,
morfolojik karakteri gibi ozellikleri irdelenerek smiflandirmada degerlendirilmesi
yapilmistir.

Son yillarda yapilan g¢aligmalar gelisim kosullarindaki farkliligin 6zellikle
poliporlar gibi ¢ok genis gruplarin yapilandirilmasinda sorun yarattigini ve gerek
morfoloji gerekse kiiltiir karakterinin etkilendigini gostermistir, bu durum 6zellikle
morfolojik karakterlerden yola ¢ikilarak yapilan siniflandirmalarin etkinligini ortadan
kaldirmistir. Ciinkii iklim ve gelisim kosullarindaki farkliliga bakilarak ayni tiir genel
morfolojik karakterinden bagimsiz bir gelisim gosterebilmis ve arastiricinin farkli ve
yeni bir tiir gibi degerlendirme yapmasimi saglamistir (Moncalvo, 2000). Gerek
basidiokarp sekilleri gerekse spor yapilarinin konumu ve sekli bulunulan ortam
kosullarindan direkt etkilenmektedir (Steyaert, 1972, 1975; Chen, 1993). Bugiinlerde
meyvenin yasi, bulundugu ¢evre gibi faktorlerin mantarin renk, biiyiikliik, parlaklik
ve boyun uzunlugu konusunda dogrudan etkili oldugu belirtilmistir (Moncalvo,

2000).
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Bu ve benzeri nedenler ozellikle Ganoderma gibi onemli bir polipor
grubunun sadece morfolojik karakterlere bagl kalinarak dogru anlamda sistematize
edilemeyecegini gostermistir (Hseu ve ark., 1996; Hong ve ark. 2002).

Geleneksel tanimlama yontemleri hizla hayatimizdan ¢ikmakta ve yerini daha
kalici1 ve dogru saptamalara birakmaktadir. Ganoderma cinsinin identifikasyonu
amaciyla RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analizi giinimiizde
basartyla uygulanmaktadir (Miller ve ark., 1999). Sekans analizleri (Moncalvo ve
ark., 1995a, 1995b; Smith ve Sivasithamparam, 2000a; Hong ve ark., 2002;) ve
izozim elektroforezleri de tanimlama agisindan kullanilan en 6nemli yontemlerdir
(Gottlieb ve ark., 1998; Gottlieb ve Wright 1999b). Yiiksek oranda ¢oziiniirliige
sahip bilinen bir amino asit yada DNA sekansmin filogenetik analizine yonelik bu
teknikler giiniimiizde en fazla gegerlilige sahip yontemlerdir (Bruns ve ark., 1991).
Bu tip modern tekniklerin kullanilmasi hem Ganoderma hem de siniflandirmada
biiyiik giicliiklerle karsilagilan ve isimlendirilememis tiirlerin belirlenmesi acgisindan

onem kazanmistir (Moncalvo ve ark., 1995a, 1995b; Gottlieb ve ark., 1998).

1.4.3.3.3. Ganoderma’nin molekiiler sistematigi

Yeni taksonomik gelisimlerin mantar molekiiler sistematiginde kullanilmasi
acisindan niikleer kodlu ribozomal RNA genleri (rDNA) olduk¢a biiylik 6neme
sahiptir. Bu genler (rDNA) birbiri ardi sira tekrarlayan tiniteler halindedir. Her {inite
kiigiik bir alt {inite ile biiylik bir alt tinite (5.8S, 18S) igerir. Her {inite bir yada birkag
intergenerik spacer (IGS) ile boliinmils durumdadir. Bu bolimler 5.8S RNA igin
transkripte olmus kodlu bolgelerdir (Moncalvo ve ark., 1995a).

18 S, 5.8 S, ve 28 S’lik niikleer ribozomal DNA genleri mantar saptamalari
icin oldukg¢a konservatif ve yakin iligkili gruplar i¢in ¢ok az diizeyde farklilik
gosterirler. Bu ylizden filogenetik c¢alismalar agisindan oldukg¢a tercih edilen
bolgelerdir (Berbee ve Taylor., 1992; Swann ve Taylor., 1993, 1995; Binder ve
Hibbet., 2001). Tekrarlayan her tinitede konservatif bolimler iki internal transcribed
spacer ile ayrilir. Bunlar ITS 1ve ITS 2 ‘dir (Moncalvo ve ark., 1995a; Perlin ve
Park., 2001). Oldukca siklikla kullanilan bu spacer’lar ozellikle filogenetik
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simiflandirma anlayisi1 iginde Ganoderma’nin teshisi agisindan fazlaca o©neme
sahiptir.(Hseu ve ark., 1996)

Molekiiler taksonomik anlamda elde edilen bulgularin 1s18inda 6zellikle
yanlis degerlendirilerek taksonomide farkli kategorize edilen yada hi¢ ifade
edilememis Ganoderma tiirlerinin bu sekanslar sayesinde daha net irdelenerek

aydinlatilabilecegi bildirilmistir (Moncalvo ve ark., 1995a, 1995b).

1.4.4. Ganoderma lucidum’un kimyasal ozellikleri ve esaslar

Ganoderma lucidum polyporacea familyasina ait bir basidiomisettir. Cinde
“Ling Zhi”, Japonyada “Reishi” olarak da bilinmektedir. 2000 yildan uzun bir siiredir
uzakdogu tibbinda kullanilan bu mantar dogada yash aga¢ govde ve koklerinde
yetisen dogal bir mantardir (Naoi, 1997).

Gliniimiizde 6zellikle baz1 kanser tiirleri, HIV, karaciger yetmezligi, herpetik
enfeksiyonlar gibi pek ¢ok rahatsizliga iyi geldiginden, yogun arastirmalara tabii
tutulmakta ve ilag gelisiminde katki saglamaktadir (Xin Liua ve ark., 2002)

Ganoderma lucidum driinlerinin icerdigi bilesenler karmasik yapili
karbohidratlar, proteinler, niikleik asitler, triterpenoidler, steroidler, steroller, yag
asitleri, betain, vitaminler, furanlar ve diger eser elementlerdir (Gilbertson ve
Ryvarden, 1986). Cesitli fitokimyasallarin  arasindan triterpenoidler ve
polisakkaritler, uluslararas1 bilim ¢evrelerinin ilgisini ¢ekmistir. Bunun nedeni
triterpenoidlerin kan basincini ve kandaki lipid oranini diisiirmesi (Morigiwa ve ark.,
1986), polisakkaritlerle yapilan anti tliimor taramalarinda ise gesitli hetero B-8-D
glukanlarin B-8-(1-3)-D zincirine aktif olarak sahip olan p-8-(1-3)-D glukan,
glukurono-B-D glukan, arabinokzilo B-D glukan, ksilo-B-D glukan, manno-p-D
glukan ve ksilomanno-B-D glukan ve bunlarin protein komplekslerinin konakg¢ida
kuvvetli anti tumor aktivitesi olusturduklarinin saptanmasidir (Lieu ve
ark.,1992:Wang ve ark., 1997).

Ganoderma polisakkaritlerinin yarattigi anti tumor aktivitesinin esas olarak
aktive olan makrofajlar ve T lenfositlerden ¢ikan sitokinler aracilifiyla gerceklestigi

ileri siiriilmektedir (Lieu ve ark.,1992). Ganoderma lucidum meyvesi iizerinde
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yapilan calismalar1 oldukca eskiye dayanmakta iken sporlar1 {izerine yapilan
calismalar daha yeni ve azdir (Xingfeng ve ark., 2001).

Ganoderma lucidum sporlarindan izole edilen polisakkaritlerin yapisal analiz
konformasyonlar1 ve immunoaktiviteleri iizerinde yapilan bir c¢alismada yiiksek
derecede dallanmig bir glukan ve metabolitler tanimlanmistir (Bao ve ark., 2002).

G. lucidum sporlarinin da esas meyvede oldugu gibi cesitli biyoaktif
maddeler icerdigi, fakat etkinligin goriilebilmesi i¢in sporlarin mutlaka ¢izilmis
olmasi gerektigi (Zhu ve ark., 2000) belirtilmistir.

Ganoderma lucidum sporlarinin sicak su ile elde edilen ekstrelerinin kuvvetli
anti tiimor aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (Zhu ve ark.,2000; Bao ve ark.,2002).

G. lucidum biyolojik aktiviteye sahip bir¢ok metabolit iiretir.

Spesifik Polisakkaritler: Aminoasitlere bagli beta-D-glukanlar seklinde
goriiliir. Bagisikligi giiclendirici ve anti-kanserojen etki gosterirler.

Ganoderik Asitler: Tansiyon diigiiriicti, kan pihtilasmasini azaltici, damar
tikanikligini 6nleyici ve LDL-kolestrol diisiiriiciilerdir (Chen ve ark., 2003).

Steroller, coumarin ve mannitol: Hayvanlar iizerinde yapilan klinik
aragtirmalar sonucunda Ganoderma lucidum tiimoérlerde 50 % gerileme saglamistir
ve Japonya da kanser tedavilerinde radyo ve kemoterapi ile birlikte kullanilip, hem
bu tedavilerin yan etkilerinin azaltilmasi saglanmig, hem de daha etkili sonuclar
alimmustir (Wagner ve ark.,2003).

Fakat Ganoderma lucidum’un bilim adamlari tarafindan en ¢ok dikkat ¢eken
ozelligi bagisiklik sistemini en st diizeyde giiclendirip, HIV viriisii ile de
savagabilmesidir. Igeriginde bulunan polisakkaritlerin ise kanserli hiicreleri 40-45 %
arasinda yok edebildigi goriilmiistiir (Bao, 2002).

Polisakkarit fraksiyonlar: (1—3) B-D glukanlar 6zellikle C-6 pozisyonunda
yer alirlar ki bu da yiiksek antitimor aktivitesinin gosterilmesi agisindan onemlidir.
Terpenoidler hepatoma hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilidirler. HIV tip 1 reverse
transkriptaz enzimini inhibe ederler. (1—3) B-D glukanlar ve terpenoid grublari
ganoderik asitler olarak bilinirler ve hem kiltiir edilmis G. lucidum’da hemde

basidiokarp da bulunurlar (Xingfeng ve ark., 2001).
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G. lucidum’un dogada ¢ok sik rastlanan bir mantar olmamasi ve bileseninde
yer alan kimyasallarin saglik agisindan c¢ok biiylik dneme sahip olmasi o6zellikle
gilinlimiiz ¢aligmalarina biiylik yogunluk kazandirmistir (Wagner ve ark.,2003).

Gilinimiizde G. lucidum’dan elde edilen c¢aylar, Ogtiilmiis {riinler ve
kapsiillerin migren, hipertansiyon, sinir yatistirici, kan basincini diizenleyici, bobrek
hastaliklar1 tedavisinde, hiperkolesterol ve kanser tedavisinde kullanilmaya
baslandigi ve olumlu neticeler alindigi bilinmektedir (Kim ve ark., 1999).
Ganoderma’dan elde edilen biyomolekiillerin  bir ¢ogu tanimlanmistir.
Karbohidratlar niikleik asitler, triterpenoidler, steroller, yag asitleri, vitaminler, ve
benzeri tarzda onemli kimyasal bilesiklerin mantarin kompleks yapisini olusturan
baslica kimyasallar oldugu tespit edilmistir (Naoi ve ark., 1997).

Biyoaktif bilesiklerin enerji transformasyonu ve metabolik yollarin
diizenlenmesinde oldukg¢a 6nemli roller Gistlendikleri bildirilmistir (Cheung, 2001).
Bu yilizden arastirmalarin temeli olarak diigiinilmeleri hi¢ de sasirtict degildir.
Uluslararas1 bilim komitelerince triterpenlerin ve polisakkaritlerin 6nemlerinin
vurgulanmasinin yani sira Ozellikle triterpenlerin kan basincinin diisiiriilmesi
yoniinde oldukga biiyiik dneme sahip oldugu belirlenmistir (Chen ve ark., 2003).

G. lucidum’un antitimor etkileri [ glukanlarin immiin  sistemi
(immunomodulation) diizenleyici yonde veya immiin sistemi baskilayici yonde
(immunosuppressive), protein gruplarinin DNA polimerazlart inhibe etmesiyle veya
onkoprotenlerin posttranslasyonal modifikasyonu ile gergeklestigi bilinmektedir (Xin
ve ark., 2002).

Yaglanmay1 6nleyici (Antiaging) 6zellikleri hiicre dongiilerinin yavagslatilmasi
ve mutasyon tamir mekanizmasinin ¢ogalmasiyla saglanmaktadir (van der Hem ve
ark., 1995).

Serbest radikallerin aranarak ve/veya transisyon metalleri, 0&zellikle
germanyum (Ge)’un varliginin tespiti Ganoderma’dan elde edilen antimutajenik ve
Iveya antikarsinojenik etkili bilesenlerin sayisin1 artirmigtir.  Siiperoksit anyonlari
(02), Hidrojen peroksit (H,02) ve hidroksil radikalleri (OH") aerobik dongiide
oksijen kokenli reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak islerlik kazanmiglardir (Xingfeng
ve ark., 2001)..
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Mitokondri, Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlardaki oksidatif
fosforilasyon sonucu siiperoksit iyonlar1 agiga ¢ikar. Diger 6nemli ROS kaynaklari
da metabolik yan iriinler ile metabolik arakhidonik asit ile siklooksijenaz,
lipooksijenaz ve sitokrom p450 monooksijenazdir. Diger iki oksijen temelli enzim
sistemleri ksantin oksidaz ve NADH-NADPH oksidaz’dir. Oksijenin dismutasyonu
spontan olarak veya enzimatik yoldan siiperoksit dismutazin hidrojen peroksit
cikisini saglamasiyla gerceklesir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit katalaz
veya peroksidaz ile ortaya ¢ikar. Siiperoksit ve H,O, kimyasal reaksiyonlara tek
baslarina veya demir igeren molekiillerle katilabilir. Bu sekilde yiiksek diizeyde
reaktif hidroksil radikalleri olustururlar (Hamburger ve ark., 1991).

Normalde ROS iiretimi antioksidan savunma sistemi ile temellendirilmistir.
ROS iiretimi ve antioksidan savunmasi asag1 yukari dengelenmistir. Bu asamada
oksidatif stres seklinde yapilacak bir tanimlama saniyoruz ki daha dogru olacaktir.
Oksidatif stres; antioksidanlarin tiikenmesi ile kotii beslenmesi ve ROS’un asiri
iiretilmesi 6rnegin; oksijen konsantrasyonunda ¢ikan ani yiikselis, toksin veya dogal
radikal iiretilen sistemlerin asir1 aktivasyonu ile gelisim gosterir. Hiicreler belirli
seviyelerdeki oksidatif stresi tolere edebilmektedir. Dengenin saglanabilmesi i¢in
antioksidan savunma sisteminin iist diizeylerde regiile edilmesi gerekir. Bununla
birlikte, oksidatif stres gerek hiicre harabiyeti gerekse saglik agisindan bagka
olumsuzluklarla karsimiza ¢ikabilmektedir. Ornegin; kan dolasiminda yagdaki
oksidatif hasar arterosiklerosise neden olabilmektedir. Arterlerin i¢ duvarindan
oksidatif tahribiyet nedeniyle biriken yag kalintilari ile olusan ve koroner bir hastalik
olan arterosiklerosis ileri boyutlarda kan akigini arterlerdeki gecis yerlerini bu lipid
kalintilarinin tikamasiyla damarlarda gegis yerlerini azaltmakta ve tikanmalarla
karsilasilmaktadir(Jeng ve ark.,2001).

Aragtiricilara gore oksidatif DNA kanserlesme ve yaslanmayi engellemesi
acisindan onemlidir. Bu yiizden Ganoderma ekstratlart icinde bulunan germanyum
maddesinin oran1 6zellikle incelenmelidir. Ciinkii yiiksek diizeyde germanyum metali
antimutajenik, immunomoduler, antitumor ve antioksidan etkilere sahiptir (Jeng ve
ark.,2001).
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Ganoderma ekstratlarinin faydalarina bakildiginda ayrica goriiyoruz ki DNA
sarmalinin yapr biitiinliiglinii koruyarak o6zellikle ROS etkili ve UV radyasyonu
kokenli kirilmalara karsi DNA’y1 koruyucu etkileri oldugu saptanmistir (Kim ve
Kim., 1999).

Ganoderma lucidum mese ve diger sert agaclar iizerinde biiyiirken yakin
akrabalar1 olan G. tsugae ve G.oregonense baslica kozalakli agaclar iizerinde biiyiir.
Kiiltiirde yetistirme siirecinde Ganoderma lucidum ve G. tsugae kiitiikk saplari
olusturularak ¢evresel manipulasyonlara uyum saglarlar. Ganoderma lucidum’un
hem bazi kozalakli agaglar hem de sert agag talaslar1 {izerinde kolaylikla gelismesi bu
mantarlarin yetisebilmesinin sadece habitata baglamamak gerektigini gostermektedir.
Genelde G. oregonense soguk iklimleri severken, Ganoderma lucidum’a daha ziyade
sicak bolgelerde rastlanir. G. curtisii, G. oregonense ve G. tsugae biiyiik olasilikla
aynt soy kiitiiginden gelmislerdir. Onlar1 ayr1 birer tiir olarak siniflandirma
iddiasimnin kokeninde ekolojik ve 6zel konuk¢u durumunun yer aldigi, ayriminin
biyolojik esaslt olmadig1 ileri siiriilmektedir. Az sayidaki kiiltiirel farklilik
gozlemlerine bir 6rnek Ganoderma lucidum’un kiiltiirde chlamydospor {iretmesi, ve
G. tsugae’nin tiretmemesidir (Adaskaveg ve Gilbertson, 1986).

Geleneksel taksonomi yontemleri Ganoderma tiirlerinin ayirt edilebilmeleri
icin yeterli olmamistir. Buna karsilik niikleotid dizinlerinin incelenmesi yoluyla
siiflandirma konusunda daha somut sonuglara ulasildigir goriilmektedir (Hseu ve
ark.,1996).

Ganodermataceae’nin kirkbes degisik cins, alt cins, boliimler ve tiirleri
tizerinde c¢alisilmis ve niikleotid dizinleri incelenerek rDNA’nin ITS1 ve ITS2 ile
LSU alt birim genleri arasinda filogenetik karakter olusumlari gosterilmistir. ITS
verileri daha ziyade alt taksonomik diizeylerde faydali olurken, LSU verilerinin iist
diizeylerde daha yararli oldugu goriilmiistiir. Niikleotid dizin verileri Ganoderma ve
Amauroderma’nin kesinlikle ayri cinslere ait olduklarini gosterirken alt cins
Elfvingia’nin monofiletik oldugu, Characoderma ve Phaeonema bdliimlerinin ise
monofiletik olmadigi saptanmistir (Moncalvo ve ark.,1995a). Moncalvo ve ark.
(1995b)’nin ¢alismalarinda subtropik ve 1hmli iklim bdlgelerinden toplanan yirmi

dokuz Ganoderma lucidum susunu ITS1, ITS2 ve LSU niikleotid dizin verileri
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analizine tabii tutmuslar ve sonuglart morfolojik, ekolojik, ve kiiltiirel bazda
degerlendirilmislerdir. Filogenetik olarak iliskilendirilen izolatlar benzer kiiltiir
ozellikleri gostermektedir. Ancak bu veriler daha uzak taksonomiye sahip izolatlarda
da bulunabilmektedir. Dolayisiyla son zamanlarin uzak taksonomi siniflamalari
arasinda, kiiltiir ozellikleri morfolojik o6zelliklere gore daha diisiik polimorfik
niteliktedir. Ancak bu kiiltiir 6zellikleri monofiletik gruplarin saptanmasinda yararl
olmamaktadirlar. Bu sonuglara gére monofili bazinda yeni bir tiir tanimlamasi
yapilmis ve bunu genetik izolasyon i¢in potansiyel bir gelisme olarak ortaya
koymuslar, buna gore de Ganoderma lucidum kompleksinin taksonomisi revize

edilmistir.

1.5. Trametes grubu

Ryvarden (1991) Polyporaceae familyasin1 gruplara ayirmis ve hifsel
organizasyon benzerliklerini dikkate alarak (di-trimitik hif sistemi) Trametes
grubunu olusturmustur. Buna gore Cerrena, Coriolopsis, Cryptoporus, Daedaleopsis,
Datronia, Earliella, Elmerina, Fomitella, Hexagonia, Lenzites, Megasporoporia,
Microporus, Mollicarpus, Pycnoporus, Trametes ve Trichaptum seklinde 16 cinsden
olusan bu gruba Trametes denmistir. Grup iyeleri diizgiin, hyalin, ince duvar
yapilari, genellikle silindirik, amiloid yap1 gostermeyen, benzer spor yapilari ve
gercek olmayan himenyal sistidleri ile karakterize edilmistir (Ryvarden, 1991).

Polyporaceae grubu iyeleri icinde ozellikle Trametes grubunun septal
yapilarinin benzer morfoloji sergilemesi tipiktir. Bu durum ozellikle grup tyelerini
diger polyporlardan ayirmaktadir. Diger taraftan Trametes grubu {iyelerinin
birbirinden ayirt edilmesi zordur. Bunun nedeni Trametes {iyelerinin spor
morfolojilerindeki benzerlik, dimitik yada trimitik hif sistemleri arz etmeleridir. Bu
da siniflandirmayi giiclestirir (Gilbertson ve Ryvarden, 1986).

Giintimiizde gerek mantarlar gerekse diger organizmalarin yapilandirilmasi
ve gelisimlerinin ortaya ¢ikartilmasi amaciyla kullanilan sekans analizleri Trametes
tiyelerinin filogenetik siniflandirilmalart amaciyla da kullanilmaktadir (Keunsook ve
ark., 2002).
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Trametes, Ganoderma lucidum gibi yemeklik degeri olmayan fakat medikal
oneme haiz bir mantardir. Ozellikle lignin parcalayici enzim sistemleri yoniinden de
olduk¢a zengin olan bu grup iiyelerinden Trametes versicolor'dan elde edilen
bilesiklerin gerek enzim eldesi gerekse faydali bilesiklerin elde edilerek (krestin)

ornegin kanser tedavisinde kullanildigi bilinmektedir (Ooi, 2000).

1.6. Mantar Kiiltiirlerinin uygun sekilde muhafazasi ve saklanmasinin

onemi

Mantarlar hakkinda yapilacak hangi tip calisma olursa olsun eldeki izolatin
korunmast ve uygun sekilde muhafazasi caligmanin devami agisindan elzemdir.
Mantar hiicreleri oksijen seviyelerindeki degisim, metabolik bilesik eksikligi,
substrat pH’sindaki artis yada azaliglar istenmeyen metabolitlerin akiimiile edilip
uzaklagtirilamamasi gibi bir ¢ok kriterden etkilenirler (Oei, 1996). Eger kiiltiir cok
uzun siireli olarak saklanirsa muhtemelen genetik karakterlerinde uzun siireli
beklemelere bagli olarak kayiplar gelisecektir (Oei, 1996). Genellikle ayni cinse ait
mantar tiirlerinin saklanma kosullar1 benzerlik gosterir. Bu yiizden aymi tiir
elemanlar1 ve farkli mantar tiirleri i¢in bildirilen saklama kosullar1 ayr1 ayr ele
alinmigtir (Mayzumi ve ark., 1997).

Mantarlarin ~ degisen  siirelerde muhafazas1 i¢in  farkli  teknikler
kullanilabilmektedir. Agardan agara transfer, agar lizerine mineral yag ilavesi,
dondurarak soklama, liyofilizasyon gibi teknikler kullanilabilir.

Agardan agara transfer kisa siireli muhafaza i¢in uygulanan ve genellikle en
kolay ve ucuza mal edilebilen metoddur. Uygulamadaki tek zorluk misel gelisimi
icin beklenen zamandir. Bunun disinda herhangi bir zorlugu yoktur. Bir¢ok mantar
tirti 2 ila 6 ay kadar subkiiltiirleri yapilarak bu teknikle bekletilebilir (Ando, 1997).
Elbette bu durum biitlin mantar tiirlerini kapsamamakta bazi tiirler daha kisa
araliklarla (2-4 hafta) pasajlanma gereksinimi gosterebilmektedir (Reshetnikov,
2001). Teknigin dezavantaji agara transfer edilen misel kiiltiiriiniin her ne kadar
buzdolabinda olsa dahi diisiik sicakliklarda da yavas gelisim gosterebilmesi ve

dejeneratif misel yapilariyla karsilasilmasidir (Oei, 1996). Ayrica bu yontem gerek
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kontaminasyon gerekse mantar karakterlerinde ornegin spor gelisimi, patojenite ve
metabolit birikimlerine de istemeden olanak saglayabilecegi igin uzun siireli
saklamalar i¢in tercih edilmemelidir (Ando, 1997).

Agar kiiltiirlerinin mineral yag veya medikal parafin ile kapatilmas1 1-20 yila
kadar kiiltiiriin saklanabilmesini saglayabilmektedir (Onions, 1983). Yontemin
avantaj1 4°C ve oda sicakliginda bile kiiltiiriin uzun siireli muhafaza edilebilmesidir.
Uygulamanin dezavantaji yagin uygulandigr derinliktir. Cok az dokiilmesi
durumunda hif aciga ¢ikabilir ve kiiltlir kuruyabilir. Tam tersi durumda yani ¢ok
fazla yag ilavesinde ise oksijen ve karbondioksit difiizyonu engellenir (Onions,
1983).

Liyofilizasyon ve s1vi kurutma metodlar1 mantar misellerinin korunmasi i¢in
kullanilan zor tekniklerdir (Ando, 1997). Bu teknikler 6zellikle mantar sporlarinin 20
sene ve istli saklanabilmeleri icin kullanilir (Oei, 1996). Mantar misellerinin
saklanmasi i¢in tercih edilen yontem dondurmak ve sivi nitrojen sicakliginda

muhafaza etmektir veya miselyumu -80°C de derin dondurucuda bekletmektir.

1.6.1. Ganoderma ve Trametes tiirlerinin kiiltiir edilmesi

1.6.1.1. Basidiokarp olusumu i¢in kiiltiire allnma

Mizuno ve ¢alisma grubu (1995) tarafindan laboratuar sartlarinda Ganoderma
ve Trametes’i de icine alan mantar gruplarina ait basidiokarplar elde edilmistir. Talas
iceren torbalar ve agag¢ kiitlikleri iizerinde basidiokarp olusumu i¢in yapay ortamlar
hazirlanmis ve uygulanmistir (Mayzumi ve ark., 1997; Naoi, 1997). Yontemlerde
hedef, oncelikli olarak basidiokarp olusumu, daha hizli ve kimyasal kompozisyonu
en az degisiklige ugramis meyve eldesi olmustur. Bunun sonucu olarak substrat
icerigi degiskenlik gdstermis ve elde edilen iiriin kalitesine de bu durum yansimigtir
(Chen ve Miles, 1996b).

Laboratuar ortaminda ele alian kiiltiir teknikleri 5 basamakta incelenir: (1)
Spawn gelisimi, (2) Geng primordia formasyonu, (3) Primordia tamamlanmasi, (4)
Basidiokarp gelisimi, (5) Uriin eldesi (Stamets, 1993; Chen, 1999). Steril kat1 gelisim
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icin uygun substratlar ilave edilerek hazirlanan ortamlarda mantarin inkiibasyonu
saglanmakta ve cevre sartlari da optimize edilerek gelisim tamamlanmaktadir. Bu
tarz uygulamalarda daha kontrollii olduklar igin iiriin elde siiresi de kisalmaktadir
(Stamets, 1993).

1.6.1.2. Siv1 besi ortamlarinda kiiltiire alma

Sivi besi ortamlarmin mantar gelisimi {izerine etkilerinin arastirilmasinin
baslangict 1950’lere dayanmaktadir. Bu teknik ilk defa basidiokarp olusturmayan
mantarlarin tiretilmesi i¢in uygulanmistir. Bunun iginde fermentérler kullanilmis ve
ekonomik degere sahip tirlinlerin eldesi miimkiin olmustur (Yang ve Liau., 1998).

Genellikle birkag¢ ay siiren ve iriin kalitesi konusunda emin olunamayan kati
kiiltiir ortamlarina alternatif olmasi, daha hizli bilesik eldesi, daha az yer gereksinimi
ve daha az kontaminasyon riski gibi yonlerden avantaj saglamasi agisindan sivi
ortamlar giiniimiizde sikca kullanilmaktadir (Bae ve ark., 2000). Ayrica, sivi
ortamlarda miselyumun substratla daha hizli etkilesimi, gelisim parametrelerinin
daha kolaylikla ayarlanabilir olmasi ve iriin elde siiresinin kisalmasi gibi birgok

etkende uygulamay1 basarili kilmaktadir.

1.6.1.3. Kat1 besiyerlerinde kiiltiire alma

Cogu mantar hakkinda fikir sahibi olabilmek i¢in mantarin kati besi
ortaminda verdigi bilgiler dikkate alinir. Bu anlamda gelisim davranisinin tespiti ve
besiyeri kimyasinin gelisim iizerindeki etkileri fikir verici olmaktadir (Bilay ve ark.,
2000).

Mantar besi ortaminda gelisirken meydana getirdigi koloni morfolojisi ve
uzunlugu calismaya 1s1k tutmaktadir (Worley, 1939; Brancato ve Golding, 1953). Bu
durum ayni zamanda diger mantarlarla mukayese yapilabilmesini ve segilecek besi

ortaminin uygun olup olmadigini gosteren bir belirtectir (Lonergan ve ark., 1993).
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1.6.2. Kiiltiir gelisim parametrelerinin incelenmesi

Misel gelisimi iizerine birgok faktdr etken olabilmektedir. Ornegin, kiiltiir
besiyerinin igerigi (nitrojen, karbon ve inorganik tuzlar gibi) ve g¢evre (sicaklik,
havalandirma, karistirma, inokulum miktar1 ve pH gibi) mantarin gelisim ve iiretimi
agisindan birinci derecede onemli etkenlerdir (Knudsen ve Stack., 1991). Bu agidan

1yi degerlendirilmeli ve irdelenmelidir.

1.6.3. Kiiltiir besiyerinin misel biyomas gelisimi iizerine etkisi

Kiiltliir besiyeri biyomasi, gelisim optimizasyonu igin gereken bilesikleri
igerdiginden birinci derecede &nemli bir faktdrdiir. Ornegin degisik karbohidrat
kaynaklarmin miselyum gelisimi iizerine etkilerini irdeleyen ¢ok sayida kaynak
mevcuttur (Lin ve ark., 1973). Bu caligmalarin bazilarinda laktozun karbohidrat
kaynag1 olarak kullanildig1 besi ortamlarindan elde edilen miselyum kuru agirliginin
daha fazla oldugu, benzer sekilde degisik nitrojen kaynaklarinin da biyomas gelisimi
tizerinde olumlu yada olumsuz etkileri gozlenebilecegi belirtilmistir (Lin ve ark.,
1973).

Inorganik tuz ve amonyum fosfat ilavesinin kiiltiir ortammnda biyomas
gelisimine olumlu tesirleri oldugu da yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Lee ve ark.,
1999b).

Bugiinlerde arastirmacilar alternatif materyal arayisi igersinde Ornegin yag
asitleri ve bitkisel yaglar kullanarak bazi mantarlarda misel gelisimi iizerinde

stimulatif etkileri arastirmaktadirlar (Schisler ve Volkoff, 1977; Yang ve ark., 2000).
1.6.4. Cevrenin misel biyomas olusumuna etkisi
Onemli bir cevresel faktdr olan sicaklik miselyum gelisimi icin ¢ok dikkatli
bir sekilde tespit edilmelidir (Brancato ve Golding, 1953). Ganoderma lucidum

gelisim i¢in optimal 30 + 2°C tercih eder (Lin ve ark., 1973; Mayzumi ve ark., 1997;
Yang ve Liau, 1998).
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Diger onemli bir faktér pH’dir. Hiicre membran fonksiyonlari, hiicre
morfolojisi ve yapisi, bilesik alinimi ve {iriin biyosentezi gibi bircok onemli role
sahiptir (Fang ve Zhong, 2002a). Mantarlar genellikle asit metabolize ederler, bu da
pH’y1 diisiirtir (Lin ve ark., 1973). Besiyeri pH’sinin diismesi de miselyum gelisimini
geciktirir (Lin ve ark., 1973). Kullanilan kiiltiir besiyerinin molekiiler yapisina gore
pH ayarlanmalidir. Bu sekilde miselyum biyomas:i bundan en az sekilde
etkilenecektir.

Miselyum gelisim morfolojisini etkileyen bir bagka faktor de agitasyon
hizidir. Bu durum dogrudan dogruya hiicre gelisiminin indirgenmesi ve biyoaktik
bilesik miktarindaki degisime baghidir. Agitasyon hizinin yavas olmasi besiyerine
oksijen transferini sinirlandiracak ve misel biyomas iiretimini indirgeyecektir. Bunun
tam tersi ¢ok hizli agitasyon hizi ise miselyumdaki hif karakterini etkileyecek,
istenildigi gibi bilesenlere ulasilamayacak, oksijen gibi elzem kimyasallarla yeterince
etkilesime girilemeyecek ve beklenenden farkli bir biyomass morfolojisi ile
karsilagilabilecektir (Yang ve Liau, 1998).

Inokiilasyon yogunlugu da hiicre kiiltiir proseslerinde énemli bir faktdrdiir
(Wang ve ark., 1997a; Johansen ve ark., 1998). Ozellikle siv1 kiiltiirlerde kiigiik
inokulumlardan elde edilen pellet biiyiikliikleri ile biiylik inokulumlar arasinda
farklar goriilmesi aragtiricilart inokulum yogunluklarini irdelemeye itmistir (Fang ve
Zhong, 2002a). Ayrica logaritmik fazda gelisim siiresince inokulumun misel
gelisimi i¢in tercih edilmesi gerektigi bununda yaklasik 3-4 giinliik kiiltiirlerle
yapilmas1 gerektigi vurgulanmistir (Wang ve ark., 1997a). Isik sivi ve kati
besiyerlerinde kiiltiir gelisimi i¢in gerekli bir faktor degildir. Sadece dikkat edilmesi
gereken husus ¢ok fazla 15181in misel gelisimini olumsuz etkileyebilecegidir (Lin ve
ark., 1973).
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1.7. Modern gelismeler

1.7.1. Ganoderma ve Trametes sp. hakkinda molekiiler yaklasimlar

Ganoderma ve Trametes’i de icine alan mantarlara yonelik morfolojik
karakter varyasyonlar: birgok taksonomisti, tiirler arasindaki kimyasal ve molekiiler
yaklasimlar1  tekrar irdelemeye yoOneltmistir.  Stalpers tarafindan (1978)
Ganoderma nin kiiltiir karakteri gézden gegirilmis ve arastiricinin yaptigi ¢alismada
Ganoderma tsugae’nin aslinda Ganoderma valesiacum’un sinonimi oldugunu
belirtmistir. Kiiltiir bazinda yapilan c¢aligmalar ve uyumluluk analizleri Kuzey
Amerika’dan izole edilen Ganoderma lucidum ile Avrupa izolat1 olan Ganoderma
resinaceum’un benzer kiiltiir karakterine sahip olduklarini ve interfertil olduklarini
gbstermistir (Adaskaveg ve Gilbertson, 1988a). Izozim elektroforezi analizleri
Ganoderma lucidum ve Ganoderma applanatum kompleklerinin bazi enzimlerce
(aspartat aminotransferaz, alkalin fosfataz ve menadion rediiktaz) ayirt edildigini
ortaya koymustur. Elektron mikroskobuyla yapilan ¢aligmalar Ganoderma colossum
ve Ganoderma zonatum’un basidiospor morfolojisi yoniinden farklilik gdsterdigini
belirlemistir.

Bu konuda Trametes’e iliskin verilere bakildiginda Asya izolati olan
Trametes versicolor ile ingiltere’de izolasyonu yapilmis baska bir Trametes
versicolor’in lakkaz ve seliilaz aktiviteleri yoniinden oldukga farklilik arz ettigi ve
bunun ¢evresel kosullara dayandirildigi, benzer sekilde Trametes villosa ile Trametes
sanguinea’nin da gerek morfoloji gerek de enzim igerigi yoniinden farkliliklar
gosterdigine iligkin bilgiler mevcuttur (Ko ve ark.,1999).

Bu ve benzeri birgok ¢alisma neticesinde elde edilen bulgular Ganoderma ve
Trametes cinsine ait bireylerde her zaman benzerlik yada farklilik gibi temel
kavramlardan bu cinslerin iiyelerinin yoksun oldugu ve belli bir stabilite
gostermedigi anlagilmistir. Bunun sonucu olarak varyasyonlar ve yeni etkilesimler
kaginilmazdir.

Son zamanlarda mitokondriyal SSU rDNA sekanlariyla ilgili filogenetik

analizler Ganoderma lucidum’un Trametes ve Polyporus’u da igeren trimitik ve
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dimitik tiirleri kapsadigini, ayrica monofiletik gruplarin jeolojik temelleri, veriler ve
konak iliskileriyle 1sik altina alinmasi gerektigini vurgulamistir (Hibbet ve
Donoghue, 1995).

1.8. Molekiiler isleyis acisindan ribozomal DNA’nin 6nemi

1.8.1 lyi bir molekiiler isleyis icin gereksinimler

Mantarlara yonelik geleneksel saptama yontemlerinin siniflandirma agisindan
gereken somut yaklasimlari saglayamamasi bu konuda molekiiler sekans temelli
filogenetik analizlerin daha gercekg¢i bir tespit olarak degerlendirilmesi gerektigini
zorunlu kilmistir. Molekiiler filogenetigi olusturan hipotez molekiil sekanslarinin tiim
nesillerde molekiillerin tarihgesi ve evrimi konusunda verdigi bilgi seklinde
degerlendirilir. Bu yiizden molekiiler sekanslar bir anlamda molekiiler saat olarak da
islerlik gosterirler. Iyi bir molekiiler saat icin onu olusturacak molekiil yapisinin bazi
ozelliklere sahip olmas1 gerekir. Ik olarak molekiil, tahlil edilen biitiin nesillerde
yaklasik olarak aym frekans ve degerde olmalidir. Ozellikle UPGMA gibi filogenetik
yapilanmaya dayali simulasyon prosesleri analiz edilecek molekiil degeri ve frekansi
degisken olan bir molekiilde islevsellige sahip degildir. Bu durum analizi gii¢lestirir.
Ayrica molekiiliin biitiin nesillerde sabit bir gelisim grafigi ¢izmesi gerekir. Bir diger
ozellik molekiiliin gereken ilgiyi ¢ekmesidir. Kastedilen, molekiile ait filogenetik
gruplarinin birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in gereken informasyona sahip olmasidir.
Bu nedenle secilecek molekiiliin konservatif olmasi gerekir. Bu sekilde ¢ok daha az
degisiklik icerecektir (Bruns ve ark., 1991). Molekiil seciminde 6nemli olan bir diger
husus molekiil bliyiikligidiir. Yeterli biiylikliige sahip olan ve bilgi tasityan molekiil
tercihi bu anlamda 6nemlidir. Son olarak molekiiliin genomda sadece bir sefer yer
almasi yada tek kopya halinde olmasi istenir (Woese, 1987; Mitchell ve ark., 1995).

Filogenetik analizler agisindan en siklikla kullanilan molekiiller ribozomal
DNA’lardir. Hemen hemen biitiin organizmalarda bulunmalari, diizenli isleyisleri 1yi
bir molekiiler saat olarak degerlendirilmelerini saglar. Sekanslarindaki pozisyon

farklar1 oldukc¢a degisik yapilar arz edebilmektedir. Bu pozisyonlar farkli taksonomik
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degerlendirmeler i¢in faydali olabilmektedir (Bruns ve ark., 1991; Seifert ve ark.,
1994;Woese, 1987).

Niikleer 18S’lik rDNA’lar yaklasik olarak 1700-1900 bp biiyiikliiklerine
sahip olabilmektedir. Taksonomik basamaklarin genisleyen daha biiyiik halkalarinda
bu biiyiikliiklerden faydalanilabilmektedir (Foster ve ark., 1990; Wilmotte ve ark.,
1993). Mitokondriyal SSU rDNA niikleer 18S rDNA’larla benzerlik gostermekte ve
degerlendirmelerin daha hizli sonug¢ vermesi agisindan filogenetik analizlerde tercih
edilmektedir (Seifert ve ark., 1994; Hibbet ve Donoghue, 1995). Ayrica rDNA’larin
birgok konservatif boliim icermesi, bunlarin birarada degerlendirilebilmesi, genis
spektrumlu uygulamalar i¢in gereken primer se¢imini kolaylastirmasi gibi bir¢ok

sebepten dolayi tercih edilmektedir.

1.8.2. Ribozomal DNA genlerinin yapisi

rDNA yapis1 Okaryotlarin niikleer genomunda ardisik olarak tekrarlayan
tiniteler halinde arz etmektedir. Bir rDNA {initesi genellikle eksternal transcribed
(ETS), 18S rDNA, internal transcribed spacer 1 (ITS 1), 5.8 S rDNA, internal
transcribed spacer 2 (ITS 2), 28 S rDNA ve non transcribed spacer (NTS)’den olusur.
rDNA’nin uzunlugu 6.8 kb’lik Stylonychnia yada 44 kb uzunluga sahip rat rDNA’s1
kadar degisen uzunluklarda olabilmektedir. Bu farkliliklardaki en temel neden
NTS’nin degisen uzunluklaridir (Gerbi, 1985). Ayrica ardisik devam eden iinitelerin
kopya sayist da 6rnegin Tetrahymena mikroniikleusu i¢indeki tek kopyadan (Yao ve
Gall, 1977), bugdaydaki (Appels ve ark., 1980) 6400 kopyaya kadar degisiklik
gosterebilmektedir. Bu konuda goriis birligine varilan diisiince rDNA’nin diizeninin
“concerted evolution” birlikte gecirilen ve homojenize edilen benzer tarzda bir evrim
stireciyle 1iliskilendirildigidir (Hillis ve Dixon, 1991). Bu gelisim siireci tam
anlamiyla agik olmamakla beraber tekrarlayan {initelerin homojenizasyonuna iligkin
durumlarin izahatinin yapilabilmesi agisindan 6nem arz etmektedir (Li ve ark.,
1985). Bazi oOrnekler organizmanin degisik sekanslarina ait toplu halde gen

dizilimlerine ait formlar teskil ettigini gostermistir (O’Donnel ve Cigelnik, 1997;
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Fatehi ve Bridge, 1998). Bu yiizden rDNA sekanslarina iliskin filogeni ¢ok dikkatli
yorumlanmalidir.

Birgok okaryotta 5S rRNA genleri niikleer genomda farkli lokasyonda
bulunmaktadir, fakat baz1 mantarlar ve protozoa grubu iiyelerinde 5S rRNA genleri
rDNA lokusu ile bulunur (Gerbi, 1985).

5S rRNA geni rDNA’nin bir parcasi ise transkripsiyon mekanizmasi ya
Coprinus cinereus’da oldugu gibi aym1 yonde yada Saccharomyces cerevisiae’da
oldugu gibi opozit yonde gelisir. Tiirlere bagli olarak rDNA kodlayan bolgelerin
biiylikliigli ve organizasyonu degiskenlik arz eder, fakat bircok durumda genom
basina bir tek kopya halinde kiigiik alt Ginite rRNA genleri bulunmaktadir (Gerbi,
1985).

1.8.3. Filogenetik ¢calismada ribozomal DNA’nin 6nemi

Filogenetik analizlerden 5.8 S, 18S, ITS sekanslar1 ve mitokondriyal
rDNA’lar sekans verileri acgisindan siklikla tercih edilirler. Temel sebep Okaryotik
hiicrelerde her yerde bulunabilmeleri ve fonksiyonel olmalaridir (Carbone ve Kohn,
1993; Swann ve Taylor, 1993; Moncalvo ve ark., 1995a ve 1995b).

18S ve 26S rDNA sekanslariin konservatif yap1 gdstermeleri ayni familyaya
ait mantar gruplariyla neredeyse 95 % benzerlik orani gostermelerini saglamaktadir.
Filogenetik analizler agisindan yapilacak bir degerlendirme, 18S ve 26S rDNA
analizlerinin  mantar smiflandirmas1  agisindan olduk¢a genis spektrumda
incelendigini fakat zaman zaman familya, cins veya tiir bazinda elde edilen
sonuglarin degerlendirme agisindan yeterli olmadigi yoniindedir (Moncalvo ve ark.,
1995a). Diger taraftan ITS sonuglari da degiskenlik gosterebilmekte ve ayni cinsin
tir diizeyinde yapilacak ayrimlarinda tek basina yeterli olmamaktadir (Moncalvo ve
ark., 1995a ve 1995b; Yan ve ark., 1995).

Mitokondriyal SSU rDNA sekanslari niikleusdaki sekanslarda neredeyse 10
kat1 daha hizli gelisim gosterir (Bruns ve Szaro, 1992). Mitokondriyal SSU rDNA
sekanslar1 konserve halde boliimlerden, hizli gelisebilen ve mutasyon meydana

gelebilen temel 6neme sahip bolgelerden olusmustur. Bu yiizden mt SSU rDNA
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sekanslart  smiflar  arasindaki  filogenetik  analizler acisindan en iyi
degerlendirilebilecek biyomolekiillerdir.

1.8.4. Internal Transcribed Spacer (ITS) Boliimleri

ITS (internal transcribed spacers) boliimleri cins ve tiir diizeyinde yapilacak
filogenetik bir ¢aligma i¢in en giivenilir metodlardandir. Bu nedenle ribozomal DNA
internal transcribed spacers (rDNA ITS) mantar sistematigi ve tanimlamada sahip
olduklar1 genomik boliimlerin  (Sekil 7) islerligi ile paralel olarak siklikla
kullanilmaktadir. Kullanimdaki avantaji ribozomal DNA’nin yiiksek diizeyde
konservatif genlere sahip olmasi ve ITS boliimleri arasinda konumlanmasidir.
Uygulanan primerlerle DNA amplifikasyonu sirasinda kodlanamayan bolgelerden de
elde edilen bilgiler ile tiir diizeyinde tanimlamalar yapilabilmektedir. Bu yerlerde
(kodlanmamig) fonksiyonel bir gen yok ise hi¢ diizeyde yada ¢ok az diizeyde
mutasyon gerceklesir.

Uygun yontemler kullanilarak sekanslar kaydedilir ve karsilastirmalar
yapilir. Ozellikle Ganoderma cinslerinin analizleri agisindan oldukca siklikla
kullanilirlar. Cogu zaman niikleer ve mitokondriyal rDNA kodlayan bolgeler
filogenetik ilgkilerin belirlenebilmesi i¢in yeterli bilgi verememektedir. Bu anlamda
cins diizeyinde tanimlamalarla yetinmek gerekmektedir (Moncalvo, 2000).

Yapilan calismalar niikleotid konumlarinin biitiin ITS ler i¢in ayni oldugunu
fakat varyasyonlarin ¢ogunun ITS1’in terminal bolgesiyle, ITS2 nin u¢ kisminda

oldugunu gostermistir (Moncalvo ve ark., 1995a).

18S 58S 258 5§ 185 5.85 2558 5§ 18§ 5.85 25S
A
ITSI1 ITS2
18S IDNA 5.8S IDNA 255 rDNA
B
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Sekil 7. A) ITS lokasyonunu gosteren rDNA gen organizasyonu. B) A da
daire i¢ine alinan kismin biyiitiilmiis sekli. DNA amplifikasyonu i¢in kullanilacak
uygun primer yerleri 18S ve 25S’lik rDNA arasinda uygulanmaktadir.

Kullanimdaki bir diger avantaj ribozomal DNA genlerinin tekrarlayan
dizilerden olusmasidir. Yaklagik olarak genom bagina 50 kopya kadar diiser. Bu da
amplifikasyonda “single copy” tek kopya genin calisilmasindan daha avantajli ve

kolaydir.

1.9. izozimler

Izozim (izoenzim), farkli genler tarafindan iiretilen, ancak birbirine ¢ok
benzeyen enzimleri ifade etmekte ve ayni genin farkli allellerinden meydana gelen
allozimlerle (alloenzim) cogu zaman karistirilabilmektedir. Bu kavram kargasasi
literatiirde ¢ok yaygin olarak bulunmakta ve birbirleriyle yer degistirilerek

kullanilmaktadir (Aldrich ve ark., 1992).

1.9.1. izozimlere genel bakis

[zozim analizi basit, basarili ve ucuz bir teknik olmas: sebebiyle taksonomi,
genetik, virlilanslik, bitki patojenlerinin epidemiyolojisi, populasyon genetigi ve
Ozellikle mantar arastirmalarinda sik¢a kullanilmaktadir (Munoz, 1997).

[zozimler tek bir enzimde bircok molekiiler formda bulunabilirler. Bu formlar
genellikle benzerlikler gostermekte fakat sayet identik degillerse bu durum gerek
enzimatik islevsellige gerek de protein kodlayan DNA sekansinin aminoasit
kompozisyonunda olusturdugu farkliliklarla belirlenir (Munoz, 1997).

Yapilan ¢alismalar izozimlerin 3 degisik genetik ve biyokimyasal lokusdan
kaynaklandigin1 gostermistir. Bunlar (1) tek lokusdaki birgok allelden, (2) bir¢ok
lokusdaki tek veya cok allelden yada (3) translasyon prosesleri sonucu ortaya ¢ikan
ikincil izozimler seklinde ifade edilir (Micales ve ark., 1992).

Tek lokusda birden fazla allellik durumuna bakildiginda yaklasim gen

lokusunun durumuna gore belirlenmistir. Bir mantar populasyonunda belirlenen
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herhangi bir gen lokusu monomorfik olabilir (6rnegin populasyonda tek bir alleli
eksprese eden) yada polimorfik (6rnegin populasyonda birden fazla alleli eksprese
eden) olabilir. Genetik lokus polimorfik oldugu zaman izozimler degisik allellerin
eksprese olmasiyla allozim (Alloenzim) adini alirlar. Baska bir ifadeyle allozim,
birbirinden ayirt edilebilen allelleri bulunan enzimleri ifade etmektedir. Allozimler
ayni genin farkli allelleri tarafindan meydana getirilmektedir. Her allel belli bir
polipeptid zincir yapisini kodlamaktadir. Bu yilizden allozimin yapis1 allel sayisi ve
nukleotid sekansina gore degiskenlik gosterir. Allellerin sayis1 organizmadan
organizmaya niikleer durumlarina gére (monokaryotik, dikaryotik), ploid sayisina
gore (haploid, diploid) ve genetiksel yapisina (homozigot, heterozigot) gore
degiskenlik gdsteririr. Allozimlerden haploid veya homozigot olanlar basit
elektroforetik bantlar verir iken, dikaryotik yada heterozigot yapidaki alleller daha
kompleks yapili bant olusumu gosterir. Bunun nedeni iki ayr allelin ekspresyonudur.
Enzimler bir yada daha fazla polipeptid zincirleri igerirler. Tek polipeptid zincir
icerenler monomerik enzimlerdir ve bunlar elektroforetik yontemlerde organizma
heterozigot yapida olsa dahi kolay teshis edilirler diger taraftan iki yada daha fazla
polipeptid zincire sahip enzimler multimeriktirler, bunlarin elektroforetik tespiti ise
daha zordur (Bonde ve ark., 1993).

Birden fazla lokusda tek veya ¢ok allellik durumuna bakildiginda lokus
sayisindaki fazlalik buradan elde edilecek izozimlerin biiylikliikk ve yiikii gibi
faktorlerde degisiklikler goziikkmesine ve elektroforetik uygulamalarda farkh
bantlasmalar seklinde kendini gostermektedir. Ayrica uygulama icin segilecek boya
cesitleri ve kimyasal Ozellikleri iyi analiz edilmelidir. Soyleki ornegin esteraz ve
alkalin fosfataz tespiti yaparken secilecek boya pek de se¢i¢i olmayan bu izozimlerin
ikisini de boyamaktadir bu da analizi gliclestirmektedir (Vallejoz, 1983).

Translasyon sonrasi olusan ikincil izozimler deaminasyon, siilfidril
gruplariin oksidasyonu, karbohidrat ilavesi veya ¢ikarilmasi, benzer sekilde fosfat
degisimleri gibi etkinlikler neticesinde olusan bu izozimler genel olarak sabit bir
form gostermeleriyle her allelde go¢ eden bantlar seklinde sabit bir yap1 arz ederler

(Royse. 1982).
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1.10. Transformasyon

Rekombinat DNA tekniklerinin gelistirilmesinde en 6nemli faktor siiphesiz
genetik transformasyon sistemlerinin kesfidir. Bu sayede organizmalarin genomik
yapisina saflastirilmis DNA’lar manipule edilebilmektedir. Genetik transformasyon
sistemleri gliniimiizde siirekli yeni teknikler uygulanarak gelistirilmektedir. Calisilan
organizmaya uygun, basit yontemler iceren, ucuz ve kolay uygulanabilir metodlar
gelistirilmelerindeki en biiyiik etkenlerdir (Fincham 1989; May 1992; Riach and
Kinghorn 1996).

1.10.1. Protoplast transformasyonuna genel bakis

Mantar hiicrelerinden protoplast preparasyonlari hiicre duvarini parcalayan
enzimlerle (litikaz, novozim vb.) gerceklestirilmektedir. Bu enzimler ticari olarak
mevcuttur. Uygulamada en uygun enzim yada enzim kombinasyonlar: ile ¢alismak
basarili bir transformasyon igin elzem niteligi tasir. Bazi mantar gruplarinimn
enzimlerce par¢alanmaya alternatif olarak lityum iyonlari ile de hiicre duvarlarinin

pargalabildigi bildirilmistir. (Dhawale ve ark., 1984).

1.10.1.1. Protoplast transformasyonu

1.10.1.1.1. Hiicre tipi, gelisim faz1 ve gelisim kosullari

Baslangic olarak ¢alisilacak hiicreler geng misel yada germinasyon yapabilen
basidiospor yapilart olmalidir. Dormant spor yada ¢imlenme kabiliyetine haiz
olmayan sporlar protoplast eldesi icin uygun degildir. Benzer sekilde misel se¢imi
onemlidir. Bunun nedeni enzim muamelesi ile, hiflerden agiga ¢ikan protoplastlarin
hifsel debrilerde rahatlikla ayrilabilmesinin gen¢ misellerde oldukc¢a rahatlikla
gerceklesebilmesi fakat yasli misellerde bu durumun kolay gerg¢eklesmemesi ve
diisiik protoplat frekansi ile agiklanir (Buxton ve ark., 1983).
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1.10.1.1.2. Hiicre duvarmin litik enzimlerce muamelesi

Uygun enzim sec¢imi bu tarz uygulamalarda anahtar rol niteligi tasir. Bu
amagla bircok ticari enzim (litikaz, novozim, lywallzym vb.) yada enzim
kombinasyonlari mevcuttur. Bunlar arasinda Trichoderma viridae’den izole edilen
Novozim 234 (Riach ve Kinghorn 1996) en fazla kullanilanidir. Bu enzimlerin ¢ogu
1-3 glukanaz ve kitinaz gibi hidrolitik enzimlerdir (Binninger ve ark.,1987).

Protoplast stabilizasyonu da onemli bir faktordiir. Bu amacla magnezyum
stilfat, mannitol, sorbitol yada siikroz kullanilabilir. Bunlarin saklanmalar1 ve uygun
bir sekilde muhafaza edilmeleri protoplast frekansinin belli bir degere ulagmasinda

onemli sayilacak etkenlerdendir.
1.10.1.1.3. DNA’nin alinmasi

DNA’nin(lineer veya sirkiiler ¢ift iplikli) protoplastlarca alinimi polietilen
glikol (PEG) ve Ca iyonlarinin etkinliginde gergeklesir. Genel olarak oda
sicakliginda 15-30 dakika’lik inkiibasyon DNA’nin alinimi igin yeterli bir siiredir.

Protoplast transformasyonlarinda kullanilacak kalsiyum iyonu miktari
genellikle 10 mmol L™ yada 50 mmol L™ dir. Protoplast frekansi genellikle 108-10°
tercih edilir. DNA konsantrasyonu ¢ok degisken olmakla birlikte genellikle 5ug ml™
diizeyleri tercih edilir (Binninger ve ark., 1987).

1.10.1.1.4. Rejenerasyon besiyeri
Transforme olan hiicre gelisimi igin galigilan mantar yada organizmaya uygun
ortamlar se¢ilmelidir. Bu amagla sivi yada kat1 ortamlar tercih edilebilir. Genellikle

kat1 ortamlardan daha verimli sonuglar alinmakla birlikte yumusak tabakali agarla

sandwich yontemi siklikla kullanilan metodlardandir (May., 1992).
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1.10.1.1.5. Lityum asetat muamelesi

Lityum asetat ile muamele genellikle Saccharomyces cerevisiae, Coprinus
cinereus, Ustilago violacea gibi mantarlarda uygulanan bir yontemdir. (Binninger ve
ark., 1987). Germinasyonu gerceklesen sporlarin lityum asetat varliginda DNA ile
etkilesimi esasina dayanir.

PEG ilavesi biitiin protokollerde neredeyse ortak bilesiktir. 10-40 % PEG
4000 genellikle kullanilir. PEG kalsiyum kloriir ile birlikte ilave edilir. Etkinlikleri,
muamele edilmis hiicrelerin kiimelesmesi ve transforme edilen DNA nin tutulmasini

saglamaktir.

1.10.2. Elektroporasyon

Teknik biyomembranlarda elektrik sinyallerine bagli olarak geri doniisimli
permeabilitelere olanak saglamaktadir. Bu sekilde DNA alinmaktadir. Uygulama
hayvan hiicreleri, bitki protoplastlari, bakteri ve mantarlar i¢in yapilmaktadir.
Uygulamada hiicre duvarmin zayiflatici ajanlarla muamelesi esastir (Chakraborty ve
ark., 1991). Alternatif bir metot da protoplastlarin elektroporasyonudur. Bu yontem
filament6z mantarlarin transformasyonu i¢in de siklikla kullanilmaktadir (Kothe and

Free 1996).

1.10.3. Biolistik transformasyon

Caligilan biitiin filamentdz mantarlardan verimli bir transformasyon eldesi
¢ogu zaman miimkiin olmamaktadir. Ayrica bazi mantarlar igin protoplast eldesi de
oldukga problemli olabilmektedir. Biolistik transformasyon ilk defa 1987 de (Klein
ve ark., 1987) de uygulanmistir. Teknik, plasmid DNA’nin intakt halde kalin duvarli
mantar hiicresi i¢ine dogrudan alinimi ile gerceklesmektedir. Bu metod DNA ile
saril1 tungsten partikiillerinin yiiksek hizda mantar sporu yada hifi igine alinmasi

seklinde gelisir. N. crassa, Magnaporthe grisea, Trichoderma harzianum (Riach ve
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ark., 1996), A. nidulans (Gomes-Barcellos ve ark., 1998) ve siklikla T. reesei (Hazell
ve ark., 2000)’ ye yonelik ¢aligmalarda bu yonteme basvurulmaktadir.

1.11. Medikal mantarlarin biyoteknolojide yeri

Kanser, kardiyovaskiiler bozukluklar gibi kronik hastaliklarin ¢cogunda bugiin
“fonksiyonel gidalar” adiyla da bilinen iirlinlerin tedavi amag¢h kullanildig:
bilinmektedir (Sadler ve Saltmarsh 1998). US Academy of Science tedavi amaciyla
kullanilan bu gidalar1 i¢erdigi faydali bilesikler sayesinde sagliga olumlu yonde katki
saglayan her tirlii modifize edilmis gida seklinde tanimlamistir (Thomas ve Earl
1994). Fonksiyonel gidalar tek baglarmma hastaliklar1 bertaraf edemezler ancak
iyilesme siirecini baglatma veya hastalig1 6nleme anlaminda etkinlikleri tartisilmazdir
(Steinmetz ve Potter 1991).

Diinya genelinde 6zellikle doguda bir¢ok mantardan elde edilen bilesikler
saglik amaciyla kullanilmis ve geleneksel anlamda sagliga olan katkilarina iliskin
bilgiler gilinlimiize kadar gelmistir. Yaklasitk 270 mantar tiiriiniin bu anlamda
terapotik etkileri oldugu bildirilmistir (Ying ve ark., 1987). Bugiin medikal mantar
deyimi diinya genelinde gelisen bir dal haline gelmistir. Yenilebilir mantarlardan
medikal anlamda yada fonksiyonel etkinlige sahip olanlar Lentinula, Hericium,
Grifola, Flammulina, Pleurotus ve Tremella veya medikal etkinliklerine gore
Ganoderma lucidum, Trametes versicolor en fazla bilinenleridir.

Gegmise bakildiginda bir¢ok mantar tiirii dogadan agaclardan yada Olmiis
agac kiitlelerinden temin edilmekteydi. Bugiinlerde artan onemleriyle paralel olrak
bir¢ok laboratuar ortaminda yada bu anlamda 6zellesmis fabrikalarda mantarlarin
dogal gelisim sartlar1 yapay olarak saglanarak gerek yemeklik gerek de tibbi amagh
iiretimleri yapilmaktadir (Stamets 2000).

Hangi tip hastalik olursa olsun tedavisi amaciyla kullanilacak bilesigin
maksimum iyilestirme etkisi, hi¢ veya minimum toksik diizeye sahip olmas1 beklenir.
Ganoderma ve Trametes den elde edilen bilesikler neredeyse yok denecek diizeyde
toksik etkilere sahiptirler. Bu da biyoteknolojik agidan da neden giderek biiyiiyen bir

arastirma sahasi olduklarini agiklamaktadir.
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Biyoteknoloji insanlarin hayatini kolaylastiran genis perspektiflere sahip yeni
atilimlara agik bir bilimdalidir. Bu anlamda kendi anlayisi ile birebir 6zdeslesen bu

konuyu da biinyesine katarak gelisimi i¢in desteklemesi hi¢de sasirtict degildir.

1.12. Calismanin amaci

Morfolojik karakterlerdeki degisken yapi mantar smiflandirmalarini oldukga
giiclestirmektedir. Ozellikle Poliporlar bu konuda oldukca fazla giicliikle karsilasilan
gruplardir.

Polyporaceae familyasina iliskin filogenetik analizler mt SSU rDNA
analizlerinin konservatif yap1 ve gerekli informasyonu tasimasindan dolayr molekiiler
isleyis agisindan oldukca tercih edildiklerini gostermistir. Yakin zamanda DNA
sekans analizleri ile yapilan c¢aligmalarda PCR amplifikasyonu uygulamalari
calismaya hiz kazandirmasi agisindan oldukga fazla tercih edilir olmustur. Bu yiizden
gereken uygun primer se¢imi, ve hedef sekanslarin tespiti, filogenetik analizi daha
kolay isler hale getirmistir. Fungal 18S, 5.8S rDNA ve ITS sekanslarinin neredeyse
tamaminin PCR ile amplifiye olabilmeleri buna karsin mt SSU rDNA’larin sadece
kismi olarak amplifikasyonlarinin saglanabilmesi uygulamalarin islerligi agisindan
goreceleri de beraberinde getirmistir.Bu tip sekanslarin molekiiler sistematik ve
polipor familyalarinin mt SSU rDNA’sina dayanan filogenetik analizler agisindan
cok verimli olmadigi, bunun yerine ribozomal DNA analizlerinin ve ITS
sekanslarmin birlikte ele alinmalarinin daha verimli sonuglar dogurabilecegi
belirtilmistir (Alexopoulos ve ark., 1996; Hibbet ve Donoghue, 1995).

Calismada hedefimiz diinya genelinde ticari olarak kullanilan G. lucidum
suslarina alternatif olarak Tirkiyeye 6zgii G. lucidum suslarinin tespit edilerek
optimal gelisim kosullarinin arastirilmasi, ayrica kesin teshis i¢in 5.8S ribozomal
DNA ile sekans analizi ve gerek Ganoderma gerek de Trametes cinslerinin
etkilesiminin protoplast flizyonu ile tespit edilmesi ve melezlerin izozim kaliblarinin

determinasyonu seklinde yiiriitilmiistiir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ross ve arkadaslari, Coprinus sp.’ye ait monokaryon, dikaryon, ve
monokaryon soliisyonlarindan elde ettikleri protein ve izozimleri poliakrilamid jel
elektroforezinde analiz etmislerdir. Protein ve izozim spektrumundaki veriler Wang
ve Raper’in Schizophyllum cinsi basidiomiset mantariyla yaptiklar1 ¢calismada tespit
ettikleri uyum/uyumsuzluk faktorleri ile karsilastirilmistir (Ross ve ark., 1973).

Gold ve arkadaglar1 16 giinliik Phanerochaete chrysosporium miselyumunu 2
ticari enzim kullanarak protoplast hale getirmisler ve regenerasyon sikliginin 10 %
sorboz ve 3 % agar ilave edilmis besiyerinde 5 % daha arttigini bildirmislerdir (Gold
ve ark., 1983).

Tanksley ve Orton bitkiler tizerinde yaptiklar1 izoenzim galismalarinda enzim
markirlarinin bir¢ok organizmada oldugu gibi bitki tiirlerinin tanimlanmasinda da
onemli kriterler olduklarini belirtmislerdir (Tanksley ve ark., 1983).

Dhawale ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada mantar hiicrelerinde lityum
iyonlar1 kullanilarak, hiicre duvarlarint DNA gegisi i¢in permeabl hale getirmisler ve
bu konuda hiicre duvari pargalayict enzim kullanmadiklari i¢in ¢alismalar1 farkli bir
uygulama olarak kabul edilmistir (Dhawale ve ark.,1984).

Mukherjee ve arkadaslar1 Volvariella volvaceae mantarindan Novozim 234
enzimi kullanarak protoplast elde etmislerdir. Regenerasyon sikliginin sivi
besiyerinde az, bunun tam tersi olarak 0.5 % agar ilave edilmis kat1 besiyerinde ise
oldukca fazla oldugunu (50 %) tespit etmislerdir. Elde edilen protoplastlarin UV’ye
oldukca hassas olduklari, bununla birlikte herhangi bir farkli morfolojik karakter
yada okzotrof mutant ile ¢alisma sirasinda karsilagilmadig: bildirilmistir (Mukherjee
ve ark., 1986).

Gardes ve arkadaslar1 degisik cografik bolgelerden temin ettikleri 40 Frankia
tiriinde elektroforetik seperasyona bagli izozim analizi yapmislar ve test ettikleri
biitiin enzim sistemlerinde oldukca fazla varyasyon tespit etmislerdir. Bunlar i¢inde
diaforaz ve esteraz da ¢ok fazla polimorfizm gozlenirken en az degiskenlik
fosfoglukoz izomeraz ve malat dehidrogenazda tespit edilmistir (Gardes ve ark.,
1987)
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Ojala ve arkadaslari, bitkilerde melezleme c¢alismalari yapmiglar ve
calistiklar1 P. bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-orientale ornekleri arasinda
gerceklesen ve olusan melezlerdeki tohumlarin verimliliginin agik tozlasmayla elde
edilen tohumlarin verimliligi ile hemen hemen esit oldugunu savunarak Oxytona
seksiyonunda kendine uyusmazlik nedeni ile kendilendikleri zaman ¢ok az sayida
tohum elde edildigini belirlemislerdir.

Ayrica bu c¢alismada tiim hibritlerde morfoloji, alkaloit analizi ve mayotik
eslesme konularini ele almiglardir. Sonuclara dayanarak farkli bir genom evrimi
modelini énermislerdir. Onerdikleri genomik yap1 daha ¢ok P. bracteatum (AA), P.
orientale (AA B1B1) ve P. pseudo-orientale (AA B1B1 B2B2) seklindedir. B1 ve
B2 genomlarinin birbirleri ile eslesebilirligini belirlemisler. Ancak eslesmede kendi
cinslerini tercih ettiklerini de vurgulamislardir. Bu aciklama hem melezlerde mayoz
boliinme esnasinda kromozomlarin eslesme davranisini hem de seyrek olsa bile
multivalentlerin nasil olustugunu da daha anlasilir bir temele oturtmaktadir (Ojala ve
ark., 1990).

Sivan ve arkadaslari, Trichoderma harzianum’a ait geng hifleri kullanarak
protoplast elde etmisler ve her protoplastin yaklasik 4-6 niikleuslu, bir ¢ogunun da
3um uzunluga sahip olduklarini bildirmislerdir. Ayrica Trichoderma nin okzotrofik
mutantindan elde edilen bir mutant baska bir okzotrofik mutant ile etkilestirilmis ve
intrastrain niikleer transfer sonrasi degisken, prototrofik, ve heterokaryotik yapilarla
karsilasilmistir. Benzer sekilde interstrain transfer yapilmis ve dogal tip prototrof,
lizin yoksunu protoplastlara nakledilmis ve regenerasyon besiyerindeki
protoplastlarda 48 saat sonra diisiik dozda lizin varligi tespit edilmistir (Sivan ve ark.,
1990)

Bachmann’in yaptig1 izoenzim ¢alismasinda genom tizerinde kodlama yapan,
kodlama yapmayan, tek kopya veya DNA dizi tekrarlarinin da bulundugu bolgelerin
hepsinde DNA polimorfizmi meydana gelebildigi oysa enzimi kodlayan lokuslarin
genom boyunca rastgele dagilim gostermedigi belirtilmis diger bir ifadeyle,
alloenzim markirlarinin  genel olarak genlerin kodlama yapan dizilerindeki
farkliliklarla ve fonksiyonel enzim gruplariyla sinirli oldugu belirtilmistir

(Bachmann. 1993).
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Dupuis  ve  arkadaslari, Propionibacteriumfreudenreichii ~ subsp.
Freudenreichii’de lipaz ve esteraz aktivitesi ¢alismislar, ve lipaz aktivitesinin biitiin
hiicrelerde ve kiiltiir supernatantinda gozlendigini en yiiksek aktivitenin 45°C ve pH
6.8’de oldugunu, esteraz aktivitesininde kiiltiir besiyerinde ve elektroforetik
tekniklerle 3 ila 6 arasinda gozlenen bant yapilariyla tespit edildigini, bunlardan iki
esteraz enziminin ¢alisilan biitlin tiirlerde kaydedildigini belirtmislerdir (Dupuis ve
ark., 1993).

Bourbonnais ve arkadaslari, Trametes versicolor’dan saflastirilan iki lakkaz
izoenzimi galismislardir. Izoenzimlerin etkinliginin bircok substrat ve lignin iizerinde
oldugunu tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada bu enzimlere ait N terminal amino
asit sekanslarini agiga gikararak bildirilen diger lakkaz sekanslari ile mukayesesini
yapmiglar ve lakkaz enziminin lignin depolimerizasyonu yapan diger lakkaz
enzimlerle biiyilk oranda benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir. Test edilen iki
izoenziminde sustratlar tizerindeki etkinlikleri benzer sonuglar vermis sadece
polimerik substratlarin oksidasyon diizeylerinde degisikliklerle karsilagiimistir
(Bourbonnais ve ark., 1995).

Bretting ve Widrlechner adli arastiricilar baz1  izoenzimlerin  notr
olmadiklarini bu yiizden elektroforezde sadece amino asit dizisinde bulunan gercek
farkliligin sadece bir kisminin tespit edilebildigini ve genetik gesitlilik ¢caligmalarinda
ayni enzimatik aktiviteye ve elektroforetik yliriime oranina sahip izoenzimlerin
homolog olduklar1 varsayiminin amino asit analizi yapilmadan gegerli olamayacagini
belirtmislerdir (Bretting ve Widrlechner 1995).

Bryan ve arkadaslar1 bitki patojeni olan G. graminis tiirlerinin analizi igin
PCR teknolojisini kullanmislar ve calistiklar tiirlerin neredeyse tamamina yakininda
basarili bir amplifikasyon saglayarak, konservatif ribozomal DNA bdlgelerinin
spesifik ve tekrarlayan sekanslarinin analizini yapmislardir (Bryan ve ark., 1995).

Srinivasan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Phanerochaete chrysosporium
mantarinin lakkaz {iretimi agisindan degerlendirmesini yapmuslar ve bildirilen
caligmalarin aksine bu mantarin ekstraseliiler lakkaz enzimi iirettigini ¢aligmalarinda
tespit ederek sonuglari SDS-PAGE’de gozlemlenen bantlagsmalarla ifade etmislerdir

(Srinivasan ve ark., 1996).

43



2. ONCEKIi CALISMALAR Giilcihan GUZELDAG

Weising ve arkadaslarinin, yapmis olduklari c¢alismada RAPD-PCR
yonteminde DNA’nin temiz olmasinin énemi vurgulanip, az miktarda par¢calanmanin
PCR iiriin profilinin degismesine sebep olabilecegi, DNA’da meydana gelebilecek
yiikksek miktarda pargalanmanin ise amplifikasyonun yapilamamasina yani PCR
tirtiniiniin olusmamasina neden olabilecegi belirtilmistir (Weising ve ark., 1995).

Zhao ve arkadaslar1 Volvariella volvacea ve V. bombycina mantarlarinda
protoplast fiizyonu c¢alismislar ve fiizyon sikhiginin 0.032 ile 0.333 % arasinda
gbzlendigini ayrica rejenerasyon besiyerinden elde edilen heterokaryonlara ait
nukleer DNA’larin parentallarla bir dereceye kadar benzestigini ama heterolog
fragmentlerde arz ettiklerini belirtmislerdir (Zhao ve ark., 2000)

D’souza ve arkadaslari, Ganoderma lucidum, Phlebia brevispora, Trametes
versicolor mantarlarinda PCR amplifikasyonu ile lakkaz spesifik sekans analizi
calismislardir. Yaptiklari calismada tim Ornekler istenilen PCR firtinlerini yaklasik
olarak 200 bp seklinde vermis, ayrica niikleotid sekans benzerlik diizeyi 65-74 %,,
amino asit sekans benzerligi ise 83-91 % seklinde tespit edilmistir (D’souza ve ark.,
1996).

Hseu ve arkadaslar1 Ganoderma lucidum tiirlerinde geleneksek taksonomik
yontemlerin disina ¢ikarak ITS ve rDNA analizine dayanarak saptamalar
yapmuslardir. Incelenen izolatlardan bazilar1 benzer ITS sekanslar1 gostermis bazilart
ise farkliliklar gostermistir, genetiksel anlamda parmak izi niteligi goren RAPD
(random amplified polimorfic DNA) analizi ile taksonomik tanimlamalar1 yapilmis
ve G. lucidum izolatlar1 benzerlik yada farkliliklarina gére gruplandirilmistir (Hseu
ve ark., 1996).

Staub ve arkadaslarinin bildirdigine gore enzim markirlar: genlerin irettikleri
proteinlerdir, izoenzimlerde farkli olarak yiiklenmis protein molekilleridir.
Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca ayrilabilirler. Enzimler 6zel biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizlerler. Belirli enzimlerin substrat ve kofaktorleri eklenerek jel
tizerinde goriilmesi saglanir ve enzimatik reaksiyonlarin iriinleri renkli olarak
dretilir. Renkli triinler jel {lizerinde goriiliir bantlar olusturur. Bu bantlar genetik
temellere sahiptir ve kodominant markir olarak genetik bilgi saglar. Bununla birlikte

morfolojik karakterlere gore ¢ok daha yaygin kullanilmakla birlikte izoenzim
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lokuslarinin azlig1 ve bazi enzim sistemlerinin ¢evre kosullarindan etkileniyor olmasi
kullanimlarint sinirlamaktadir (Staub ve ark., 1996).

Stockinger ve arkadaslari, markirlar yardimiyla seleksiyonda genelde fazla
sayida bireyle calisildig1 i¢in PCR'a dayali markirlarin daha fazla tercih edildigini
belirtmektedirler.  Yaptiklar1  ¢alismada,  Emperor  francis  meyvesinin
mikrosporlarindan elde edilmis olan kallus kiiltiirlerinden kismi baglant1 haritalari
olusturulmustur. Kallus kiiltiirleri ile 2 alloenzim ve toplam 79 adet RAPD primeri
kullanilarak 90 RAPD markir elde etmislerdir. Bu calisma sonucunda 10 baglanti
(linkage) grubu iizerinde 89 markir haritalanmistir (Stockinger ve ark., 1996).

Yaver ve arkadaslart Trametes villosa mantarindan iki lakkaz enzimi
saflagtirmiglar ve bu yapilarin 63 kDa’lik alt iinitelere sahip olduklarin1 ve SDS-
PAGE jelde tipik mavi lakkaz bantlasmalar gosterdiklerini yaptiklari calismada
belirtmislerdir (Yaver ve ark., 1996).

Daniel Cullen isimli arastirici yaptigi ¢alismada beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarin
molekiiler genetik yapisina 11k tutarak yapilari, genomik organizasyonlari,
transkripsiyonel regiilasyonlari, enzim icerikleri gibi durumlara agiklik getirmistir
(Daniel, 1997).

Golembiewski ve arkadaslar1 Agrostis stolonifera gesitlerini belirlemek igin
izozim elektroforez metodunu kullanmislardir. izozim elektroforezde sl sayida
izozim igermesinden dolay1r olduk¢a yakin genotipler arasinda ¢ok az polimofizm
belirlenmistir.

Her izozim analizi i¢in taze bitki 6rneklerinin kullanilmasi gerektigi, ayrica
izozim analizi i¢in kullanilan proteinin RAPD i¢in gereken DNA’dan daha stabil
olmast gerektigini belirtmiglerdir (Golembiewski ve ark., 1997).

Munoz ve arkadaslari, Pleurotus eryngii mantariyla yaptiklari ¢aligmada
elektroforetik yontemlerle iki lakkaz izoenzimi izole etmislerdir. Lakkaz | ve Il adini
verdikleri bu izoenzimlerin monomerik yapili ve 1-7 % diizeylerinde karbohidrat
icerigine sahip olduklarini, SDS-PAGE analizlerininde 65 ve 61 kDa oldugunu
belirtmislerdir (Munoz ve ark., 1997)
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Yang ve arkadaslar1 ¢evre kosullariin Ganoderma lucidum’un polisakkarit
formasyonuna olan etkilerini aragtirmiglar ve gelisim icin optimal sicakligr 30-35°C
seklinde optimal pH’yr da 4-4.5 seklinde tespit etmislerdir. Ayrica glukoz ve
amonyum kloriirden olusan besiyerinde polisakkarit formasyonunun artis
gosterdigini, havalandirmanin polisakkarit artisina olumlu tesir ettigini bildirmisler
ve sayet uygulama calkalamali kiiltiirlerde yapilacaksa 150 rpm’nin polisakkarit
formasyonunda etkin oldugunu ¢alismalarinda ifade etmislerdir (Yang ve ark., 1998).

Campbell ve Racjan Lentinula edodes mantarini Ingilterenin klimatik
kosullarinda  yetistirmis  ve  optimal  parametreleri  aciga  ¢ikararak
degerlendirmislerdir. 4 farkli Lentinus edodes tiirii ¢alisma i¢in kullanilmis, iiretim
kosullar1 degerlendirilmis ve polietilen torbalardan elde edilen basidiokarplar 1slak ve
kuru agirliklarina gore olgiilerek calisma neticelendirilmistir (Campbell ve Racjan,
1999).

Olaf Schmidt adli arastirict aga¢ ¢ilirlikgiilii olan Serpula lacrymans
mantarinin Karakterizasyonunu ve identifikasyonunu yaparak mantardaki protein,
niikleik asit, misel yapisi, elektroforetik protein karakteri, DNA sekans analizi vb..
yonlerden incelenmesini saglayarak oldukg¢a genis bir perspektifte degerlendirmistir
(Schmidt, 1999).

Byong ve ark., Lentinus lepideus mantar1 tizerinde protoplast analizleri
yaparak mantarin farkli litik enzimler, stabilizatorler ve rejenerasyon ortamlarinda
verdigi tepkileri kaydetmisler ve buna gore koloni morfolojisi i¢in PDA, litik enzim
olarak novozim 234, stabilizator olarak da siikroz ve MgSO,’1li ortamlarin elverisli
oldugu sonucunu belirtmislerdir (Byong ve ark., 2000).

Crawford’a gore biyokimyasal markirlarin ilk grubunu enzimler olusturmakta
olup, enzimlerde izoenzimler ve alloenzimler olarak iki grupta toplanabilmektedir.
[zoenzim farkli bir lokus tarafindan kodlanan bir enzimin farkli molekiiler formlari
olarak tanimlanabilir. Alloenzimler ise aymi lokustaki farkli alleller tarafindan
kodlanan bir enzimin farkli molekiiler formlaridir. izoenzimler bitkilerde 1960’larda
kullanilmaya baslanmustir. Izoenzim verileri poliploidiyi arastirmada c¢ok degerli
olup, poliploidlerin orijinini ve evrimini arastirmada tesvik edici bir rol oynamustir.

Enzimlerin ¢ok iyi bilinen smirliliklarina ragmen onlarin kullanimlar1 hem genetik
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diizeyde hem de organizma diizeyinde olmakla birlikte, sistematik ve evrim ile ilgili
sorular iizerinde yogunlagsmistir. Azalan ilgiye ragmen, enzim elektroforezi bitki ve
hayvan sistematigine 6nemli bir etki yapmistir ve bu alandaki 6nemini korumaktadir
(Crawford, 2000)

Hundt ve arkadaglar1 Triklosan metabolizasyonu yapma yetenegi yoniinden
Trametes versicolor ve Pycnoporous cinnabarinus mantarlarini incelemislerdir.
Calisma sirasinda Trametes ‘in 3 metabolit tirettigi kaydedilmistir. Bunlar 2-O-(2,4,4-
triklorodifenil  eter)-b-D-ksilopiranosid, 2-O-(2,4,4- triklorodifenil eter)-b-D-
glukopiranosid, ve 2,4-diklorofenol’diir. Pycnoporous cinnabarinus mantarininda
triklosan1 2,4,4*-trikloro-2*-metoksidifenil eter ve glikozide ¢evirdigi kaydedilmistir
(Hundt, 2000).

Kumlay ve arkadaslari, protein ve DNA polimorfizmine dayanan molekiiler
tekniklerin, seleksiyonda etkili olan markirlarin kullanilabilmesini sagladigini
belirterek teknoloji sayesinde, yeni ¢esitlere gidilmeden dkaryotiklerin genetik olarak
modifikasyonunun miimkiin olabildigini belirtmektedirler (Kumlay ve ark., 2000).

Seong ve arkadaglar1 ndétral protein baglayan ve asidik protein baglayan 2
polisakkariti Ganoderma lucidum’dan etil alkol presipitasyonu ile elde etmisler ve bu
polisakkaritlerin antiviral etkilerini arastirmislardir. Herpes simplex virus tip 1
(HSV-1) ve tip 2 (HSV-2) galismada kullanilmis ve sonugta antiviral etkilerin
dogrudan HSV spesifik proteinlere baglanmayla gerceklestigini ve polisakkaritlerin
onemli diizeyde virucidal etkinlige sahip olduklar1 belirtilmistir (Seong ve ark.,
2000).

Smith ve Siwasithamparam Avustralya izolatlar1 olan Ganoderma’lart ITS
DNA sekans analizi yaparak filogenetik olarak siniflandirmislardir. Sekans istatikleri
oldukca degisik sonuglar bildirmis ve analiz edilen bazi tiirlerin isimlendirilerek
sistematikte herhangi bir smifa sokulmadigi gozlenmistir. Ayrica Elfvingia ve
Ganoderma’nin Ganoderma’nin alt cinsleri oldugu, benzer sekilde G. chalceum
kompleksinin de Ganoderma altinda bir cins olarak, G. microsporum’un da G.
weberianum’un sinonimi seklinde degerlendirmelere yer verilmistir (Smith ve

Siwasithamparam., 2000).
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Takeshi ve arkadaslari iki Pleurotus cinsi mantardan interspesifik melez elde
ederek karyotip analizi yapmislardir. P. ostreatus ve P. cornucopiae mantarlarinin
okzotrof mutantlarii1 kullanmislar ve protoplastlar1 elektriksel bir ortamlarda
transforme etmislerdir. Esteraz izozim analizi bazi mutantlarin her iki mantara ait
izozim bantlarini i¢erdigini bazilarinin ise sadece bir tip mantara ait bant yapisina
sahip oldugunu gostermistir (Takeshi ve ark., 2000).

Cheung’un yaptigi c¢alismada G. lucidum’a ait sivi ekstratlarda niikleosid
(adenozin, tridin) ve baz (urasil) markirlarinin elektrokinetik kromatografik
analizleri yapilmistir. Markir separasyonu ve sistemin isleyisine ait veriler ¢alismada
bildirilmis ve bu tarz uygulamalara isleyisindeki kolaylik sebebiyle, alternatif bir
calisma seklinde degerlendirilmistir (Cheung, 2001).

Li Sun ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada Ganoderma lucidum’dan elde
ettikleri protoplastlart Lentinus edodes’den elde ettikleri gliseraldehit 3 fosfat
dehidrogenaz (GPD) enzimiyle muamele etmis, elektroporasyon teknigi kullanarak
transformasyon gerceklestirmisler ve GPD promotorunun kullanilarak ekzojenik
genlerin G. lucidum’da eksprese olabilecegini ¢alismalartyla gostermiglerdir (Li Sun
ve ark., 2001)

Jeng ve arkadaslari Ganoderma lucidum, Ganoderma tsugae ve Trametes
versicolor mantar bilesiklerini incelemisler ve igeriklerindeki serbest aminoasit,
niikleotid, ve ¢oziilebilir seker kompozisyonlarmi belirlemislerdir. Incelenen
Ganoderma cinslerinde 7.18-7.92 % diizeyinde protein, Trametes’de ise 4.20 %
diizeylerinde protein tespiti yapmislardir. Karbohidrat igerikleri yoniinden yapilan
incelemede ise Ganoderma iiyelerinde 21.83-27.78 %, Trametes’de ise 65.09 %
diizeyinde karbohidrat tespit edilmistir. Toplam serbest amino asit miktar1 ise 4.25 -
14.04 mg g_ seklinde belirlenmistir (Jeng ve ark., 2001).

Xingfeng ve arkadaslar1 G. lucidum’dan elde ettikleri 2 heteroglikan (PL-1 ve
PL-4) ve bir glukanin (PL-3) kimyasal yapilarini inceleyerek glikozil rezidiileri ve
kompozisyonlarin1 analiz etmigler ve sonuglarim1 degerlendirerek bu polisakkarit

yapilarinin kimyasal haritalarini ¢ikarmislardir (Xingfeng ve ark., 2001).
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Woo ve arkadaglart Ganoderma lucidum mantarinin miselyumundan izole
ettikleri biri suda ¢oziilebilir biride ¢oziinmez iki bilesigin kanserli bir hamster
tizerinde etkilerini arastirmislar ve her ikisinde de kanserli hiicreler iizerinde inhibitor
etkiler tespit etmislerdir. Bunlarin diizeyleri ve uygulama yontemlerini
calismalarinda belirterek hayvana enjeksiyonunu takiben hayvanin biinyesinde
meydana gelen degisiklikleri ve bilesik miktarlarindaki artis yada azaliglar1 analiz
ederek immiin sistem iizerindeki etkileri dogrudan analiz etmislerdir (Woo ve ark.,
2001).

Carolan ve arkadaglar1 P. bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-orientale
tirlerinin morfolojik ve sitolojik O6zelliklerini irdelemislerdir. Bunlar arasindaki
fakliliklarin her zaman net olmadigini ve tiirler arasindaki degisikliklerin birbirine
gecis  yapabildigini  yani  interspesifik  hibridizasyon  gergeklesebildigini
belirtmislerdir. Fenotipik benzerliklerden dolayr hiicre kiiltiirlerinde kullanilan
tirlerde yanlis teshisin bu anlamda yaygin oldugunu belirtmislerdir (Carolan ve ark.,
2002).

Keunsook ve arkadaslart Trametes versicolor mantarinda pAN 7-1 plasmidi
kullanarak restriiksiyon analizi yapmislar ve elde edilen bir ¢ok mutantta preoksidaz
aktivitesi tespit etmislerdir. Calismada ayrica elde edilen transformantlarin, herhangi
se¢ici bir Ozelligi olmayan besiyerinde 10 pasajdan sonra stabillestigi ve olagan
morfolojik durum sergiledigi bildirilmistir (Keunsook ve ark., 2002).

Xin ve arkadaglart Ganoderma lucidum’a ait dormant halde olan,
germinasyon yapan sporlar ile sporoderm germinasyon yapan sporlar (duvar yapisi
farkli sekillerde kirlarak germinasyonu indiiklenmis) ile bunlardan elde edilen
lipidlerin hepatoma, sarkoma L-II hiicrelerine sahip farede inhibitor etkilerini
incelemislerdir. Dormant haldeki sporlar germinasyonla indiiklenebilir bu yiizden
sporlarin biyoaktifligi degisken olabilmektedir. Bununla birlikte ¢calisma sirasinda en
fazla verim sporoderm sporlarda gdziikmiis germinasyon yapabilen ve sporoderma
sporlardan elde edilen lipidlerinde antitumor etkileri oldugu tespit edilmistir (Xin
Liua ve ark., 2002).
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Aly ve arkadaglar1 Fusarium tiirleriyle multilokus-enzim ve hiicre proteini
calismalar1 yaparak 5 Fusarium tiiriinii karakterize etmislerdir. elde ettikleri veriler
SDS-PAGE ve esteraz izoenzimlerinin izolatlarin  ozelliklerine  gore
gruplandirilmasinda olduk¢a etken oldugunu gostermistir. Ayrica incelenen diger
izoenzimlerden malat dehidrogenaz ve peroksidazin gili¢ ¢oziindiigii i¢cin sinirh
sekilde degerlendirme yapilabildigi ve bu yilizden fazla tercih edilmedigi
bildirilmistir. Sonuglar interspesifik varyasyonlara iliskin tespitlerde protein
markirlarinin efektif olarak kullanilabilecegini,izozim analizlerinin de bu anlamda
uygulanabilecegini ancak secilecek izozimin kimyasal yapisina dikkat edilmesi
gerektigini ortaya koymustur (Aly ve ark., 2003).

Carvalhno ve arkadaslar1  Aspidosperma polyneuron  yapraklarinda
poliakrilamid jel teknigi kullanarak esteraz tespiti yapmislar ve 14 esteraz izozimi
kaydetmislerdir. Farkli boyanma karakterlerine gore Est-2’nin a-naftil asetati
hidrolize ettigini, ESt-6, Est-7 ve Est-8’in a naftil asetat1, Est-1, Est-3, Est-4, Est-5,
Est-9, Est-10, Est-11, Est-12, Est-13, ve Est-14’tin hem o hemde B-naftil asetati
hidrolize ettiklerini belirtmislerdir (Carvalho ve ark., 2003).

Chen ve Chen o6zellikle Tayvanda biiyiilk 6neme sahip Ganoderma tsugae
mantarindan 9 triterpenoid izole etmis ve HPLC metoduyla kimyasal analizini
yaparak bisenlerini agiga ¢ikarmiglardir (Chen ve Chen, 2003).

Idris ve arkadaslari Ganoderma boninense mantarinda sekans analizi
yapmugtir. Arastirmaci PCR primeri PER44-123 ve LR1 primeri kullanarak yaklagik
olarak 580bp iiriin elde etmistir. Bu sekilde Ganoderma DNA’sinin PCR
amplifikasyonu ile ¢ogaltilabilecegi ve degisik izolatlar 1 tanimlamalarinin
yapilabilecegini bildirmislerdir (Idris ve ark., 2003).

Mukaila ve arkadaslar1 Lentinus subnudus mantarinin gelisim gosterdigi agag
kiitiikleriyle degerlendirmeler yaparak bu kiitiiklere sitrik, tartarik, indol asetik ve
giberellik asitlerin ne yonde etkidigini aragtirmislar ve 4 degisik aga¢ kiitiiglinde
yetistigi tespit edilen bu mantarin basidiokarp gelisiminin bdylesi bir kimyasal
miidahelede ne seklide etkilenecegini arastirmiglardir. Chlorophora excelsa,
Terminalia ivorensis, Terminalia superba ve Spondias mombin arastirmanin

yapildig1 agag tiirleridir.¢alisma neticesinde 50 ppm indol-3-asetik ve gibberellik asit
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ilavesi yapilan C. excelsa’da fruktifikasyonun diger agag¢ tiplerindegelisen
mantarlardan daha hizli oldugu ortaya ¢ikmistir (Mukaila ve ark., 2003).

Roseli ve arkadaslar1 bitki patojeni olan Rhizoctonia solani’de ITS-5.8S
rDNA niikleotid sekans analizi yapmislar ve 5.8 S rDNA’nin (155 bp) test edilen
biitiin izolatlarda oldukg¢a konservatif bir yap1 gosterdigi ITS1 velTS boliimlerini ise
uzunluk anlaminda degiskenlik arz ettigi belirlenmis ve Rhizoctonia izolatlarinin bu
bigiler 15181 altinda degerlendirmeleri yapilmistir (Roseli ve ark., 2003).

Wagner ve arkadaslar1 G. lucidum ile yaptiklari caligmada gelismis
fermentasyon teknikleri kullanmislar ve bu tekniklerle ortam kosullarinin degisimi
gibi faktorlerin biyomas olusumlarina tesirlerini arastirmislardir. Elde etiikleri
biyoaktif bilesenlerin yogunluguna bakarak tekniklerinde farklilasmaya gitmisler ve
optimal parametreleri ¢alismalari i¢in belirtmislerdir (Wagner ve ark., 2003)

Alves ve arkadaglarinin ¢alismasi endiistiyel anlamda 6neme sahip bir mantar
olan Pycnoporus cinnabarinus mantarmin transformasyon ve ekspresyonunu
icermektedir. Calismada lakkaz yoksunu olan monokaryotik izolat, lac 1 lakkaz geni
kullanilarak lignin parcalayabilir hale getirilmistir. Calismada elde edilen
rekombinatlardan elde edilen lakkaz aktivitesi ile bu organizmanin baska proteinlerce
de alic1 olarak kullanilabilecegi sonucu dogmustur (Alves ve ark., 2004).

Beltrame-Botelhoa ve c¢aligma grubu diinyanin farkli cografik bolgelerinden
izole ettikleri Trypanosoma rangeli tiirlerinde sekans analizi tespiti yaparak ITS
etkinliginde tek nukleotid polymorfizmini saptamiglar ayrica ITS 2 bdlimlerinin de
filogenetik bilgi verme agisindan fonksiyonel oldugu ve incelenen biitiin izolatlarin
interspesifik farkliliklar icerdigini belirtmislerdir (Beltrame-Botelhoa ve ark., 2004).

Mohammadi ve arkadaglar1 diinyanin farkli bolgelerinden temin ettikleri 13
Fusarium oxysporum fiizerinde alkalin fosfataz, katalaz, esteraz, malat dehidrojenaz,
ksantin dehidrogenaz enzimleri kullanarak karsilastirmali izozim analizi
yapmuslardir. Calisma sonunda F. oxysporum izolatlarina ait 22 elektroforetik fenotip
tespit edilmis, bunlar arasinda da maksimum genetik cesitlilik katalaz, esteraz, ve

ksantin dehidrogenaz enzimleri i¢in tespit edilmistir (Mohammadi ve ark., 2004).
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Pei-Sheng Yan ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada yenilebilir mantar olan
Stropharia rugoso-annulata da prtotoplast preparasyonu ve regenerasyonu
calismiglar ve rejenerasyon Ozelliklerini irdelemislerdir. Protoplast preparasyonu igin
optimal kosullarin litik enzimlerle 30°C’de 3 saatlik siire zarfinda karistirmayla elde
edildigini tespit etmisler. (PGPM) patates, glukoz, pepton,ve mannitol igeren
rejenerasyon besiyerinde gelisim hizinin optimal oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
ozmatik stabilizatorlerden sekerlerinde (mannitol ve siikroz) inorganik tuzlara gore
daha etkili oldugunu bildirmislerdir (Yan ve ark., 2004).

Burns ve arkadaslari, homobasidiomiset mantarlarda molekiiler ara¢ olarak
nitelendirdikleri metodlariyla promotor ve markir genlerin transformasyonda
etkinliklerini arastirmislardir. Bu amagla Agaricus bisporus ve Coprinus cinereus
mantarlarimi yesil floresans proteinini reporter gen olarak kullanmis ve analizlerini bu
dogrultuda yapmuslardir. C. cinereus trpl promotoru ile A. bisporus trp2 ve gpd2
promotorlarinin C. cinereus ekspresyonunda basarili sonuglar verdigini gpd3
promotorunun da A. bisporus iizerinde fonksiyonel oldugunu bildirmislerdir (Burns
ve ark., 2005).

Chienyan ve arkadasglar1 G. lucidum’dan elde edilen polisakkaritlerin
miktarlarindaki artis yada azalislarin karbon, magnezyum ve azot kaynaklar ile
¢ozlinmiis oksijen diizeyleri gibi faktorlerin etkinliginde oldugunu vurgulamislar ve
bu amagla bu faktorlerdeki degisimleri calismalarinda irdeleyerek ¢ikan sonuclarin
polisakkarit olusumuna etkilerini degerlendirmislerdir (Chienyan ve ark., 2005).

Dhitaphichit ve arkadaslar1 monokaryotik Pleurotus ostreatus ve P. djamor
misellerinden protoplast izolasyonu yapmislar, elde edilen protoplastlar1 bir araya
getirerek oda sicakliginda 40 % PEG ile 20 dakika inkiibe etmisler ve ardindan
rejenerasyon besiyerine almiglardir. Tespit ettikleri 412 koloninin mikroskop altinda
kanca olsturup olusturmadigina bakarak bu olusumu gosteren kolonileri melez olarak
nitelendirmisler ve gerek misel karakterindeki, gerek biiyiime hiz1 gerek de esteraz
bantlarindaki yap1 benzerlik ve farklarinin ana sujlarla mukayese etmiglerdir

(Dhitaphichit ve ark., 2005).
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Hexiang ve arkadaglar1 G. lucidum’dan izole ettikleri ve ganodermin adini
verdikleri bir protein ¢alismiglar ve 15 kDa’luk bu proteinin izolasyonunu DEAE-
selilloz kromatografisi ile gerceklestirmisler. Calismada antifungal 6zellik gosteren
bu mantarin Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum ve Physalospora piricola gibi
mantarlarin gelisimini 6nledigi kaydedilmistir (Hexiang ve ark., 2005).

Chang ve arkadaslar calkalama kiiltiirde calistiklar1 Ganoderma lucidum
mantarinda farkli karbon kaynaklar1 ¢alismislardir. Bunlar igersinde en fazla esmer
seker ve malt sekerinin efektif oldugunu tespit etmislerdir. Maya ve siittozunun da en
iyi azot kaynaklari oldugunu bildirmisler ve ayrica tohum yaglarinin da misel
gelisimini olumlu yonde etkiledigini, ve bu sartlar altinda optimal pH’nin 6.5 ve
sicakligin 34°C oldugunu g¢aligmalarinda ayrintili olarak bildirmislerdir (Chang ve
ark., 2005).

Xu Fei ve arkadaglart Zap ekpresyon klon vektorii kullanarak G. lucidum’a ait
cDNA kiitliphanesi olusturmuslardir. GPD geni, rekombinant faj klonlarin
hibridizasyonu ve PCR amplifikasyonu ile elde edilmis GPD spesifik gen
problarindan izole edilir. cDNA ve genom DNA’s1 karsilastirildiginda niikleotid
sekansinin tamaminda 338 aminoasitlik 6 intronla kesilmis polipeptid zinciri tespit
etmisler, gene ait aminoasit sekansininda GPD proteinlerince maya ve filamentoz

mantarlarla benzestigini kaydetmislerdir (Xu Fei ve ark., 2006).
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma iki kademeli olarak siirdiiriilmiistiir.

Birinci basamak Cukurova Universitesi mikrobiyoloji laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Bu amagla dogal ortamdan temin edilen polipor grubu
mantarlardan G. lucidum’un izolasyonu, misel ve spor formlarinin firetilmesi,
basidiokarp olusumunun saglanabilmesi gibi mantar gelisim kosullarinin incelenerek
optimal degerlerin tespitine yonelik caligsmalar yapilmistir.

Ikinci basamak Westminster Universitesi Biomedical Science laboratuarinda
gerek mantar izolatimizin gerek de iniversite koleksiyonundan temin edilen G.
applanatum, Trametes versicolor mantarlariyla Tayland’dan temin edilen yeni bir
Trametes cinsi lizerinde molekiiler biyolojik diizeyde ger¢eklestirilmistir. Bu amacla
izolatlara filogenetik siniflandirmalarinin belirlenebilmesi i¢in ITS, 5.8 S rDNA
sekans analizleri yapilmis akabinde genetik manipulasyon amaciyla protoplast
regenerasyonu yapilmis ve fusantlar morfolojik benzerlik ve esteraz izozimi

yoniinden incelenmistir.

3.1. Mantar izolatlar: ve referans degerleri

Mantar izolatlarinin spor, misel ve basidiokarp formlar1 calisma sirasinda

farkli amaglar i¢in kullanilmistir.

Izolatlarin temin edildigi bolge, iiniversite koleksiyon numaralart ve gen

bankas1 kodlari ¢izelge 1 de belirtilmistir.
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Cizelge 1.Caligsma sirasinda kullanilan basidiomiset grubu mantarlar

Universite
Gen Bankasi
Taxa Orjin koleksiyon
giris numarasi
numarasi
Prof. Christopher Bucke
Basidiomiset  tarafindan Kara Kavak da
997 AY605708
izolat CB2 Mattingley, Hants, UK de
temin edilmistir.
Prof. Omer Colak tarafindan
Basidiomiset
Mese de Balcali, Adana, gul AY870653
izolat OC1
Tiirkiye den temin edilmistir.
Dr. Lerluck Chitradon,
Basidiomiset  Kasetsart Universitesi,
995 AY605706
izolat LC3 Bangkok Tayland dan temin
edilmistir.
Prof. Christopher Bucke
Basidiomiset
tarafindan mesede Bangkok, Thai
izolat Thai

Tayland dan temin edilmistir.
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3.2. Kiiltiir Ortamlari

Spawn ve misel gelisimi ile meyve verimliliginin saptanmasi amaciyla kiiltiir

ortamlar1 iki asamali olarak incelenmistir.

3.2.2. Misel Inokiilasyonlar1

Calisma sirasinda kullanilan besiyerlerinden gerek spor ¢cimlenmesi ile elde
edilen gerekse doku kiiltiiri yapilarak elde edilen miseller ile miselden misele
pasajlama seklinde ve uyumluluk analizleri i¢in yapilan uygulamalara yonelik olarak
kullanilan optimal gelisim besiyeri tespiti i¢in incelenen besi ortamlari gesitlidir.

Bunlardan bir kismi1 standart gelisim besiyerleridir. Diger besiyerleri modifize
edilmis besiyerleridir ve farkli oranlardaki kimyasal igeriklerin misel gelisim hizina
etkinliginin arastirilmas1 amaciyla kullanilmislardir.

Bu amagla kullanilan besiyerleri ve icerikleri ¢izelge 2 de belirtilmistir.
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Cizelge 2. Besiyeri icerikleri ve misel gelisim hizlar1

Besiyerleri

Potato Dextrose Agar (PDA)

(Raper ve ark.,1972)

*Mushroom Minimal Medium

(MMM)
*Mushroom Complete
Medium (MCM)

Yeast Complete Medium
(YCM) (Elliot ve ark., 1986)
*Mushroom Complete

Mineral Medium (MCMM)

*Ganoderma Complete
Medium (GCM)

Fahraeus and Reinhammar
medium (F&R)(Fahraeus ve

Reinhammar. 1967)

“Alternatif gelisim besiyeri

Icerikleri (g/L)

Patates nisastasi 4.0 g, Dextrose 20.0 g, Agar 15.0 g

MgS0,.7H,0 0.5 g, KH,PO, 0.46 g, K;HPO, 1g, Glukoz 20g,
Agar 20 g

MgS0,.7H,0 0.5 g, KH,PO, 0.46 g, K;HPO, 1g, Glukoz 20 g,
Pepton 2g, Maya 2g, Agar 20 g

MgS0,.7H,0 0.5 g, KH,PO, 0.46 g, K,HPO, 1g, Glukoz 20g,
Pepton 5g, Maya 5g, Agar 20 g

MgS0,.7H,0 0.5 g, KH,PO, 0.46 g, K,HPO, 1g, Glukoz 20 g,
Pepton 2g,, Maya 2 g, Agar 20 g Mineral soliisyon 10cc (4 mg
ZnS0,4.7H,0, 1mg CuS044H,0, 7 mg MnCl,.4H,0, 10 mg
FeSO,.7H,0)

MgS0,.7H,O 0.5 g, KH,PO, 0.46 g, K;HPO, 1g, Glukoz 20 g,
Pepton 4g,, Maya 10 g, Siikroz 20 g, Casamino acid 5 g, Agar 20 g
Glukoz 20 g, L-Asparjin 2.5 g, L- Fenil alanin 0.15 g, Adenin
0.275g, Tiyamin HCI 50pg

KH,PO, 1 g, Na,HPO,4.2H,0 0.10 g, CaCl, 0.01 g, FeSO,,7H,0
0.01 g, MnS0O,.4H,0 0.001 g, ZnSO,.7H,0 0.01g, CuSO,4.5H,0

0.002 g, MgS0,.7H,0 0.5 g

Soya peptonu 10 g, Glukoz 5 g, Maya 4 g, KH,PO, 0.5 g, pH 7.5

* Modifize besiyerleri

“"Bu besiyeri tarafimizdan modifize edilmistir.
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3.3. Sicakhk

Sicaklik araliklar1 hakkinda caligma sirasinda analiz yapilmamakla beraber
uygulanan sicaklik diizeyi ¢alismada kullanilan mantar tiirleriyle yapilan diger
caligmalarda gelisim i¢in tespit edilen optimal seviyelerde alinmistir.

Polipor grubu mantarlar 20-32°C ler arasinda optimal seviyede gelisim
gostermektedir. Bu degerlerinin disindaki sicakliklarda ya basidiokarp meydana
gelmemekte yada sekil bozuklugu olmaktadir. Misel ve meyve gelisiminin optimal
seviyelerde tutulmasi agisindan gelisim sicakligi calismamizda 25-35°C ler arasinda

tutulmustur.

3.4. Nem

Uygun nem kosullarinda gelisim amaciyla benzer c¢aligmalarda primordial
basamakta nem diizeyi % 90, bas olusumu sirasinda % 70-80 ve son basamakta
basidiokarp gelisimi i¢in nem diizeyi % 30-40 seviyelerinde tutulmaktadir.

Calismamizda nem diizeyi % 75-95 seviyelerinde tutulmustur.

3.5. Isik

Mantar odasinda 12 saat 151k olacak sekilde (50-450 Lux) diizenleme yapilmis

bu sekilde primordial olusum ve basidiokarp gelisimi i¢in optimizasyon saglanmistir.
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3.6. Havalandirma

Uygun araliklarla mantar odasinin havalandirilmasi basarili ve diizgiin

morfolojili mantar gelisimi i¢in sarttir. Bu amagla mantar odasinda kurulan tertibatla

pervane yardimiyla resirkiilasyon saglanmis ve boylelikle nem diizeyi de belli bir

seviyede sabitlenebilmistir (Bilay ve ark., 2000).

3.7.pH

Mantar misellerinin gelisim hizlarinin tespit edilmesi amaciyla YCM besiyeri

standart alinarak pH 4.5-10 araliklarinda Sl¢iimler yapilmistir (Bilay ve ark., 2000).

3.8. Monokaryotik misel eldesi

Monokaryotik misel eldesine yonelik ¢alisma mantar sporlarinin steril

kosullarda elde edilerek ¢imlenmelerinin tesfik edilmesi esasina dayanmaktadir.

3.9. Spor ¢imlenme frekansinin artirilmasi

G.lucidum sporlarinin 3 % gibi diisiik bir ¢gimlenme frekansi vardir. Gerek

sporun tek basina eldesi gerek de ¢imlenme yiizdesinin artirilmasi amaciyla steril

kosullarda basidiokarp’tan bistiiri yardimiyla c¢ikarilan doku pargalart farkli
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soliisyonlar bulunan ortamlarda c¢imlenmeye tesfik edilmislerdir. Kullanilan

soliisyonlar sicaklik ve bekletme siireleri ¢izelge 3’de belirtilmistir.

Cizelge 3 Cimlenme amaciyla degerlendirilen ortamlar, sicaklik ve zaman

Ortamlar Sicaklhik ve Zaman

Steril distile su 30-40°C “de 2 saat

3 % Malt Extract 30-40°C ‘de 2 saat

3 % Biyotin 30-40°C ‘de 2 saat

3 % KH,PO, ve M@,SO, 30-40°C ‘de 2 saat

Cimlenmesi tesfik edilen spor siispansiyonlart uygun sulandirmalar yapilarak
YCM besiyerlerine inokiile edilmis ve tek diismiis sporlarin gerek c¢imlenme
davranig1 gerekse olusturduklari hif yapilarimin kanca olusturup olusturmamasina
gore kanca yapist gostermeyenler monokaryotik, gosterenler ise dikaryotik miseller

seklinde secilmistir.

3.10. Enzimler

Protoplast olusumu agisindan enzim verimlilikleri aragtirllmistir. Bu amagla
farkli litik enzimler kullanilarak uygulama sirasinda besiyerlerine 10 mg/mL olacak
sekilde eklenmislerdir (Cizelge 4). 2-4 saatlik inkiibasyon sonunda olusan

protoplastlarin hemasitometrik sayimlari yapilmistir.
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Cizelge 4 Enzimler ve temin edildikleri kaynaklar

Enzimler (Sigma Aldrich) Kaynak
Novozim Trichoderma harzianum lyophilized powder
Seliilaz Aspergillus niger Cellulase
B —Glukuronidaz Bovine beta-Glucuronidase
Litikaz Arthrobacter luteus lyophilized powder
Lywallzim Chicken egg white lyophilized powder

3.11. Stabilizatorler

Calisma sirasinda farkli ozmatik stabilizatorler YCM besiyerine son

konsantrasyon 0.6 M olacak sekilde uygulanmistir. Kullanilan ozmatik stabilizatorler

cizelge 5 de gosterilmektedir.

Cizelge 5 Ozmatik stabilizatorler ve temin edildikleri firmalar

Ozmatik stabilizator Temin edildigi firma

Siikroz Sigma-Aldrich
Mannitol Sigma-Aldrich
Sorbitol Sigma-Aldrich
Glukoz Sigma-Aldrich
NH,CI Sigma-Aldrich
Mg,SO4 Sigma-Aldrich

KCI Merck

NaCl Merck
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3.12. Biyomass Eldesi

Miseller, icersinde 20-30 adet 0.5 cm’lik cam boncuklar olan 500 ml’lik
erlenler igerisine 100 ml F&R si1v1 besiyerine inokiile edilerek 4 giin 27°C 150 rpm
de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresini takiben vakumla steril filtreden
gecirilerek besiyeri uzaklastirilmis ve iistte kalan miseller steril bir plastik petriye
alinarak -80°C de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin petri igindeki miseller
liyofilizatérde 3 giin siireyle kurutulmustur. Bu islemden sonra havanda doviilerek
toz haline getirilmis ve elde edilen biyomas sonraki uygulamalara kadar derin

dondurucuda saklanmustir.

3.13. DNA izolasyonu

Basidiomiset izolatlarinin total DNA izolasyonlar1 Raeder ve Broda (1985)
tarafindan gelistirilen, Moncalvo ve arkadaglar1 tarafindan (1995a) modifize edilen
DNA izolasyon protokoliine gore yapilmistir. Protokol basamaklari su sekilde
siralanmaktadir. 50 mg biyomass 500pul ekstraksiyon tamponu (200 mM Tris HCI,
pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS) ile siispanse edilir. Vortekslenir.
Stispansiyon 350 pl buz gibi soguk fenol:kloroform:izoamilalkol(25:24:1) ile
ekstrakte edilir. 1 dakika kadar vortekslenir. 150009 de 45 dakika santrifiij edilir. Ust
faz 1.5 ml’lik steril eppendorf i¢ine alinir, son konsantrasyon 1mg/mL olacak sekilde
RNAaz ilave edilir. 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir. 350 pl fenol kloroform izoamil

alkol (25:24:1) ilave edilir. Vortekslenir. 15000 g de 10 dakika santrifiij edilir.
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Supernatant tizerine 250 ul buz gibi soguk izopropanol eklenir. Bu sekilde genomik
DNA c¢oktiriilmiistiir. Niikleik asit pelleti tizerine 70 %’lik etil alkol ilave edilir,
supernatant dokiiliir, kurumasi saglanir. 50 pul TE tamponuyla (10 mM Tris HCI,

pH:8.0 ve 1 mM EDTA) siispanse edilir.

3.14. Agaroz Jel Elektroforezi

0.4 g agaroz, 50 mL TBE (45mM Tris-borate ve 1mM EDTA) igersinde
homojen hale getirildikten sonra mikrodalgada 1 dakika kadar bekletilerek agarozun
erimesi saglanmistir. Ardindan 50 °C’ye sogutulan jel, jel aparatina dokiilmiistiir.
Tarak yerlestirilir. Jelin polimerizasyonu i¢in 10-15 dakika beklenir. Bu arada
ornekler hazirlanir. Bunun i¢in 1 pl blue orange loading dye, 6 pul DNA ile
karistirtlir. Bu oran uygulanan biitiin ornekler icin sabit tutulmustur. Marker
DNA’nin (1 kb DNA, Promega) hazirlanmasi i¢in 1 pl blue orange loading dye, 1 ul
marker DNAve 5 ul HPLC suyu kullanilmis ve 6rnekler ¢ukurlara yiiklenerek cm? ye
15 volt gelecek sekilde akim uygulanarak elektroforez gergeklestirilmistir (Moncalvo

ve ark., 1995a).

3.15. DNA konsantrasyonu

DNA' nin miktar ve saflifi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga

boylarinda elde edilen degerlerden belirlenmistir. 1 optik dansite (OD) cift iplikli

DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA veya RNA i¢in 40 pg/ml ve oligoniikleotidler
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icin 20 pug/ml' ye karsilik gelmektedir. Bu ¢alismada izole edilen DNA’lar ¢ift iplikli
oldugundan miktar tayininde asagidaki formiilden yararlanilmistir:
DNA (pg/ml)=260 nm'deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orani x 50

DNA miktar1 ve temizligi Eppendorf marka spektrofotometre

(Biophotometer) de 6l¢iilmiistiir.

3.16. PCR Amplifikasyonu icin érneklerin hazirlanmasi

58S ve ITS sekanslarmin amplifikasyonu amaciyla BMB-CR (5'-
GTACACACCGCCCGTCG-3") ve LR1 (5-GGTTGGTTTCTTTTCCT-3")
primerleri kullanilmistir (White ve ark., 1989).PCR yiiklemesi yapilirken ¢alisilan
her bir 6rnekte toplam 200 ng fungal DNA olacak sekilde hesaplama yapilmistir.
Cizelge 6’da kullanilan DNA, primer, PCR Master M (Promega, USA) miktarlar

belirtilmistir. Son hacim nucleaz igermeyen su ile 25ul’ye tamamlanmistir.

Cizelge 6 Kullanilan DNA, primer, PCR Master M

G. lucidum G applanatum  T. versicolor Trametes sp.

(x10u) (uD) (ub) (nD)
PCR Master Mix 125 125 125 12.5
Primer BMB-CR 1 1 1 1
Primer LR 1 1 1 1 1
Genomik DNA 11 14 1.4 1.4
Nuc. free water 9.4 9.1 9.1 9.1

"Ornekler hazirlandiktan sonra tizerlerine 1.5 ul PCR oil ilave edilmistir.
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3.17. PCR Amplifikasyonu

Mastercycler gradient (Eppendorf, Almanya) tipi otomatik termocycler PCR
amplifikasyonu amaciyla kullanilmistir. Dongiiler; 94°C’de 10 dakika denatiirasyon,
30 dongii seklinde 94°C’de 1 dakika, 50°C’de 45 saniye baglanma basamagi,
72°C’de 1 dakika uzama ve bu dongiileri takiben 72°C’de 10 dakikalik bir

inkiibasyon siiresinin tamamlanmasiyla gergeklestirilmistir (Hseu ve ark., 1996).

3.18. PCRiiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi

Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra elde edilen PCR firlinleri buz
tizerinde bekletilmistir. Her bir 6rnekten 6 ul alinarak 2 pl blue orange loading dye
ile karigtirllmistir. Marker i¢cin 1 pl marker DNA, 2 pl blue orange loading dye ile
karistirilmis ve son hacim 5 pl HPLC suyu ile 8 pl’ye tamamlanmistir. Ornekler 0.8
% agaroz jelde 0.5xTBE tamponu (45mM Tris-borat ve 1 mM EDTA) kullanilarak

yiirtitilmiigtir.

3.19. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

PCR iirlinleri QIA quick PCR Purification Kit ile saflagtirilmistir. Bunun i¢in

eppendorflar i¢indeki yaklagik 20 pl lik PCR {iriinlerinin herbirinin iistiine 100 pl PB

(Qia-Quick™ PCR purification kit ile birlikte hazir olarak temin edilmistir) ilave

edilmistir. 1 dakika kadar vortexlenmistir. Quick Kit kolonu iizerine tam merkeze
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gelecek sekilde mikropipetle 6rnekler bosaltilmis. 13000 rpm de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Kolon santrifiijden ¢ikartildiktan sonra kolondaki filtre iizerinde DNA
kalmustir. Alttaki sivi dokiilmiistiir.

Yikama islemi i¢in 1800 ul etil alkol ve 450 pl PE (Qia-Quick™ PCR
purification kit ile birlikte hazir olarak temin edilmistir) birlikte karigtirilarak
kullanilmistir. Hazirlanan soliisyondan her bir 6rnek icin 0.75 pl alinmis ve
orneklerin iizerine konmustur. 13000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmis ve alt kistm
dokiilmiistiir. Bu basamak tekrarlanmuistir.

Kolon filtresinin alt kismina steril bir eppendorf yerlestirmis ve lizerine 50 pl
EB (Qia-Quick™ PCR purification kit ile birlikte hazir olarak temin edilmistir) ilave
edilmistir. 13000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir. Saflagtirilan 6rneklere ait DNA

miktarlar spektrofotometrik olarak dl¢iilmiis degerleri ¢izelge 7°de belirtilmistir.

Cizelge 7 Farkli dalga boylarinda 6l¢iilen DNA miktarlar

G. lucidum G. applanatum  T. versicolor Trametes sp.
DNA 51.1 pg/ml 36.4 pg/ml 40.0 ng/ml 41.2pg/ml
260/280 1.220 1.070 0.990 1.020
260/230 0.890 0.700 0.910 0.930
230 0.023 0.021 0.021 0.022
260 0.020 0.015 0.020 0.020
280 0.017 0.014 0.020 0.018
320 0.009 0.009 0.013 0.017
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3.20. DNA sekans analizi

Saflagtirllmis DNA miktarlar1 tespit edildikten sonra ABI-3100 DNA
Sequencer marka sekans analizatoriinde tayin i¢in PCR iriinleri Imperial College
School of Medicine’a (London, UK) gonderilmistir. Her reaksiyon toplam 12 pl’lik
hacimde igerisinde 120 ng DNA ve 12.8 pM diizeyinde sekans analiz primeri
bulunan eppendorflarda gerceklestirilmistir.

ITS1, ITS2, ve 5.8S sekans analizleri i¢gin 58S (5'-
CGCTGCGTTCTTCATCG-3"), 5.8 SR (5'-TCGATGAAGAACGCAGC-3") ve ITS
4 (5'-GAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") primerleri kullanilmistir. Cizelge 8’de

kullanilan DNA ve primer miktarlar1 belirtilmistir.

Cizelge 8 Orneklere ait DNA ve primer miktarlart (ul)

G.lucidum  G.applanatum  T.versicolor =~ Trametes sp

Ornek DNA’lan 2.35 3.29 2.45 2.47

Primer 5.8S (x10pul) 1.87 1.87 1.87 1.87
Primer S.8SR x10pul) 2.45 2.45 2.45 2.45
ITS 4(x10ul) 1.55 1.55 1.55 1.55

“Son hacim nukleaz igermeyen su ile 12 pl’ye tamamlanmustir.
Gen scan analiz programi ile primer pik degerleri ve sekanslar tespit
edilmistir. Bu sekilde Electropherogram veri kalitesi gorsel anlamda teyit edilerek

sekanslarin manuel olarak tespiti saglanmustir.
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Prensibte uygulama tarayicinin her niikleotidden aldig: sinyalleri bilgisayara
kisa veya uzun fragmentler halinde yansitmasiyla gerg¢eklesmistir. Buna gore kisa
fragmentler daha hizli yol almis, Koyu veya agik boyanmalarina gore de bazlar
secilebilmistir. Sekanslar “Wingene” niikleotid sekans analiz programi ile uygun
sekilde tamamlanmis, sekanslarin BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
analizleri (Kumar ve ark., 2004) NCBI, GenBank USA ’ya gonderilerek 5.8S ve ITS
sonuglarina gore mevcut Gen Bank koleksiyonunda degerlendirilerek yerleri

belirlenmistir

3.21. Genetik manipulasyon calismalari

3.21.1. Protoplast hazirlanmasi

Protoplast flizyonu ve regenerasyonu amaciyla G.lucidum xG.applanatum ve
T.versicolor x Trametes sp. kullanilmustir.

Protoplastlar monokaryotik misellerden Hashiba’nin (1992) metoduna gore
elde edilmislerdir. Bu amagla G.lucidum, G.applanatum, T.versicolor ve Trametes
sp. basidiomisetlerine ait monokaryotik miseller igersinde 20 adet 0.5 cm’lik cam
boncuklar olan 50 ml YCM bulunan 250 mL’lik erlenler i¢ine konmus ve 4 giin
stiresince 27°C’de inkiibe edilmistir. Bu arada optimizasyonu tespit edilmis litik
enzim soliisyonundan (litikaz) 9 mg alinarak steril membran filtreden (0.45mp)
gecirilmig ve steril ozmatik stabilizator (0.6 M Mannitol, 0.05 M Na-maleat) ile

karistirilmistir. 0.3 gram misel 3 ml steril litik enzim soliisyonu bulunan tiip igine
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almarak 100 rpm’de oda sicakliginda 2 saat kadar bekletilmis, misel artiklar
filtrasyon ile uzaklastirilmistir.

Protoplastlar 1000 g de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve iki defa
ozmatik stabilizator ile yikanmis ve 5 mL ozmatik stabilizator ile siispanse edilmistir.

Protoplast sayim1 Neubaur hemacytometre ile yapilmistir.

3.21.2. Protoplast fiizyonu

Protoplastlar goriilmeye basladiktan yaklasik 1.5-2 saat sonra ml’ye 10°-10°
protoplast gelecek sekilde ozmatik stabilizator ile sulandirilmistir. Taze hazirlanmig
protoplastlardan G.lucidum ve G. applanatuma ait protoplastlardan 1’er mL alinarak
ayni1 tlipe, benzer sekilde T. versicolor ve Trametes sp.’ye ait protoplastlardan da 1’er
mL almarak ayni tiip igine yerlestirilmistir. Ornekler 1000g’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve akabinde supernatant atilmistir. 1 ml steril PEG (40g PEG, 100mL 0.05 M
CaCl,.2H,0) test tiipii i¢ine protoplast karisimina ilave edilerek 5 dakika araliklarla
sallamak tizere 20 dakika oda sicakliginda birakilmistir. 10 dakika 1000 g de
santrifiij edilmistir. Supernatant atilmis ve protoplastlar 2 defa ozmatik stabilizator
ile muamele edilmistir. Daha sonra protoplast soliisyonu ml’ye 10° protoplast
gelecek sekilde sulandirilmis (ozmatik stabilizatorle) ve bu siispansiyondan 0.1 mL

alinarak protoplast regenerasyonu i¢in kullanilmistir.
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3.21.3. Regenerasyon ortami

Protoplast regenerasyonu amaciyla kullanilan regenerasyon besiyerine (30 g
agar, 20 g malt, 20 g glukoz, 1 g pepton, 1000 ml distile su, 0.6 M siikroz)
protoplastlar direkt pipetle ekilebilecegi gibi baska bir uygulamayla yumusak
tabakali regenerasyon besiyerine (5 g agar, 20 g malt, 20 g glukoz, 1 g pepton, 1000
ml distile su, 0.6 M siikroz) protoplastlarin alinip karistirilmasi ve yumusak tabakali
rejenerasyon besiyerinin normal agar konsantrasyonuna sahip regenerasyon besiyeri
tizerine dokiilmesi seklinde de yapilabilir. Caligmamizda 1. yontem kullanilmistir.
Inkiibasyon siiresi kolonilerin goriilmeye baslamasma kadar yaklasitk 2 giin

stirmiistiir. Tespit edilen her koloni pasajlanmustir.

3.22. Fusant se¢cimi

Koloniler hifler iizerinde kanca yapilariin gozlenip gozlenmemesine
dayanilarak 151tk mikroskobunda incelenmis ve kanca yapisi gozlenen miseller
“fusant=hibrid” olarak tespit edilerek CYM’ye pasajlanmigtir. Kanca yapisi
gostermeyen hiflerde regeneratif monokaryotik miseller seklinde tespit edilmis ve

uyumluluk analizine tabii edilmislerdir.
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3.23. Misel gelisimi ve hifsel biiyiikliik

Hibritler YCM besi ortamina inokiile edilmis ve inkiibasyon siiresini takiben
gelisen misellerin hifsel biiytikliikleri ve morfolojik farliliklar tespit edilmistir.

Kanca yapis1 gosteren miseller i¢in 3 durum s6z konusudur.

1) (G. lucidum xG. applanatum) yada (T. versicolor x Trametes sp.)

2) (G. lucidum x G. lucidum) yada (T. versicolor xT. versicolor)

3) (G. applanatumx G. applanatum) yada (Trametes sp. x Trametes sp)

Besi ortaminda kanca yapisi gosterme durumlarina gore fuzant olarak tespit
edilen dikaryotik misel yapilar1 parental izolatlarla besi ortaminda gelisim
morfolojisi benzerlik yada farkliliklarina gore degerlendirilmis ve varsa misel
farkliliklar1 kaydedilmistir. Misellerin parental dikaryon mu yoksa melez dikaryonlar

mi1 olduklarinin tespiti izozim kaliplarina gore degerlendirilmistir.

3.24. Izozim(Esteraz) kalibinin determinasyonu

Melezlerin izozim kaliplar1 Pasteur ve ark., 1988’e gore diizenlenen metodun

modifize edilmesiyle yapilmistir.

3.25. Biyomas eldesi

Kiiltiirden aliman misel YCM buyyonda 25-27 °C de 10 giin inkiibe edilmis,

filtreden gecirilmis ve 2 defa steril distile suyla yikandiktan sonra siv1 nitrojen ile toz

71



3. MATERYAL ve METOD Giilcihan GUZELDAG

hale getirilmistir. Elde edilen biyomas 100 pL 1M fosfat tamponu pH 7.0 (0.94 %
sodyum fosfat monobasik dihidrat, 1.61% sodyum fosfat dibasik heptahidrat, 0.015
% dithiothreitol, ve 19.81 % sodyum L-ascorbat, 5 % PVP-40, 1.0 mM EDTA, ve
0.5 % PB-merkaptoethanol) ile ekstrakte edilmistir. (Resende ve ark., 2000). lyice
homojen hale getirilen biyomas steril santrifiij tlipiine alinmis ve 15000 g de 4 °C de

30 dakika santrifiij edimistir. Supernatant -20 °C de saklanmustir.

3.26. NATIVE PAGE Elektroforezi

Esteraz izozim kalibinin determinasyonu amaciyla NATIVE PAGE yontemi
kullanilmigtir. Bu amagla kullanilan soliisyonlar ve hazirlaniglar ¢izelge 9 ve 10°da

belirtilmistir.

Cizelge 9 NATIVE PAGE stok soliisyonlar1 ve hazirlanislar1 (Bollag ve
Edelstein, 1991)

Stok Soliisyonlar: Hazirlamislar
Tris HCI 2M 24.2 g Tris tartilir. 50 mL distile suda ¢oziiliir,
konsantre HCl ile pH 8.8’e ayarlanip distile suyla 100
mL’ye tamamlanir.

Tris HCI 1M 12.1 g Tris tartilir. 50 mL distile suda ¢oziiliir,
konsantre HCl ile pH 6.8’¢e ayarlanip distile suyla 100
mL’ye tamamlanir.

Gliserol (50 %) 50 mL 100%° liik giserol alinip distile suyla
100mL‘ye tamamlanir.

Bromfenol mavisi (1 %) 100 mg Bromfenol mavisi tartilip,10 mL distile suyla
¢Oziiliir.
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Cizelge 10 NATIVE PAGE ¢alisma soliisyonlar1 (Bollag ve Edelstein, 1991)

Soliisyonlar Hazirlamislan

Soliisyon A
30 % Akrilamid, 0.8 %
bisakrilamid (100 mL)

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid distile suda
¢Ozdiiriilmiis son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.
Whatman 1’den filtre edildikten sonra koyu renkli
sise icersine konup *4 °C’de saklanmustir.

Soliisyon B 2M Tris-HCI (pH 8.8) 75 mL ,distile su 25 mL.

(4x) (100 mL) 4 °C’de saklanmigtir

Soliisyon C 1M Tris-HCI (pH 6.8) 75 mL ,distile su 25 mL.

(4x) (100 mL) 4 °C’de saklanmistir

Amonyum perstilfat 0.5 g Amonyum persiilfat tartilip distile suyla 5
(10%) (5 mL) mL’ye tamamlanir.

Elektroforez Tamponu 30 g Tris ve 144 g glisin distile suda ¢oziilmiis

(5 21L) o

(pH 8,4) ve hacim 2 litreye tamamlanmustir.
Ornek tamponu 2.5 ml Tris-hidroklorid buffer stok cozeltisi
(10 mL)

(pH 6,8), 50 % gliserol 1 ml ve 0.2 ml bromfenol
mavisi (1%)

“Kullanmadan énce ultra saf su ile 5 kat seyreltilmistir.

Aymricr jel:SDS ve B-merkaptoetanol kullanmadan 10 % ayiric1 jel
hazirlanmustir (¢izelge 11).

Cizelge 11 Ayirici jelin bilesenleri (10%) .(Bollag ve Edelstein, 1991)

Soliisyon A 49 mL
Soliisyon B 3.75 mL
Distile su 35mL
AMPS 50 uL
TEMED 10 ulL
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2M Tris-HCI (pH 8.8) tamponu (Soliisyon B) c¢izelge 12’de belirtilen
miktarlarda akrilamid bisakrilamid ¢6zeltisi (soliisyon A) ile 10 mL lik cam bir sise
icinde karistirilmistir. Molekiiler oksijenin uzaklastirilmasi i¢in vakum pompasiyla 5
dakika degaz islemi yapilmistir. (Jeyaseelan ve ark., 1987). Karistma AMPS
¢ozeltisinden 50 uL, TEMED den de 10 pL ilave edilmistir.

Hazirlanan soliisyon Mini Protean III marka elektroforez aygitinin 0,75 mm
araliga sahip cam plakalar1 arasina dokiilmistiir. Jelin polimerize olmasi igin 1 ml
distile su st kisma ilave edilmistir. Polimerizasyonun saglanmasi igin yaklagik 1

saat. bekledikten sonra plaka tizerindeki su ortamdan uzaklastirilmistir.

Dengeleyici jel: 5 %’lik konsantrasyonda hazirlanmistir.(Cizelge 12)

Cizelge 12 Dengeleyici jelin bilesenleri ( % 5) .(Bollag ve Edelstein, 1991)

Soliisyon A 1.0 mL
Soliisyon C 1.5mL
Distile su 3.5mL
AMPS 20 uL
TEMED 50 uL

Dengeleyici jelin hazirlanmasi i¢in ¢izelge 12°de belirtilen soliisyonlar 10
mL’lik cam sise icinde karistirllmis ve 5 dakika degaz islemi yapilmstir.
Soliisyona 20 uL. AMPS ve 5 uL TEMED ilavesi yapilmis ve bir enjektor
yardimiyla polimerize olmus ayirici jel {tizerine dokiilmistiir, Orneklerin
yliklenmesi icin uygun bosluk olusturulabilmesi amaciyla jel {izerine tarak

yerlestirilmis ve polimerizasyon i¢in yine 1 saat beklenmistir. Polimerizasyon
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tamamlandiginda tarak dikkatlice kaldirilmis ve ornek cukurlarinin olusmasi

saglanmistir (Bollag ve Edelstein, 1991).

Ornekler 1:3 oraninda 6rnek tamponu (Cizelge 10) ile karstirilarak
olusturulan ¢ukurlara 15-20 pL miktarlarda yiiklenmistir. Ornekler jele
uygulandiktan sonara alt ve iist rezervuara elektroforez tamponu (Cizelge 10)
doldurularak 20 mA akim uygulanmistir. Bromfenol mavisi jel tabanina 1 cm
yaklasincaya kadar elektroforez devam etmistir. Jel aparattan alindiktan sonra
yarim saat siireyle 50 mL 0.1 M sodyum fosfat tamponu (Na,HPO,4 0.2 mol/L,
Na,HPO, 0.16 mol/L) (pH 7.0) icersinde oda sicakliginda birakilmistir (Micales

ve ark., 1986; Bondre ve ark., 1993).

Substrat (5 mg a-naphthyl asetat, 20 mg B-naphthyl asetat, 1% v/v aseton
icinde hazirlanmis) ile 1 saat siiresince muamele edilmis ve son olarak 50 ml
boyama soliisyonu (0.1 M sodyum fosfat tamponu (Na,HPO, 0.2 mol/L,
Na;HPO,4 0.16 mol/L) (pH 7.0), 5 mL of N-propanol 10% fast blue RR tuzu) ile 1

saat siiresince boyama iglemi yapilmistir (Dupuis ve ark., 1993).

Bantlar kolaylikla goriilebilir hale geldikten sonra 10 % asetik asit ve 40
% metil alkol’den olusan destaining ¢o6zeltisiyle boya giderimi yapilmistir. Jel
daha sonra naylon poset dosyalar arasina aktarilmig ve bir tarayici vasitasiyla

bunlarin goriintiileri bilgisayar ortamina taginmaistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Misel gelisimi

Dogal ortamdan izole edilen G. lucidum mantarindan doku kiiltiiri yapilmis
ve misel gelisimi tamamlandiktan sonra pasajlanan misellerden esit biiytikliiklerde
alinarak farkli besi ortamlarina inokiile edilmistir. Gelisim hiz1 incelenerek c¢izelge

13’de elde edilen sonuglar belirtilmistir.

Cizelge 13. Misel gelisim hiz grafigi
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Besi ortamlari

Konusu ne olursa olsun mikrobiyolojik bir ¢alismada dikkat edilmesi gereken
nokta saf kiiltiirlerle calismadir. Bu nedenle galisilacak mantarin saf misel kiiltiiriiniin
elde edilmesi o6nemlidir. Giiniimiizde bu amagla kurulmus farkli endiistriyel
kuruluslardan mantar enstitiilerine kadar bir¢ok kurumdan standart kiiltiirler temin

edilebilmektedir (Stamets, 1993).

76



4. BULGULAR ve TARTISMA Giilcihan GUZELDAG

Bu aragtirmada kullanilan mantar dogal ortamdan izole edilmis bir
basidiokarp yapisidir. Bu yiizden misel gelisimi ancak bir iki pasajlamadan sonra
optimize edilmis ve besiyeri bilesenlerinin gelisim hizina etkileri incelenmistir.

Bunun yanisira bazi 6rnekler tek veya ¢ok sporlu kiiltiirlerden ya da bizim
calismamizda da oldugu gibi doku kiiltiiri seklinde mantarlardan temin
edilebilmektedir. Cizelge 13°de goriilebilecegi gibi misel gelisim hizi agisindan tespit
edilen ortalama degerler birbirine yakindir.

Kullanilan besiyerlerinin se¢iminde (gerek standart gerekse modifize besi
ortamlar1) 6zellikle Ganoderma ve benzer mantar gruplarinin gelisim sirasinda en
fazla ihtiyag duydugu bilesikleri igeren besi ortamlari olmasina dikkat edilmistir
(Byong ve ark., 2000). Besi ortamlarinda misel gelisimi agisindan ortaya g¢ikan
farkliliklar hem gelisim hizi hem de morfolojik yapilandirma hakkinda fikir
verebilmektedir. Elbette kullanilan besi ortaminin ekonomik olmasi da kullanim
acisindan kolaylik saglayabilecegi i¢in 6nemlidir.

En disik misel gelisim PDA (1.25)’da gozlenirken en yiiksek gelisim ise
MCMM (1.45) besiyerinde tespit edilmistir. PDA bu tarz mantar ¢aligmalarinda
siklikla kullanilan ve hazirlamasi kolay bir besiyeridir(Byong ve ark., 2000). MCMM
ise daha komplike bir yap1 sergilemektedir.

Bu asamada degerlendirilmesi  gereken  besiyeri igerikleri ve
konsantrasyonlar1 olmalidir. Misel gelisiminin olumlu yonde etkilenmesi agisindan
karbohidrat kaynaklar1 elzemdir. Elbette mevcut karbohidrat kaynaklarinin ne
olduklar1 ve kolay parcalanabilirlikleri sadece mantar miseli degil tiim organizmalar
agisindan énemli bir kriterdir.

Nitrojen kaynaklarindan maya ve peptonunda misel gelisimini olumlu yonde
etkiledigi bilinmektedir. Lee ve arkadaslarinin (1999a; 1999b) G. lucidum’da
besiyeri optimizasyonunu saglamak i¢in yaptiklari benzer bir ¢alismada karbohidrat
kaynaklarimin ve sayet kullanilmigsa iz elementlerin mantar gelisimini arttirdig1 fakat
bunun tek basina yeterli olmayarak pepton ve maya gibi azot kaynaklarinca
desteklenmesi gerektigi bildirilmistir. Bu anlamda gerek mineral soliisyon gerekse
azot ve karbohidrat yoniinden zengin bir besi ortami olan MCMM besiyerinde en

fazla gelisim tespit edilmesi sasirtic1 degildir.
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4.2. Spawn gelisimi

Calismamizda Ganoderma lucidum mantarinin biyiik olgekli iiretim igin
genis boyutlarda ele alinan spesifik inokiilasyonlar1 arastirilmistir. Mantar gelisim
teknolojilerinde inokulum “spawn” olarak ifade edilir. Spawn secilen mantar tipine
gore elde edilen misellerin inokulasyonlarmin yapildigi besiyerini ifade etmek i¢in
kullanilir (Stamets, 1993).

Temelde uyguladigimiz spawn iiretimi mantar miselinin biiyiiyerek kati
organik bir matriks seklinde c¢evresel kosullarda gelistigi bir fermentasyon prosesi
seklinde tanimlanabilir (Stamets, 1993). Hemen hemen biitiin durumlarda spawni
olusturan organik matriksin (saman, bugday, talas vs..) sterilitesine dikkat edilmistir.
Hem besleyici hemde dolgu materyali gibi is gorerek misel tarafindan tipki bir palto
gibi sarilan organik matriks ise misel kapsiilii gibi is gormiistiir (Sekil 8).

Sekil 8. Spawn olusumu (Bugday ortami)
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Mikrobiyolojik bir ¢calismanin konusu ne olursa olsun steril tekniklere riayet
edilerek ve performansin olabildigince hizli bir sekilde yapilarak dogabilecek
herhangi bir kontaminasyon riskinin minimuma indirilmesi gerekir.

Diinya genelinde bu tarz calismalara bakildiginda yiiksek kalitede saglikli
spawn liretimi konusunda teknolojiler gelistirilerek biiyiik pazarlar olusturulmaktadir.
Bu anlamda bir¢ok kurulus sadece bu yonde spesifite kazanarak yetistiricilere mantar
spawni temin etmektedir. Bu konuda iki farkli metod kullanilmaktadir. Bunlardan
birincisi spawnin kiitiikk pargalarina sarilmis halde temini ya da c¢alismamizda da
uygulanan sekliyle otoklavlanabilen polipropilen torbalar i¢ersinde inokulumdur. Bu
iki teknigin karsilastirllmasinin yapilmasi ¢alismamizda neden polipropilen torba
teknigi uygulanarak tiretim amaciyla tercih edildigini agiklayacaktir.

Medikal anlamda 6nemli bir¢ok mantar tiirliniin saprofitik olarak 6l agac
kiitiiklerinde gelisim gosterdigi bilinmektedir. Temin ettigimiz ve su anda
laboratuarimizda g¢alisilan gerek Ganoderma gerekse Trametes gibi birgok primer
dekompozor niteligi gosteren mantarlar mevcuttur. Bu anlamda iiretim i¢in daha
dogal bir teknik olan “log culture” kiitiiklere yapilan inokulasyon seklinde 6zellikle
Japonya ve Cinde yaklasik 1000 yildir uygulanmaktadir (Stamets, 1993). Yontemin
avantaji basit ve dogal bir metod olmasi fakat {irlin eldesinin uzun vadede
gerceklesmesidir. Bu agidan yapilacak bir degerlendirme polipropilen torbalara
yapilan inokiilasyon neticelerinin daha ¢abuk gercgeklestigidir.

Ayrica kiitiiklere yapilan ekimlerin temeli agilan deliklere spor ya da
misellerin yerlestirilmesi esasina dayanir ve olduk¢a zahmetlidir. Misel gelisiminin
mevsimsel  degisimlere  bagli oldugu ve c¢evreden kaynaklanabilecek
kontaminasyonlara olduk¢a agik ve uzun vadede getirebilecegi {irlin kalitesi de
degisken olabilen bir metoddur ((Stamets, 1993). Bu nedenle gerek calisiimasindaki
zorluk gerek zaman ve iiriin kalitesi agisindan oldukga farkli ve degisken sonuglarla
karsilasilabilecegi diislintildiigiinden  kiitiik ekimleri tarzinda bir uygulama
calismamizda degerlendirilmemistir.

Bunun yerine mantarin tiiriine gére farkli talag ya da saman tipleri ile azot
kaynakli Orne8in piring unu veya farkli kepek tiirleri ile kombine hazirlanmis

ortamlarin karigtirtlarak otoklavlanmalar1 ve inokiilasyona hazir hale getirilmelerinin
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saglandigi yapilanmalar tercih edilmistir (Stamets, 1993; 2000). Bu tarz bir yontem
aseptik bir inokiilasyonun da temelini olusturmustur. Beraberinde inokiilasyonu
tamamlanan torbalar ¢evre kosullar1 diizenlenmis optimal nem, 151k ve sicaklik i¢eren
ortamlarda gelismeye birakilmig, misel gelisip yeterli olgunluga ulastiginda
sicakligin daha diisiik oldugu ortamlara alinmig ve bag olusumu i¢in torbanin istii
acilmistir. Bu sekilde uyguladigimiz teknikle daha kisa siirede daha uzun verim
alinimi1 saglanmstir.

Dogal yollarla yapilabilecek kiitiik ekimleri ic¢in inokiilasyondan meyve
(basidiokarp) verimine kadar gecen siire 8 ay1, toplam iiriin verim siiresi max 3 yili
bulabilmektedir ((Stamets, 1993). 100 kg dogal kiitiik ekimleri 10-15 kg kadar taze
mantar verebilmektedir. Diger taraftan ¢alismamizda uygulanan sentetik ekimlerde
(laboratuvar kosullari, polipropilen torba) inokiilasyonu takiben 80-90 giin sonra
tiriin eldesi gerceklesebilmektedir. 100 kg talasdan da yaklasik 80 kg kadar
basidiokarp elde etmek miimkiindiir. Bu neredeyse dogal kiiltiir metodunun 8-10 kat1
iirlin eldesine esittir.

Farkli spawn ortamlarindan elde edilen meyve biiytikliigii ve kalitesininde
degisken oldugu bulgularimiz arasindadir. Buna gore spawn ortamlar1 ve elde edilen
basidiokarp agirliklar1 gizelge 14’de belirtilmistir. Kullanilan spawn ortamlarinin

meyve verimliligi agisindan elde edilen yiizdeleri ¢izelge 15°de belirtilmistir.
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Cizelge 14. Spawn ortamlari, basidiokarp ve net agirlik (g)
Spawn Ortamlar1  Basidiokarp ortalama (g) Net agirhk (g)

Giirgen Talas1 43.13 1246.2
Kavak Talas1 47.95 1238.6
Sert Agac Talasi 46.82 931.9
Kumas Artiklar +

53.06 915.6
Bugday Kepegi

Sekil 15 Meyve verimlilikleri (g)

60 T T 1400
53.06
01 + 1200
- 1000
47 — 9156
2
a + 800
g
9 30 T
o
a -+ 600
@
20 +
+ 400
107 + 200
0 T T T 0
Girgen Kavak Sert Agag Kumag+ Bugday
Spawn Ortamlari

Farkli spawn ortamlarindan elde edilen basidiokarp (meyve) ortalama
agirliklarinda maksimum verim kumas (kadife) artigi ve bugday kepegi ile hazirlanan
besi ortaminda ger¢eklesmistir. Bu durum iki sekilde degerlendirilebilir.

Her seyden evvel yogun diizeyde endiistriyel ve evsel atiklarin
eliminasyonunun ne kadar 6nemli oldugu diistiniilecek olursa kullanimdaki kolaylik

ve yan lirlin olarak basidiokarp eldesi iizerinde diisiiniilmeye degerdir. Diger yandan
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bu sekilde kumas artig1 bazli boylesi bir ortamdan izole edilen basidiokarpin tiiketim
amach kullanimi sakincali sonuglar dogurabilir. Bunun nedeni tekstil endiistrisinde
kullanilan kumas boyalaridir. Bu tarz kimyasallarin basidiokarpta birikimi mantarin
kullanimi1 agisindan ¢ok sakincali sonuglar dogurabilir. Dolayisiyla boyle bir ¢calisma
yapmadan evvel dikkatli bir sekilde mantardan elde edilen bilesikler tespit edilmeli
ve bunlarin saglik agisindan toksik etkili olmadigi ya da tolere edilebilir degerlerde
olmalari istenmelidir.

Talas ortamlarinin incelemesine bakildiginda birbirine yakin sonuglarla
karsilagildigi gozlenir. Bu tarz talas uygulamalari uzun yillardir gerek bizim
uyguladigimiz 1siya dayanikli plastik torbalarda sterilizasyon seklinde gerek de
kiitiiklere yapilan inokiilasyonlarla daha uzun siireli iiriin alma hedefine yoénelik
olarak basaril bir sekilde uygulanmaktadir (Campbell, 1989).

Bizim uygulamamizdaki fark gerek temin agisindan kolaylik gerekde {iriin
verimi agisindan farkli talas tiplerinin degerlendirilmesinden ileri gelmektedir. Bu
anlamda kavak talasindan 47.95 g gibi yiiksek agirlikli meyve eldesi ¢aligmanin
liretim asamasi i¢in verimli bir sonu¢ seklinde degerlendirilebilir. Bir diger nokta
yiiksek seliilozik kirlilik seklinde nitelendirilen ve atik olarak kabul edilen talas bazli
bu tip yapilarin hem ¢evreden uzaklastirilmasi hemde saglikli mantar tretimi

konusunda ara¢ olarak kullanilabilecegidir.

4.3. Basidiokarp gelisim ortamm

Mantar gelisimdeki onemli faktorlerden biri sicakliktir (Przybylowicz and
Donoghue, 1990). Calismamizda farkli sicaklik araliklarinin misel ve basidiokarp
gelisimi {izerine etkileri incelenmemistir. Bununla birlikte ¢alisma sirasinda sicaklik
ve nem artisinda meydana gelen extrem degisiklikler takip edilerek ytiksek sicakligin
(>38 °C) basidiokarp gelisimini olumsuz etkiledigi ve deformasyona ugramis,

gelisimini tamamlayamamis basidiokarplarla karsilasildigi kaydedilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Deformasyon gosteren G. lucidum basidiokarplari

Wada’nin 2000’de Ganoderma lucidum mantarinda yaptigi1 c¢alisma da
gelisim i¢in optimal kosullar arastirilirken benzer bir durumla karsilasilmis ve nem
diizeyi basidiokarpin gelisiminin bagladigir ilk basamakta (90 %) seviyelerinde
tutularak deformasyon engellenmistir.

Bizim g¢alismamizda Sekil 9’dan da goriilebilecegi gibi bu sekilde olusan
basidiokarplarda daha kii¢iik bir yiizey hacmi ve dejeneratif bir basidiokarp boyu
meydana gelmistir. Ayrica mantar basi kenar kisimlarindan yukari dogru kalkmis ve
bozuk bir ylizey morfolojisi kazanmistir. Bu ve benzeri istenmeyen degisikliklerin
giderilmesi amaciyla sicaklik diizeyi optimal araliklara c¢ekilmis gerek sicaklik
gerekse nem diizeyinin sabitlenmesi i¢in mantar gelisim odasma pervaneli
havalandirma tertibati kurularak siirekli bir hava sirkiilasyonu saglanmis ve
basidiokarplarin gelisim morfolojileri bir diizen dahilinde incelenebilmistir (Sekil
10).
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Sekil 10. Diizgiin gelisim morfolojisi gosteren G. lucidum basidiokarplari

Sicaklik, nem, 1s1k ve havalandirma gibi parametreler optimal seviyelerde
tutuldugunda basarili bir basidiokarp gelisimi kaginilmazdir. Benzer ¢alismalar da ve
bizim ¢aligmamiz sirasinda gézlemlerimiz sonucu degerlendirmelerle izolatimiz igin

uygun basidiokarp gelisim degerleri saptanmis ve basariyla uygulanmstir.

84



4. BULGULAR ve TARTISMA Giilcihan GUZELDAG

4.4. pH

Calismada farkli pH araliklarinda YCM besiyeri hazirlanmis  ve

inokiilasyonlar yapilmistir. Sonuglar cizelge 16’da gosterilmistir.

Cizelge 16. Farkli pH araliklarinda misel gelisim hizi (cm/giin)

pH Misel gelisimi ortalama (cm/giin)
4.5-5 1.1
5.5-6 1.3
6.5-7 1.4
7.5-8 1.6
8.5-9 1.5
9.5-10 14

Inkiibasyon siiresini takiben yapilan dlciimlerde optimal gelisim araliginin pH
7.5-8 oldugu tespit edilmistir. Besiyerinin igerigi ve uygun pH mantar metabolitleri
ve enzim olusumunu etkileyen faktorlerin basinda gelmektedir (Byong ve ark.,
2000). Bu agidan degerlendirildiginde izolatimizin optimal gelisim araliginin
kaynaklarda belirtilen yakin familya {iyeleriyle de benzestigi saptanmistir. Daha
yiiksek ya da diisiik araliklarda ise ya misel gelisimi yavaslamis ya da hi¢ olmamistir

(gelisim gozlenmeyen pH araliklart belirtilmemistir).

4.5. Monokaryotik misel eldesine yonelik bulgular

Mantar sporu “fingerprint” teknigi ile elde edilebilmektedir (Stamets ve ark.,
1993). Uygulamanin zahmetli olmasi ve ortamin son derece sirkiilasyondan uzak,
durgun olmasi gerektiginden calismada spordan monokaryotik misel eldesi igin farkl
bir uygulama yapilmistir. Bunun nedeni diger sekilde yani ¢evreden elde edilen
mantar sporlar1 ile ¢alisilirken karsilagilan hem maya hem de Trichoderma sp.
kontaminasyonlarinin yogunlugudur. Spor eldesi i¢in yapilan uygulamada mantarin

bas kisminin altindaki yogun goézenekli kisimdan steril bistiiri yardimiyla parga
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cikarilarak uygun soliisyonlarda bekletilmig, bu sekilde spor heniiz yapinin
icindeyken steril bir ortama alinmistir. Sonraki asamalarda karsilagilabilecek maya,
mantar ve bakteriyel kontaminasyonunun da Oniine gegilmistir. Monokaryotik hif

Sekil 11°de gosterilmistir.

Sekil 11. Monokaryotik misel (151k mikroskobu (x40))
Boylesi bir uygulamayla spor daha dis ortama ge¢cmeden tutulmus ve steril
sartlarda temin edilmistir. Bu ayni zamanda fingerprint teknigi ile mukayese

edildiginde daha az zahmetli bir teknik olarak degerlendirilmistir.

4.6. Spor ¢cimlenme frekansinin artirilmasina iliskin bulgular

Ganoderma sp. gibi polipor grubu mantarlarda az olan ¢imlenme frekansinin
(3 %) artirilmasi yapilan ¢aligsmalar agisindan biiyliik 6neme sahiptir. Sporun daha

stabil bir yap1 olmasi, genetik ¢aligmalar acgisindan kullanimini1 daha zorunlu hale

getirmistir (Xin Liua ve ark., 2002).
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Calisma sirasinda spor eldesi yoniinden farkli metodlar denenmis ancak
kontaminasyonlarla karsilagilmistir. Bu durum sporun bir defa atmosfere
yayildiginda kullaniminin zorlugunu vurgulamistir. Clinkli yapilan uygulamalarda
yayllmis sporlarin eldesi icin tipki kallus kiltiirii hazirlar gibi benzer metodlar
denenmis ama kullanilan soliisyonlar (hipoklorid, asit vb..) ve farkli bekletme
stirelerinden verim alinamamis, ya maya kontaminasyonu ya da catlamis fakat
gelisememis sporlarla karsilasilmistir. Bu yiizden detayli olarak incelemeye
girilmemistir.

Diger taraftan sporun heniiz por i¢indeyken temin edilmesi ve sicakligin biraz
artirllarak  (30-40°C) ¢imlenme davranisini  destekleyecek sivi  ortamlarda
bekletilmeleri faydali sonu¢ vermistir. Bu sekilde 3 % olan normal ¢imlenme
frekansi, 3 % malt, 3 % biyotin, veya 3 % KH,PO,4 ve Mg,SO, den olusan ortamlarda
geliserek yaklagik olarak 8-10 % diizeyinde belirlenmistir. Bu amagla istenilen
soliisyon tercih edilebilir (Chang ve ark., 1999) Calismada denenen soliisyonlar igin

elde edilen ¢imlenmis spor katsayilari neredeyse ayni oldugundan belirtilmemistir.
4.7. DNA ekstraksiyonu ve PCR amplifikasyonu
Ganoderma sp.ve Trametes sp. drneklerinin total DNA izolasyonu Moncalvo

ve ark. (1995a) tarafindan modifize edilen total DNA izolasyon protokoliine gore
uygun bir marker DNA (1 kb DNA, Promega) kullanilarak izole edilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12 Agaroz jel, Ethidium bromid ile boyanmis ve 302 nm ultraviyole
15181 altinda gorintiilenerek fotograflanmigtir. Slot 1 molekiiler agirlik standarti
olarak 1 kb’lik marker DNA’y1 gostermektedir. Slot 2 OC1 genom DNA’sini, Slot 3
CB2 genom DNA’sini, Slot 4 LC3 genom DNA’sini, Slot 5 Thai genom DNA sin1

gostermektedir.

Elektroforez islemini takiben yapilan spektrofotometrik Sl¢timlerde DNA
miktarlart saptanmistir. Niikleotidlerin heterosiklik halkalart 260 nm dalga
boyundaki 15181 maksimum emme 6zelligi tasir, bu dalga boyundaki emme derecesi
niikleik asitlerin miktarinin bir 6lgiistidiir. Buna gore, DNA miktarlar1 146.1-1765.8

pg/ml arasinda sonuglanmis olup, saflig1 icin ise A A320 ye bakilarak

A
260/280,  260/230 ve

belirlenmistir (Cizelge 17).
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Cizelge 17. Spektrofotometrik bulgular

G.lucidum G.applanatum  T. versicolor Trametes sp.
OC1 CB2 LC3 Thai

DNA 1765.8 pg/ml 147.6 pg/ml 146.1 pg/ml 146.2 pg/ml
260/280 1.86 1.54 1.39 1.37
260/230 2.07 1.57 1.23 1.11
230 0.341 0.038 0.047 0.053
260 0.706 0.059 0.058 0.058
280 0.380 0.038 0.042 0.043
320 0.004 0.007 0.012 0.017

Bir optik dansite (OD) ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA veya
RNA i¢in 40 pg/ml ve oligoniikleotidler i¢cin 20 pg/ml'ye karsilik gelmektedir. 260 ve
280 nm'deki degerler arasindaki oran (260/280 OD) niikleik asitlerin temizligi
hakkinda da fikir vermektedir. Bu oran 1yi saflagtirilmis DNA'da yaklasik 1.8 ile 2.00
arasinda olmaktadir.

Ortamda fenol veya protein bulunuyorsa oran bu degerlerden diisiik olarak
gozlenir.(Olgun ve Topal 1999). Nitekim OC1 disindaki diger DNA ‘larda fenol-
protein kaynakl kirlilik oldugu saptanmistir. 260 ve 230 nm’deki degerler arasindaki
oran (260/230 OD) ise 2.00 dan biiyiikk olmalidir. A320 ise DNA’nin safliginin bir

gostergesi olarak sifira yakin olmalidir (Hillis ve Moritz, 1990).

Yapilan analiz sonucunda OC1 DNA miktart mI’ye 1765.8 ng gibi yiiksek bir
deger ¢ikarak diger izolatlardan oldukga farkli bir sonug¢ gostermistir. OC1 izolati
dogal ortamdan izole edilen basidiokarptan elde edilmistir. Calisilan diger izolatlar
(CB2, LC3, Thai) standart laboratuar kiiltiirleri olup bugiine kadar sadece misel ya da
spor formlartyla ¢alisgilmistir. Bu izolatlarla basidiokarp liretimine yonelik herhangi
bir caligma yapilmamistir. Benzer molekiiler ¢calismalar i¢in kullanilan standart misel
kiltlirleri olmalar1 zamanla dogal izolatlardan daha fazla yikima ugrayarak DNA

miktart yoniinden farklilik meydana gelmesini saglayabilmektedir. Bunun disinda
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yapilacak bir degerlendirme genomik DNA’larin iyi bantlagma gostermis olmalari ve

istenilen PCR {iiriinlerini vermis olmalaridir (Sekil 13).

M 1 2 3 4

Sekil 13. PCR sonrasi 0.8 % Agaroz jel elektroforezinde oOrneklerin
yiirlitiilmesi sonucu olusan bantlagma. Jel Ethidium bromid ile boyanmis ve 302 nm
ultraviyole 15181 altinda goriintiilenmistir. Slot 1 molekiiler agirlik standart1 olarak 1
kb’lik marker DNA’y1 gostermektedir. Slot 2 OC1 genom DNA’sini, Slot 3 CB2
genom DNA’sini, Slot 4 LC3 genom DNA’sini, Slot 5 Thai genom DNA sini

gostermektedir.

Baglangi¢ denatiirasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks kaliplarin
denatiire olmasini saglamak {izere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir. Ancak
PCR sirasinda genellikle etkin denatiirasyon sicakliginin 92-95 °C oldugu tespit
edilmistir. Bu amagla bizim uygulamamizda 94°C kullanilmistir. Denatlirasyondan
sonra primerlerin baglanmasi asamasindaki Tm/baglanma sicakligi oraninin tespit
edilmesi, PCR reaksiyonunun gerceklesebilmesi agisindan biiyiikk bir Onem
tagimaktadir. Bu nedenle basarili bir PCR i¢in Tm/baglanma sicakliginin dogru

hesaplanmasi gerekir.
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Primerlerin uzamasi asamasinda genellikle Tag DNA polimerazin polimerizasyon
aktivitesi i¢in en uygun sicaklik derecesi olan 72 °C kullanilmigstir. PCR iiriinii olan
tim molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasini garanti altina almak i¢in son
dongiiniin uzama siiresi uzun (10 dakika) tutulmustur. Bu durum Shoyama ve ark.,
(1998) ve Sangwan, (2000) ¢aligsmalari ile uyum igersindedir.

Genomik DNA'nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu,

amplifikasyon protokolii ve reaksiyon kosullarina karsi duyarlidir.Hedef DNA'nin

+2
konsantrasyonu, primer, Mg , DNA polimeraz miktarlar, DNA Kkalitesi ile

"yapisma-annealing"  sicakligt  gibi  termalcycler  parametreleri DNA
amplifikasyonunu etkiler. Buna gore; 94°C’de 10 dakika denatiirasyon, ardindan 30
dongii seklinde 94°C’de 1 dakika, 50°C’de 45 saniye yapisma-annealing, 72°C’de 1
dakika elongasyon ve bu dongiileri takiben 72°C’de 10 dakikalik bir inkiibasyon ile
sentezi tamamlanamayan amplifikasyon {irlinlerinin sentezi tamamlamasi
amaglanmistir. Programin son asamasinda bekleme sicakligi 4°C olarak tercih
edilmistir. Uygulanan bu parametreler sonucunda etkili bir amplifikasyon elde
edilmistir.

Gen c¢ogaltilmast dahil PCR' m birgok uygulamalart i¢in kalip DNA’ ya
tamamen tamamlayicit olan primerlere ihtiya¢ vardir. Primer tasarimi yapilirken
cogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir.
Bu bolgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir. Primer tasarimi yapmak igin
bilgisayar programlari da gelistirilmis olmakla beraber, ¢ogu zaman arastiricilar
ilgilendikleri genleri ya da DNA pargalarini ¢ogaltmak i¢in kendileri primer tasarimi
yapmak durumundadirlar. Tasarim yapilirken miimkiin oldugunca dort bazin esit
sayida kullanimina dikkat edilmektedir. Sonucu olumsuz etkileyici istenmeyen
olusumlari en aza indirgemek i¢in 6nem verilmesi gereken bazi noktalar vardir.

Bunlar; primerlerin polipiirin, polipirimidin ya da tekrarli bdlgeler
icermemesi, Primer ciftlerinin 3' uglarinin birbirine ya da primer i¢indeki bir bolgeye
tamamlayic1 olmamasidir. Caligmada 5 adet primer kullanilmistir. Ayrica primerlerin
Tm degerlerinin hesaplanmas1 gerekmektedir. Caligma sirasinda tercih edilen

primerlerin niikleotid uzunluklar1 20°den kiigliktiir. Tm degerlerinin hesaplanmasi
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icin kullanilan ¢esitli formiiller vardir. Bu ¢alismada niikleotid biiytikliigii de dikkate
almarak [(A+T lerin sayisi1) x 2°C + (G+C lerin sayisi) x 4°C] formiili kullanilmastir.

Uygun primerler kullanilarak yapilan PCR uygulamasi sonucunda tiim
orneklere ait bant yapilar1 gézlenebilmistir. PCR {iriin degerleri 780-800 bp ve iiriin

verim degerinin 41.2 ve 51.1 pg/mL’ ler seviyesinde degistigi tespit edilmistir.

4.8. Dizi “Cluster” analizi ve 5.8S sekans analizi

Calisilan izolatlarin Ganoderma sp. ve Trametes sp. oldugu diistiniildiigiinden
smiflandirma analizininde standart olarak Moncalvo ve arkadaslar1 (1995a)
tarafindan uygulanan ITS 1 ve ITS 2 sekanslarinin temel alinarak yapildigi bir
inceleme olan ¢oklu niikleotid dizi analizi tespitinin yapilmasi da sart olmustur.
Beklendigi gibi 5.8 S rDNA geni ITS1 ve ITS2 boliimleri arasinda yer almaktadir.
Bu durum Sekil 14°de belirtilmektedir.

35U %35 LsuU 25 35U

1 4
» »

1651 1652

Sekil 14. Taksonomik agidan 6nem arz eden mantar ribozom DNA’larina ait
onemli sekanslar: SSU; nuclear small subunit, ITS1; internal transcribed spacer 1,
ITS2; internal transcribed spacer 2, 5.8S; 5.8 sekansi, LSU; nuclear large subunit,
IGS1; intergenic spacer 1, 5S; 5S region, IGS2; intergenic spacer 2. Calismada
kullanilan primerler;1:BMB CR, 2:LR1, 3:5.8S, 4:5.8SR, 5:1TS4

OCl1, CB2, LC3 ve Thai izolatlarinin DNA sekans verileri ITS1 ve ITS2 i¢in
belirlenmigtir. Calisilan  biitlin  izolatlarda benzerlik 73.2-88.9 9% arasinda
bulunmustur. OC1 ve CB2 izolatlarinin DNA benzerlikleri 86.4 % seklinde, LC3 ve
Thai’nin benzerlikleri ise 88.9 % seklinde tespit edilmistir.

92



4. BULGULAR ve TARTISMA Giilcihan GUZELDAG

Izolatlar farkli mukayese edildiginde ise benzerlik oranlart OC1 ve LC3 igin
75.6 %, OC1 ve Thai i¢in 79.4 %, CB2ve LC3 i¢in 73.2 % ve CB2 ile Thai i¢in 78.3
% seklinde kaydedilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde OC1 ile CB2’nin benzer
sekilde LC3 ile Thai’nin daha yakin akraba oldugu DNA’larinin benzerligi ve sekans
dizinlerinin analiziyle de ortaya konmustur. Sekans dizinleri ITS1, ITS2 ve 5.8S i¢in

su sekilde gozlenmistir.

ITS1:

Basidiomiset izolat OC1: TTGTAAACCC ACAGTAGTGC
ACAGGTTGTA GCGCGGATGA CCAGGGACTG CACTGCCTCG
TATAACCCAG CTACTACCCA GTCAGAACTC GGCG

Basidiomiset izolat CB2: TCGTAAACCC ACAGTAGTGC
ACAGGTGTAG GGCGGATGAG CAGGGCGTGC ACATGCCTCG
TAAGGCCAGC TACAACCCAG TCAAAACTCG ACG

Basidiomiset izolat LC3: CGGCGAGGTC CCCTAGAACA
CACAGAGATA TATAGCGCGC GATATCGATA CCACCGCGTC
TCTCTCGGAT TCGCGCTCGA CCGCATTAAA CAC

Basidiomiset izolat Thai: CGGCGTTTCG AGGTCCCCTA
GAACACACAG AGAATATAGC GCGCGATATC GATACCACGC
GTCTCTTCGG ATTCGCCTCG ACCGCTTAAA CC

5.8Sve ITS2:

Basidiomiset _izolat OC1: CGCCGAGTTC TGACTGGGTA
GTAGCTGGGT TATACGAGGC AGTGCAGTCC CTGGTCATCC
GCGCTACAAC CTGTGCACTA CTGTGGGTTT AGGACAGACC
ACACACAGAG ATTTTTATAT ATATAGAGCG CGCGATATCG
ATACCACCGC GTCTCTCTCG GATTCGCGCT CGACCGCATT
AAACGATGCT TG

Basidiomiset izolat CB2: CGCCGCGTTA GTTCTGACTG GGTAGTAGCT

GGGTTATACG
ACCTGTGCAC

AGGCAGTGCA
TACTGTGGGT

GCCTGGTCAT

TTAGGACAGA

CCGCGCTACA
CCACACACAG
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AGATATATAT AGAGCGCGCG ATATCGATAC CACCGCGTCT
CTCTCGGATT CGCGCTCGAC CGCATTAAAC GATGCTTG

Basidiomiset izolat LC3: CGCCAGGTCC CCGTTAGTTC TGACTGGGTA
GTCAGTAGCT GGGTTATACG AGGCAGTGCA GCCTGGTCAT
CCGCGCTACA ACCTGTGCAC TACTGTGGGT TTAGGACAGA
CCACACACAG AGATATATAT AGAGCGCGCG ATATCGATAC
CACCGCGTCT CTCTCGGATT CGCGCTCGAC CGCATTAAAC AC

Basidiomiset izolat Thai: CGGCGGGCCA GGTCCCCTAG TTCTGACTGG
GTAGTCAGTA GCTGGGTTAT ACGAGGCAGT GCAGCCTGGT
CATCCGCGCT ACAACCTGTG CACTACTGTG GTAGGACAGA
CCACACACAG AGATATATAT AGAGCGCGCG ATATCGATAC
CACCGCGTCT CTCTCGGATT CGCGCTCGAC CGCATTAAAC AC

5.8S:

Basidiomiset izolat OC1: CGGCTTTAAA CC
Basidiomiset izolat CB2: ACGTGGCTAA AC
Basidiomiset izolat LC3: CGTTTGTGCT AA
Basidiomiset izolat Thai: CGTTTGTGCT CGG

Belirtilmesi gereken 6nemli bir husus ITS sekanslarinin filogenetik anlamda
yapilacak bir siniflandirmada asla tek basina yeterli olmayacagidir. rDNA olarak son
derece konservatif bir yapiya sahip olan 5.8S yapilacak bir simiflandirmada bu
anlamda ele alinmalidir. Kombine bir uygulamayla ITS 1, ITS 2 ve 5.8S analizleri
daha detayli bir simiflandirma yapmay1 saglamis ve galisilan izolatlarin cins ve tiir
diizeyinde belirlenmesine yardimci olmustur.

Caligsma sirasinda 5.8S sekans boliimiiniin uzunlugunun tiim izolatlar i¢in 158
bp oldugu tespit edilmistir. Bu agidan degerlendirildiginde ¢alisilan basidiomisetlerin
ayni aileye (Polyporales) mensup oldugu sdylenebilir.

Gen scan analiz programi ile primer peak degerleri ve sekanslar1 belirlenen

bazlara ait elektropherogram verileri G. lucidum i¢in Sekil, 15’de, G. applanatum
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icin Sekil 16°da, T. versicolor i¢in Sekil 17°de ve Trametes sp.. i¢in Sekil 18’de

gosterilmistir.
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Sekil 15. G. lucidum elektropherogram grafigi
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Sekil 16. G. applanatum elektropherogram grafigi
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Sekil 17. T. versicolor elektropherogram grafigi
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Sekil 18. Trametes sp.. elektropherogram grafigi
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Elektropherogram veri kalitesi gorsel anlamda teyit edilerek sekanslar manuel
kaydedilmistir. Prensipte tarayicinin her niikleotidden aldig: sinyali bilgisayara kisa
veya uzun fragmentler halinde yansitmasiyla isleyis gerceklestirilmistir.

Kisa fragmentler daha hizli yol almaktadir. Koyu veya agik boyanmalaria
gore bazlar secilebilmektedir. Sekanslar “Wingene” niikleotid sekans analiz programi
ile uygun sekilde tamamlanmis, sekanslarin BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) analizleri (Kumar ve ark., 2004) NCBI, GenBank USA ’ya gonderilerek 5.8S

ve ITS sonuclara gére mevcut Gen Bankasi koleksiyonunda yerleri belirlenmistir.

4.9. Genetik manipulasyon ¢alismalarina ait bulgular

4.9.1. Protoplast verimi acisindan elde edilen bulgular

Kullanilan materyale gore protoplast verimi artis Yya da azalig
gosterebilmektedir. Bu asamada oOnemli olan uygun enzim veya enzim
kombinasyonlari ile uygun ozmatik stabilizatorlerin tespit edilerek yiliksek kalitede,
hasarsiz ve sayica yeterli protoplastlarin elde edilmesidir.

Calismanin  bu  boliimiinde ~ Westminster ~ Universitesi  Biomedical
laboratuarinda mevcut enzimler ile yapilan ¢aligmada protoplast eldesi agisindan en
yiiksek verimin litikaz enzimiyle gerceklestigi saptanmistir(Cizelge 18). Ozmatik

stabilizatorlerden de en iyi sonu¢ mannitol ile saglanmistir (Cizelge 19).
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Cizelge 18. Protoplast olusumu i¢in kullanilan enzimler, protoplast degerleri

ve protoplast olusum yiizdeleri

Enzimler (Sigma —Aldrich) Protoplast degeri ~ Protoplast olusturma
(x10°/ml) (%)

Novozim 18.25 21

Seliilaz 14.75 17

p —Glukuronidaz 14.85 17

Litikaz 19.24 23

Lywallzim 19.02 22

Cizelge 19. Ozmatik stabilizatorler ve rejenerasyon sikligi

Ozmatik stabilizatorler Rejenerasyon sikhigi (%0)
Stikroz 2.6

Mannitol 2.7

Sorbitol 1.5

Glukoz 0.9

NH,CI 1

MgSO, 2.4

KCI 0

NaCl 0

Protoplastlar monokaryotik misellerden temin edilmistir. Elde edilen sonuglar
istatiksel olarak degerlendirimis ve c¢alisilan biitiin izolatlar ig¢in ortalamalar
olusturularak kaydedilmistir. Bunun dayanagi calisilan izolatlarin benzer mantar
grubu {liyeleri olmalart ve protoplast degeri acisindan yakin sonuglar vermis
olmalarindan ileri gelmektedir. Calisma bu sekliyle benzer protoplast caligmalarinda
elde edilen protoplast diizeylerinden daha olumlu sonug¢ vermistir (Jiong & Chang
1993).

Yiiksek protoplast verimliligini, dogrudan dogruya calisilan izolatin yas1 ve

gelistirildigi kosullar olusturur. Ayrica kullanilan litik enzimler ve ozmatik
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stabilizatorlerinde etkinligi 6nemlidir. Bu ve benzeri kriterler basarili bir protoplast
calismasi i¢in degerlendirilmeli ve uygulanmalidir.

Hibridizasyon calismalarinda protoplast eldesi ve uygulanabilirligi a¢isindan
kullanilan 6rneklerin interspesifik ya da intraspesifik olmalar1 bu tarz ¢alismalarda
biiyiik 6neme sahiptir.

Calismada G. lucidum ile G. applanatum ve Trametes versicolor ile Trametes
sp. izolatlarinin degerlendirmeleri oncelikli olarak protoplast olusumu acisindan ele
alinmistir. Bu anlamda protoplast olusturma ve yogunlugu agisindan c¢aligma

sirasinda pek bir giigliikle karsilasilmamustir (Sekil 19 ve 20).

Sekil 19. G. lucidum x G. applanatum

Sekil 20. Trametes versicolor x Trametes sp.
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Ayni cinsin farkli mensuplar arasinda ya da tiir i¢i etkilesimlerde protoplast
olusturma basarisinin olduk¢a goreceli oldugu bildirilmistir (Peberdy 1991; Pan ve
ark., 1994;).

Protoplast olusturma basarist yoniinden yapilan degerlendirmelerde kullanilan
ozmatik stabilizatorler, rejenerasyon besiyerleri, enzimatik reaksiyonlar, misel yasi
gibi bir ¢ok faktoriin protoplast rejenerasyonu lizerine etkin oldugu bilinmektedir
(Vries & Wessels 1975; Peberdy 1991; Kim ve ark., 2000). Rejenerasyon besiyerine
alinip gelismeye baslayan izolatlar tespit edilmistir (Sekil 21 ve 22).

Sekil 22. Trametes versicolor x Trametes sp.
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Regeneratif protoplastlardan elde edilen izolatlar incelendiginde gerek
protoplast olusturma gerek de rejenerasyonunun hizli olmasi agisindan yapilacak bir
degerlendirme bu konuda monokaryotik izolatlarla yapilan caligmalar1 destekler
niteliktedir (Jiong ve Chang, 1993).

Benzer ¢alismalarda elde edilen bulgularda daha diisiik protoplast frekansi
ortaya cikmistir (Pan ve ark.,, 1994). Bu durumun uygulamadaki farkliliktan
kaynaklandigir diisiimiilmektedir. Protoplast izolasyon teknikleri olduk¢a farkli
yontemler uygulanarak yapilabilmektedir (Bachman ve ark., 1959).

Caligmada enzimsel bir etkilesim s6z konusudur. Enzimlerle yapilan diger
protoplast protokollerinin bazilarinda enzim ve akabinde stabilizatér uygulamasi
gerceklesmistir (Eichlerova ve ark., 2000).

Pratikte birlikte uygulanmalar1 daha kolaydir. Ayrica kullanilan materyalin
laboratuar ortaminda kolay gelisebilmesi ve etkilesimin hangi mantarlar arasinda

oldugu gibi kriterlerde protoplast frekansini dogrudan etkileyen faktorlerdir.

4.9.2. Fusant secimi

Monokaryotik ve dikaryotik izolatlar kanca yapisi olusturup olusturmamasina
gore hif yapilarinin mikroskop altinda yapilan incelemesi ile tespit edilmistir.
Regeneratif protoplastlardan elde edilen monokaryotik izolatlar diger monokaryotik
izolatlarla bir araya getirilerek uyumluluk analizi yapilmistir.

Uyumluluk tespiti benzer ¢alismalarda belirtilen sekilde petri tizerindeki hif
gelisimi ve monokaryotik misellerin birbirine temas ettikleri yiizeydeki gelisime ve
bu kisimlardan aliman misellerin kanca olusturup olusturmamasina gore analiz
edilmistir. Uyumlu izolatlar arasinda meydana gelen hif gelisiminin olduk¢a yogun

olmasi dikkate degerdir. Bu durum Sekil 23 de gosterilmistir.
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Sekil 23. Uyumlu monokaryotik izolatlar (Ganoderma sp..)
Tam tersi bir durum da uyumsuz izolatlardaki gelisimdir. Burada misellerin

kesistikleri bolgelerde hemen hemen hi¢ gelisim olmamaktadir (Sekil 24).

Sekil 24. Uyum gostermeyen monokaryotik izolatlar (Ganoderma sp..)
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Trametes agisindan da benzer bir degerlendirme yapilarak uyum durumlari tespit
edilmistir. Monokaryotik misellerin uyumlar1 petride temas noktalarinda hifsel bir
kalinlagma seklinde goziikmiis uyum gostermeyen giftlerde ise bu durumun aksine

zayif hif yapisi ile temas noktalarinda gelismeme tespit edilmistir (Sekil 25).

Sekil 25.Trametes sp.. mutantlarinin uyumluluklari

Sekil 25°de 3 farkli monokaryotik mutantin ayni petriye inokiilasyonu sonucu
7 giinliik ve 9 giinliikk inkiibasyon siireleri neticesinde meydana gelen misel yapisi

gozlenmektedir.

Semadan da anlasilacagi tizere a ile ¢’nin, Ve b ile ¢’nin uyumu asikardir. a ve
b arasindaki uyumsuzluk tam tezat olusturacak sekilde belirgindir. inkiibasyon
siiresinin 3 giin daha artirilmasi bile bu durumu degistirmemis ve uyumlu olan
bolgelerde hifsel yogunluk, uyumsuz olan boélgede ise kismi zayiflik belirgin
birsekilde gbze ¢arpmistir.
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Ayni cinsin farkli bireyleri arasinda gergeklestirilen boyle bir caligmada
rejenerasyon sonrasi tespit edilen monokaryotik misellerin uyum durumuna gore elde
edilen dikaryotik misellerde kullanilabilir. Bizim c¢alismamizda ise rejenerasyon
sonrasi daha az frekansda elde edilen dikaryotik miseller (kanca olusumu gézlenen
miseller) ile calisma yiiriitiilmiis ve hem morfolojik hem de molekiiler anlamda ele
alinmustr.

Hibritlerin tam anlamiyla melez olduklarinin kanitlanmasi amaciyla
caligmada kullanilan Ganoderma sp. ve Trametes sp. ana izolatlariyla elde edilen
misellerin hif yapist misel gelisimi gibi morfolojik farkliliklarin tespiti ¢izelge 20 ve
21’°de belirtilmistir.

Cizelge 20. YCM besiyerinde gelisen ana ve hibrit basidiomisetlerin gelisim

hizlar1

Basidiomisetler Misel gelisimi YCM ort  Hifsel gelisim Morfoloji
(x3) (cm/giin) ort (cm/giin) (misel)
G. lucidum 1.84 1.40 Beyaz pamuksu
G. applanatum 1.56 1.35 Agik kahve
G lucidumxG.

1.92 1.42 Beyaz topaklasmis
applanatum
T. versicolor 1.52 1.35 Beyaz
Trametes . sp. 1.90 1.40 Beyaz -pembe
T. versicolorx

1.90 1.42 Beyaz —agik pembe

Trametes. sp.

Cizelge 21°de kullanilan basidiomisetler ve bunlardan elde edilen hibritlerin
petride giinliik peryotlarla dlgiilen gelisim hizlar1 (cm) goziikkmektedir. Semada 1-G.
lucidum, 2- G. applanatum, 3- G .lucidumxG. applanatum, 4- T. versicolor, 5-
Trametes . sp.ve 6- T. versicolorx Trametes. sp izolatlarma ait miselleri ifade

etmektedir.
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Cizelge 21. Basidiomiset gelisim hizi
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Basidiomisetler

Hibrit misellerin daha hizl1 gelistigi ¢izelgelerde 3 ve 6 numaralarla ifade
edilmektedir. Miseller ilk defa pasajlandiklarinda durum elbette bu sekilde
gozlenmemistir. Daha gec bir zamanlamada petri ylizeyine dagilim s6z konusu idi.
Bu durum mantarlarin kiiltiire alinmasi sirasinda oldukga sik karsilasilan bir olgudur
(Dhitaphichit ve ark., 2005).

Misellerin bir anlamda kendini bulabilmesi i¢in bir ka¢ pasajdan sonra
degerlendirmeye alinmalar1 sarttir. Hibrit misellerin bu sekilde gerek hizli gelisimi
gerekde daha biiyiik hif yapilarina sahip olmalar1 bu konudaki teorileri destekler
niteliktedir (Abe ve ark., 1982., Toyomatsu ve ark., 1987).

Misel karakteri yoniinden yapilacak bir incelemede ise goriilmektedir ki
hibritlerin misel karakterizasyonu tam anlamiyla ebeveynlerinin ortak karakterini
gostermemektedir. Ornegin bu konuda Ganoderma hibriti sadece G. Iucidum’a
benzerlik gosterirken Trametes mutanti sadece Trametes sp.’ye benzerlik
gostermistir (Sekil 26 ve 27). Bu durum hibritlerin tim genomik yapilarinin
ebeveynlerden esit diizeyde alinmadigini ortaya koyan ¢aligmalari destekler yondedir

(Dhitaphichit ve ark., 2005).
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Sekil 26. Ganoderma sp. hibriti (x3)

Sekil 27. Trametes sp. hibriti (x3)
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4.9.3. izozim (Esteraz) determinasyonuna iliskin bulgular

Nativ PAGE uygulamas: spesifik olmayan esteraz izoziminin goriintiilenmesi

amactyla kullanilmigtir.

SDS-PAGE ig¢in ticari molekiiler agirlik standartlart olmasina karsin NATIVE
PAGE i¢in pek rastlanmamaktadir. Bu ylizden elektroforez sirasinda herhangi bir
standart kullanilmamustir. Esteraz icin a-naphthyl asetat substrati kullanilarak
hazirlanan boya karigimi ile anoda go¢ eden toplam 7 tane bant belirlenmis ve E1-E7

seklinde numaralandirilmistir (Sekil 28).

1 2 3 4 5 6

Est

El
E2
E3
E4

ES

E6

E7

Sekil 28. Nativ PAGE elektroforezi 1-G. lucidum, 2-G. applanatum, 3-T.
versicolor, 4-Ganoderma sp.hibriti, 5-Trametes sp., 6-Trametes sp. hibriti
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Sekil 28’de 1 nolu siitunda E5 ve E7 seklinde iki bant géze ¢arpmaktadir. 2
nolu siitunda da E5 ve E7 degerlendirmeye alinirken E4 benzer elektroforetik
sonuglarda da ya ¢ok zayif bantlasma gOstermis ya da burada oldugu gibi belli
belirsiz goziiktiigii i¢in degerlendirmeye alinmamastir.

3 nolu siitunda Trametes versicolor icin toplam 6 tane esteraz banti
belirlenmistir (E1-E6). Tespit edilen en fazla bant 3 numaraya aittir. 4 nolu siitunda
belirgin olmayan E7 seklinde bir bant goziikiirken 5 ve 6 numarali siitunlarda E5
secilebirken bunun disinda belirgin bir esteraz bantina rastlanilmamustir.

E7 bant1 yoniinden 4 nolu siitun (hibrit) 1 ve 2 nolu stitunlarla kompozisyonel
anlamda belirgin bir benzerlik gdsterirken diger hibrit olan 6 nolu bant ES yoniinden
3 nolu banta ve E6 yoniinden de 5 nolu bantla benzerlik gostermektedir.

Esteraz incelemeleri yapilirken substrat spesifiteleri oldukca Onemlidir.
Ozellikle esterazlarm  ¢ok lokuslu olmalar1 ve boyalarla ¢dziinebilme
davraniglarindaki farklilik bantlagsmalarin tanimlanmasinda bizim ¢alismamizda da
gbzlendigi gibi cogu zaman biiyiik giicliik getirmektedir. Fakat esteraz ¢caligmalarinda
Kullanilan a ve B-naftil asetatlar yapilarinda hidrofilik gruplar igerdiklerinden kolay
¢Oziinebilmektedir. Bu tarz caligmalarda baska enzimler agisindan (6rnegin malat
dehidrogenaz ya da peroksidazlar gibi) yapilan degerlendirmelerde ¢ogu zaman
substratin ¢éziinmemesi gibi zorluklarla karsilasilasilabilmektedir. Bu anlamda
esteraz daha kolay c¢aligma olanagi saglamaktadir. Ayrica fusantlarda tespit edilen
ebeveyn esteraz izozim bantlar1 da degerlendirme agisindan olumlu bir netice olarak

kaydedilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Mantar bilimi; mantarlarin optimal sartlarda kiiltiire alinmas1 daha hizli ve
kaliteli iiriin eldesi ve endiistrilere sunumu gibi birgok prensipler dahilinde incelenen
bir disiplin seklinde tanimlanabilir. Elbette bu anlayis igersinde beklenen,
prensiplerin gelecek caligsmalara 151k tutacak teorileri de olusturabilmesidir. Mantar
izolatlart ve bilesiklerinin bilimsel anlayis ve pratik c¢alismalar agisindan
degerlendirilmesi bu anlamda giliniimiizde 6nem kazanmaktadir (Chang ve Miles,
1989).

Tanimlanmis 12000°den fazla mantar tipi oldugu ve bunlarinda en azindan
2000 c¢esidinin belirli diizeylerde yenilebilir oldugu bilinmektedir (Chang, 1999).
Ayrica 200’iin Ustlinde mantar tiiriiniin dogal ortamdan izole edilerek uzakdoguda
yillardir geleneksel anlamda edinilmis bilgilerin 15181 altinda kullanildig:
belirtilmistir. Bugiinlerde yaklasik 35 mantar tiirli ticari uygulamalar i¢in kiiltiire
alinmis bunlardan da en azindan 20 tanesi biyoteknolojik uygulamalar acisindan
degerlendirilmis ve hem kuru hem de konsantre edilmis bilesikleri i¢eren kapsiil veya
toz halinde ticari amacla sunulmustur. Bu tiirlerin 6nemi yenilebilir veya medikal
anlamda degerlerinin tespit edilmesinden ileri gelmektedir. Ganoderma sp.,ve
Trametes sp. gibi yenilebilir degeri olmayan ama medikal anlamda cok biiyiik
etkinlikleri belirlenen polipor gruplarinin bu anlamda incelenmesi giiniimiiz
sartlarinda biiyiik bir zorunluluk haline gelmistir.

Bir bilim insami olarak bize diisen gorev calismanin 6zilinii ve gliniimiiz
sartlarinda kazandigi onemi vurgulayarak ¢aligma sirasinda izledigimiz yolun agik
bir sekilde ifadesi ile ilerde yapilacak uygulamalara 1g1k tutmasina 6n ayak olmaktir.
Bu bilingten hareketle dnce izolasyonu yapilan mantarin optimal kiiltiir kosullarinin
tespiti gerceklestirilmistir.

Polipor gruplarinin optimal gelisim sartlar1 elbette bu konuyla ilgili
literatiirlerde  belirtilmistir. Ancak mantarin  bulundugu ekolojik  yapinin
degisiklikliklerine bagli olarak hem mantar gelisimi hemde mantardan elde edilen
bilesik ¢esitliligi ve miktar1 degiskenlik gosterebilmektedir. Elbette calismanin

laboratuar sartlarinda ele alinmasi bir anlamda daha kontrollii bir geligim siirecini de
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beraberinde getirmistir. Bu anlamda uygun metodlarin tespiti ve biitiiniiyle ele
alinmasi 6nem arz etmektedir. Ciinkii bu fazlardan herhangi biri yada birilerinde
meydana gelecek basarisizlik biitlin yontemin yapisin1 bozacak ve c¢alismanin
biitliniinde kayiplara yol acacaktir. Calismamizda ele alinan kiiltiir kosullari, mantar
sporlar1 ve tiirlerinin belirlenmesi, misel kiiltiir ortamlari, spawn /inokulum gelisimi,
Uygun besi ortami hazirlanmasi, spawn inokulasyonu ve substratin kolonizasyonu,
benzer polipor gruplari ile genetik manipulasyonlar ve filogenetik anlamda
smiflandirma gibi parametreler nazarinda bir biitiin seklinde ele alinmistir.

Her ne kadar diinya genelinde Ganoderma cinsine ait ¢alismalar mevcut isede
iilkemizde heniiz bu tip ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Ulkemiz bitki ortiisii
acisindan olduk¢a zengin bir floraya sahiptir. Elbetteki bu zengin dogal yap1
beraberinde mantar populasyonu agisindan da bir zenginlik getirecektir.

Bilimde oncelik, yenilik getirmek farkli ¢alisma alanlar1 kazandirmak ve elde
edilen bulgularin biyoteknolojik faaliyetlerde kullanilabilir olmasidir. Bu amagtan
yola ¢ikilarak elde edilen mantara ait baslangicta gdriiniimii spor karakteri misel
yapis1 gibi tanimay1 kolaylastiric1 bir¢ok karakter analiz edilmistir. Ardindan kiiltiir
kosullarinin iyilestirilmesi ve {iriin kalitesinin arttirilmasi i¢in saglanan farkli kiiltiir
kosullar1 ile misel gelisim diizeyinin optimal saglandigi en uygun kosullar tespit
edilmis ve bir sonraki agsama olan spawn gelisimi agisindan degerlendirmeler
yapilmustir. Burada ortaya ¢ikan sonuglardan farkli karbonik yapilanmanin spawn
sirecine etkinlik hizinin degiskenligidir. Ayrica talag gibi organik atik seklinde
degerlendirilen yapilarin bu anlamda kullanilabilmesi dogal eliminasyon seklinde
organik atiklarin uzaklastirilmasi yoniinde, tekstil atiklarininda benzer amagla
kullanilmast da organik karbon agisindan zengin atik eliminasyonlarinin giderimi
acisindan faydali olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmistir.

Mantar meyvesinin gelisimi acisindan varilacak sonug ise ortam kosullarinin
Onemini vurgulamaktadir. Sicakliktaki birka¢ derecelik bir artis, veya nem
seviyesindeki yiikselis gibi yada 151k diizeyinin gerekli araliklarda tutulmamast gibi
olumsuz sartlarin mantar gelisimini dogrudan etkilemesi bugiine kadar c¢alisma
diizgiin gitmis olsa dahi devaminin tehlikede oldugu sinyallerini verebilmektedir. Bu

da boylesi bir mantardan elde edilecek verimi diisiirecektir. Bagka bir ifadeyle bu tarz
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bir ¢calisma son derece hassas bir teraziyi andirmaktadir. Dengelerin yerinde olmasi
caligma biitlinlinii dogrudan etkilemektedir.

Her ne kadar mantarin gerek morfolojisi gerek misel karakteri gerekde spor
yapist gibi kriterler degerlendirilmis olsa dahi bilimsel bir ¢alismay1 gecerli kilan bu
tip tespitlerin genetik analizlerle per¢inlestirilmesidir. Bu amagla ¢aligmanin ikinci
asamas1 olan genetik manipulasyonlar oncelikli olarak filogenetik siniflandirma
acisindan degerlendirilmis ve hem izolatimiz hem de Westminster Universitesi
koleksiyonundan ve Tayland dan getirilen Orneklerle calisilmistir. Molekdiler
filogenetik analizlerin molekiiler ara¢ olarak gelisimi ve kombinasyonlar yapilarak
uygulanmalarmin temelinde mantar gruplarimin smiflandirilmalart ve gelisim
siirecleri dogrudan iliskilidir. Bu bir anlamda klasik mantar siniflandirma
tekniklerinin morfolojik ve biyolojik karakterlerin agiklanmasinda yeterli olmadigini
da gostermektedir. Sekil yapilarindaki farklilik 6zellikle polipor grubu gibi benzer
morfoloji  gOsteren mantarlarin  teshisini  diger mantar gruplarina gore
zorlagtirmaktadir.

Bu tezde 6zellikle medikal anlamda énem arz eden polipor grubu mantarlarin
filogenetik ilgkileri bu baglamda incelenmis ve bu konuda en saglam metod olarak
degerlendirilen rDNA ve niikleer ITS sekans analizi uygulamalar1 yapilarak sonuglar
bildirilmistir. Bu baglamda yapilan filogenetik analizler izolatimizin 99.8% benzerlik
orani ile G. lucidum oldugunu gen bankasi datasinda bulunan diger referanslara
dayanilarak gostermektedir. Benzer sekilde ¢alisilan G.applanatum igin 97.6%,
Trametes versicolor icinse bu oran 92.7 % seklinde tespit edilirken Tayland dan
temin edilen Trametes sp. i¢in bu deger ¢elisgkili kalarak izolatin 72.8% diizeyinde
Trametes villosa olabilecegini gdstermistir. izolat Trametes sp.’in birkag tiirii ile de
de benzerlik gostererek benzerlik katsayisi yaklasik olarak 70 % dolaylarinda seyir
gostermistir.

Genetik manipulasyon calismalar1 farkli tiirler arasindaki etkilesimlerin
gbzlenmesi yeni bireylerin ortaya ¢ikmasi ve ¢alismamizinda paralelinde bir sonug
seklinde degerlendirilmesi gereken daha hizli ve organik yonden zengin bilesiklerin
elde edilerek saglik alaninda kullanilabilir olmas1 yoniinden etkinligin arastirilmasi

gibi bir biitiiniin vazgeg¢ilmez parcalaridir. Bu amagla G.lucidum, G.applanatum’la
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benzer sekilde Trametes versicolor da Trametes sp. ile protoplast fiizyonuna
sokulmus rejenerasyon sonucu elde edilen bulgular degerlendirilmis ayrica
caprazlama sonucu elde edilen hibritlerin esteraz izozim kalib1 identifikasyonu
Native PAGE uygulanarak ortaya ¢ikarilmis bu degerlendirmeler sonunda esteraz
kalib1 yoniinden melez izolatlarin ebeveyn olarak tarif edilebilecek Orneklere ait
esteraz bantlarina benzer kaliplasmalar gosterdigi ayrica misel biiylikligi ve gelisim
hiz1 agisindan da farkli oranlar gostererek bir anlamda gen havuzunun genislemesine
yardimc1 olabilecegi fikrini dogurmustur.

Calisma ayni cinsin farkli bireyleri arasinda yapilmistir. Farkli cinsler
arasinda yapilan bu tarz g¢alismalarda daha genis perspektifte degerlendirmeler
gerekmektedir. Ayrica basar1 diizeyi olduk¢a degisken olabilmektedir, bu anlamda
yapilabilecek bir degerlendirme cins diizeyinde yapilacak calismalardan elde edilen
verimin daha yiiksek olabilecegidir. Elbette bu demek degildir ki farkli cinsler
arasinda genetik manipulasyon ¢aligmalar1 olumsuz sonu¢ vermektedir. Sadece daha
komplike analizler ve techizat gereksinimini de beraberinde getirmektedir. Bu
amagla ilerde daha donanimli ¢alismalar yapabilmeyi umuyoruz.

Medikal anlamda dogal diye tabir edilen bilesiklerin saglik amaciyla
kullanilmasmin degerinin yakin zamanda ortaya ¢ikmast bu konuda yapilacak
caligmalara hiz kazandirilmasi gerektigini ortaya koymustur.Ganoderma cinsine
giren mantar izolatlarina yonelik su anda diinya genelinde ¢ok biiyiik bir ilgi vardir.
Bunun baslica nedeni mantarin sahip oldugu degerli bilesikler, kullanimindaki
kolaylik ve bugiine kadar bildirilmis herhangi toksik etkili bilesige rastlaniimamis
olmasindan ileri gelmektedir. Bu anlamda iilkemiz izolatlarinin zenginligi
diistintildiiglinde degerlendirilerek uluslararasi boyutlarda ele alinmasi biyoteknolojik
anlamda ¢ok 6nemlidir.

Calismanin degerlendirilerek gen bankasinda referans olarak yer almasi
diinya genelinde taninmasim1 saglamakta ve arastiricilara kaynak niteligi teskil
etmektedir. Bu bir anlamda benzer ¢alismalar yiiriiten arastiricilart degisken
morfoloji gosteren ve karakterlerindeki plastisite gibi farkliliklara sahip polipor
gruplarinin dogru tanimlamalarinin yapilmasinda anahtar rolii oynamasi agisindan

Onemlidir.
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Mantar tiretimi devamli ve 6zenli yiiriitiilmesi gereken bir prosestir. Atmosfer
sicakligt nem ve 1s1k kontrolii, (mikrobiyolojik kontaminasyondan uzak duracak
sekilde) aseptik calisma tekniklerine uygun hareket etme gibi kriterlerin dogru
kontrolii bu anlamda ¢ok kritik degerlendirmelerdir.

Uygulama prosesleri ve olusan iiriinler agisindan yapilacak bir degerlendirme
biyoteknolojik anlamda mantarlarin ¢ok genis bir spektrumda dagilim gosterdigini
ortaya koymustur. Antibiyotik ve alkol liretiminden enzim ve organik asitlere
farmakolojik bilesiklerden atik su artimlarina ve gida endiistrisine kadar
biyoteknolojinin bir¢ok alaninda mantarlar ve mantar bilesiklerinin 6nemi giin
gectikce artmaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisinin ortaya c¢ikmasi ozellikle genis ebath
genomik analizlerin uygulanabilir olmasini saglamis ve ticari uygulamalar agisindan
mantar kullanimini arttirmistir.  Giinlik hayatta bilimsel yeniliklerle saglanan
degisimler insan yasayis sekillerini bigimlendirmektedir. Bu amagla o&zellikle
rekombinant DNA teknolojileri,sekans analizleri vs. otomatizasyonun hiz kazanmasi
biyolojideki cesitliligin artmasina ve 6zellikle ¢cok genis bir alanda uygulamalarin
olusumu i¢in bir esik (kap1 ) niteligi gérmektedir.

Medikal anlamda dogal diye tabir edilen bilesiklerin saglik amaciyla
kullanilmasiin degerinin yakin zamanda ortaya ¢ikmasi ve ozellikle bu konuda
kullanilan ilaglarla mukayese edildiginde yok denebilecek kadar minimal oranlarda
toksik etkiye sahip Ganoderma sp. ve Trametes sp.cinslerine giren mantar gruplari
bu anlamda yapilan degerlendirmelerde biyoteknoloji basamaklarinda 6n siralara
gelmigtir.

Ulkemiz izolatlarinin biyolojik zenginligi diisiiniildiigiinde degerlendirilerek
uluslararast boyutlarda ele alinmasi bilimsel anlamda bizlere diisen bir sarttir.
Calismanin degerlendirilerek gen bankasinda referans olarak yer almasi diinya
genelinde taninmasini saglamakta ve arastiricilara kaynak niteligi teskil etmektedir.

Bu konuyla ilgili arastiricilarin  galismalarinin uluslar arasi boyutta
degerlendirilerek ele alinmasi mevcut sartlarda biyoteknoloji havuzunda farkh
alternatiflerinde yer almasini saglayacak ve ozellikle insanligin gelisimine biiyiik

hizmetler sunacagi bilincindeyiz.
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