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ONSOZz

Ulkemiz makrofunguslari iizerindeki ¢alismalar hizli bir sekilde artmaktadir. Bu
calismalarin neredeyse tamami mantarlarin morfolojik 6zellikleri konusunda olup
molekiiler diizeydeki calismalar sadece birka¢ tanedir. Hem morfolojik hem de
molekiiler o6zelliklerin  kullanildigi bu c¢alismanin {ilkemiz makrofunguslar
tizerindeki molekiiler sistematik ¢alismalar i¢in temel, 6n adim olacagi kanisindayim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana her tiirli destegi veren ve tez
danmigmanligimi {istlenen degerli hocam Mugla Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Ogretim iiyesi Prof. Dr. Mustafa ISILOGLU’na; beni makrofungus
molekiiler sistematigi konusuna yonlendiren Boliim Baskanimiz Prof. Dr. Hatice
GUNES’e; mantarlar konusundaki bilgi ve deneyimi ile siirekli olarak destegini
gordiigiim boliimiimiiz 6gretim iiyelerinden Yrd. Dog. Dr. Hakan ALLI’ya ve Ula
Meslek Yiiksek Okulu Mantarcilik Ana Bilim Dali Bagskan1 Dog¢. Dr. M. Halil
Solak’a; molekiiler sistematik alaminda uzman olan ve molekiiler sistematik
calismalarinin yapilmasit ve sonuglarin yorumlanmasi konusunda benden higbir
fedakarlig1 esirgemeyen Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Ogretim iiyelerinden Yrd. Dog. Dr. Fatih COSKUN’a ve Yrd. Dog. Dr.
Ekrem DUNDAR ’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuar ¢alismalarinda yardimci olan arkadasim Ars. Grv. Hayrunnisa BAS
SERMENLI ve Ismail SEN’e; arazi ¢alismalarim esnasinda beni yalniz birakmayan
arkadasim Altan TOPAL’a; molekiiler sistematik c¢aligmalarinda yardimei olan
arkadaslarim Sakir AKGUN, Emre SEVINDIK, Ciineyt TEZ ve Giilsiim GOREN’e
tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca desteklerini benden bir an olsun esirgemeyen aileme sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Yapilan bu ¢alisma, 10/34 nolu yiiksek lisans tez projesi kapsaminda Mugla

Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi Komisyonu tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Calismada, Mugla ve ¢evresinde yetisen Gyromitra tiirlerinin klasik ve molekiiler
sistematik analiz metodlartyla teshisi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
Mugla’daki ¢esitli lokalitelerde (Yaras koyti, Yilanli dagi, Ula ve Fethiye ilgeleri)
yapilan arazi caligmalari ile toplanan ornekler degerlendirilmistir. Ornekler
fotograflanip etiketlenerek kurutulmus ve Mugla {iniversitesi fungaryumunda
saklanmistir. Orneklerin makroskobik 6zellikleri kaydedilmis ve her bir 6rnek icin
ayr1 ayri spor, hif, parafiz gibi mikroskobik karakterleri incelenmistir. Kaydedilen bu
karakterler dogrultusunda mantarlar gruplara ayrilmig ve toplam 10 farkli grup elde
edilmistir.

Sistematikte morfolojik karakterler hala gegerliligini korumaktadir. Ancak
Gyromitra’lar gibi bazi mantarlarda morfolojik karakterler teshis icin yeterli
olamamaktadir. Bununla beraber yeni teshis edilen bir tiiriin sistematik kategorisinin
belirlenmesi ve yakin tilirlerin birbirinden ayirt edilmesi i¢in molekiiler sistematik
caligmalar1 yararli oldugu ve anlamli sonuglar verdigi tespit edilmistir. Bu sebeple
molekiiler sistematik c¢alismalar son 20 yildir artarak devam etmistir.
Gyromitra’larda morfolojik agidan problemli gruplardan biri olup diinyada
tanimlanan 69 taksonu bulunmasina ragmen bunlardan sadece 7 tiir kabul
edilmektedir.

Ulkemizde Gyromitra cinsi 5 taksonla temsil edilmektedir. Ancak morfolojik

olarak oldukg¢a farkli Gyromitra orneklerinin bulundugu da asikardir. Morfolojik



Vil

karakterlerle bunlar1 ayirt etmenin zor olmasi sebebiyle bu ¢alismada biitiin bunlara
ek olarak molekiiler sistematik ¢alismalarda yapilmistir. Belirlenen her grup icin bir
tip tiir se¢ilmistir. Sonrasinda CTAB metodu ile DNA izolasyonu yapilmistir. DNA
izolasyonu yapilan her 6rnegin PCR’si yapilmigtir. PCR’de ¢ekirdek DNA’sina ait
rDNA bolgeleri (ntDNA) c¢ogaltilmistir. Primer olarak ITS 4 ve ITS 5M primerleri
kullanilmistir. DNA dizi analizinden sonra her 6rnegin 830 b¢ uzunlugunda DNA
dizileri elde edilmistir. Elde edilen diziler Bioedit filogenetik analiz program ile
islendikten sonra birbiri ile karsilastirilmis ve sonugta 10 farkli gruptan 3 farkli ITS
bolgesi DNA dizisi elde edilmistir. Bu diziler gen bankasinda aragtirilmig ve sonug
itibariyle orneklerden ikisinin G. esculenta’ya % 99, diger birinin ise % 98 oraninda
benzedigi tespit edilmistir. Dolayistyla molekiiler sistematik ¢alismalar sonucu elde
edilen veriler morfolojik bilgileri desteklememistir. Bu sebeple nrDNA’nin
Gyromitra cinsinin sistematigi i¢in uygun bir karakter olmadigi, belirte¢ olarak
DNA’nin farkli kisimlarmin kullanilmasi durumunda daha fazla sayida tiiriin
bulunabilecegi diislintilmektedir.

Bu ¢alismanin bir sonucu olarak 3 takson (Gyromitra tasmanica, Gyromitra
longipes ve Gyromitra esculenta var. fulva) iilkemizde ilk defa kaydedilmis ve yeni

kayit olarak Tiirkiye makrofungus florasina ilave edilmistir.

Anahtar kelimeler: Mugla, Gyromitra, Taksonomi, Molekiiler sistematik, Filogeni

Sayfa adedi : 85
Tez yoneticisi : Prof. Dr. Mustafa ISILOGLU
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ABSTRACT

In this study, it is objected to identfiy Gyromitra taxa which grow in Mugla
basin, by classical and molecular systematic methods. On this idea the field work
(Yaras village , Yilanl forest, Ula, Fethiye) that has been done in various localities in
Mugla and picked samples were studied. Samples have been photographed, labelled,
dried and then stored at Mugla University fungarium. Macroscopic properties of
samples were saved and then for each sample; spore, hyphae, paraphyse, etc.,
microscopic characters have been examined. According to saved characters, samples
were groupped and 10 distinct groups obtained.

Morphological characters have stil been used for systematics. However, some
fungi such as genus of Gyromitra, morphological characters are not sufficient for
diagnosis. Therefore,determination of systematic category of new taxa record and
discrimination of closely related species. Molecular systematic studies are useful and
informative. Because of this, molecular systematic studies have being developed for
20 years. Genus Gyromitra is a complex group for it’s morphology as in the case for
some other groups. Although 69 distinct Gyromitra taxa have been described, only 7
of them are accepted as distinct taxa.

In our country, genus Gyromitra has been represented by 5 taxa. However, it is

expected tahat morphologically distinct groups may be present. Because of the



IX

diffuculty to discriminate fungi using morphological characters, molecular
systematic studies have also been done in this study.

For each distinct group a type species have been identified. For each type species
DNA was isolated with CTAB method and PCR analysis has been carried out for the
same region of genomic DNA. rDNA, which is a part of nuclear DNA is amplified.
For amplification ITS 4 and ITS 5M primers vere used. For each sample 830 bp
DNA strand has been obtained. Strands were processed with Bioedit phylogenetic
analyse programme. Than DNA sequence of each sample has been compared with
each others with Bioedit phylogenetic analysis programme . Eventually 3 different
DNA sequences have been found. DNA strands were searched in Genebank. Results
showed that two of them were owerlapping 99 % with G. esculenta and one of them
was overlapping 98 % with G. esculenta.

However molecular systematic studies were not supporting morphological
studies, we think niiclear rDNA is not a good marker for Gyromitra systematics. So
if any other parts of DNA used as a marker, more species may be obtained.

As a result of this study 3 new taxa (Gyromitra tasmanica, Gyromitra longipes
and Gyromitra esculenta var. fulva) have been found and added as new record to

Turkish macrofungi flora.

Key words : Mugla, Gyromitra, Taxonomy, Molecular Systematics, Phylogeny

Page number : 85

Advisor : Prof. Dr. Mustafa ISILOGLU
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1. GIRIS

Diinyada yasam var oldugundan beri, canlilarin ortak ve temel ihtiyaclarinin en
basinda gelen besin, en 6nemli sorunlardan olmustur. Bu sorun giiniimiizde de hala
devam etmektedir. Mantarlar her ne kadar 1945°li yillara kadar fazla dikkate
alinmasa da bu yilardan sonra oénemli arastirmalara konu olmustur. Bunun sebebi
1945°1i yillarda patlak veren II. Diinya savasi sirasinda goriilen besin kithigidir. Bu
yillardan sonra mantarlarin besin degeri daha iyi anlagilmis ve yemeklik olarak
kullanilmaya baslanmistir (Bresinsky ve Besl, 1990). Bu sebeple bu yillardan sonra
mantarlar ilizerine yapilan calisma sayis1 da hizla artmistir. Artik mantarlarin
giiniimiizde ticari olarak iiretildigi ve bir sektor haline geldigi bilinen bir gercektir.

Mantarlarin ge¢miste de ilkel kabileler arasinda 6nemli bir yere sahip oldugu
yapilan arastirmalar sonucunda kesfedilmistir. Ozellikle haliisinojenik mantarlar
diinyanin ¢esitli yorelerinde kabileler arasinda Onemli bir yere sahiptir. Bu
arastirmalar sonucunda mantarlarin M.O 1000 yillarinda Guatemala halki tarafindan
dini térenlerde tanrinin varliginin kesfini kolaylastirdigi gerekgesiyle kullanildigi
tespit edilmistir. Ayrica bu mantarlar Kizilderililer tarafindan dini amaglar i¢in
kullanilmustir. Inanisa gére tanri onlarla mantar aracihigiyla iletisim kurmaktadir ve
oldiikten sonra ruh goklere yiikselmekte ve mantar yiyerek beslenmektedir. Bu
sebeple bu mantarlar ge¢miste dini ve mitolojik motifler olarak kullanilmistir.
Sibirya’da da bu mantarlarin sosyal toplantilarda sarhos edici olarak kullanildig: da
bildirilmistir (Blackwell, 1988). Ayrica yagmurdan sonra hizl1 bir sekilde biiyiimeleri
sebebiyle eski yunanlilar mantarlarin Zeus’un yildirimlarindan olustuklarini
diisiintirlerdi (Lincoff, 1988).

Halk arasinda kiif, pas, rastik, maya, mildiy0, sapkali mantar, kav mantari, raf
mantar, puf mantar1 olarak bilinen canlilarin tamami mantardir ve mantarlar alemi
icerisinde yer alir. Bu canlilarin bilimsel ad1 fungus olup bu alemi inceleyen bilim
dalina mikoloji, mantarlar1 inceleyen bilim adamlarina ise mikolog adi verilir.

Mantarlar 6karyotik canlilar olup nukleuslar1 ve zarla ¢evrili organelleri vardir.
Klorofil igermezler besinlerini hazir olarak alirlar, yani heterotrofturlar. Sporlarla
eseyli veya eseysiz olarak lrerler. Hiicre ¢eperleri vardir ve ¢eperin ana bileseni
neredeyse her zaman kitindir. Ceperin yapis1 farkli miktarlarda protein, glikoprotein,

lipid ve diger glikoz polimer tabakalarindan (6ncelikle B-1.3 glukan) olusmaktadir.



Glukoz polimerleri bazi Myxomycota ve Mastigomycotina subesinde yer alan
tiirlerde oldugu gibi seliilloz veya bazi mayalardaki gibi mannoz polimeri olabilir.
Biitiin mantarlar bir, iki veya daha fazla c¢ekirdek iceren ipliksi organizmalardir. Her
hiicredeki niikleus sayis1 ilgili mantarin evrimsel gelisim diizeyi ile ilgilidir. En ilkel
grup olan mayalar tek hiicreli ve tek g¢ekirdekli asamadan daha ileri bir agsamaya
gecememislerdir. Bazi mantarlar dimorfiktir, yani ya tek hiicreli maya formunda
veya da cok ¢ekirdekli ipliksi formdadir. Dimorfik funguslar genellikle bitki ve
hayvan patojenik formlar1 arasinda bulunur (Bradt ve Pritchard, 1984). Mantarlarda
kok govde yapraklar gibi doku farklilasmasi yoktur. Hif denilen 6zel yapilarin siki
siktya birlesmesi ile olusmus misel ad1 verilen yapilardan olusurlar. Hifler dallanmis
ipliksi yapilardir. Mantarlar bulunduklar1 ortama miselleri araciligiyla baglanir ve
yine miselleri aracilifiyla bulunduklar1 ortamdan besin ve su alirlar. Farkli sinif
mantarlar farkli hif yapisina sahip olabilirler. Hif yapilar1 mantarlarin teshisinde
kullanilan 6nemli karakterlerden biridir (Tamer vd., 2008).

Mantarlar benzer yanlar1 olmasina ragmen grup olarak algler, bitkiler ve
hayvanlarla yakin akraba degildir, bu sebeple bunlar1 mantarlar olarak ayri bir alem
kabul etmek mantiklidir. Cilinkii mantarlar bitkiler gibi klorofil icermezler. Havyanlar
gibi de ¢epersiz hiicre icermezler. Hiicre ¢eperi bitkilerde oldugu gibi seliilloz degil
kitindir. Ancak hayvanlar gibi depo maddeleri glikojendir. Goriildigii gibi bazi
Ozellikleri itibariyle mantarlar bitkilere, baz1 ozellikleri itibariyle de hayvanlara
benzemektedir. Ama asla bu alemlerden herhangi birinin tiim 6zelliklerini
tasimamaktadirlar (Pritchard ve Bradt, 1984).

Heterotrof yasam tarzi tiim mantarlarin ortak 6zelligidir. Buna ragmen bu yasam
tarzlart bir mantar grubundan digerine degisebilir ve bazi gruplar icin karakteristik
olabilir. Olmiis organizmalarin organik bilesiklerini parcalayarak enerji elde eden
mantarlar saprofitik olarak adlandirilirken, enerjilerini  yasayan bitkiler ve
hayvanlardan elde eden mantarlar parazit olarak adlandirilmaktadir. Cogu parazitik
organizmalar medikal ve ekonomik agidan kiymetli organizmalardir, ¢iinkii bunlar
hem bitkilerde hem de hayvanlarda c¢esitli hastaliklara sebep olmaktadirlar.
Saprofitik mantarlar dogamizin enerji ekonomisi i¢in zorunlu olan canlilardir ve bu
mantarlar dogada bulunan organik maddelerin yapitaslarina ayrilmasina yardimci

olarak dogadaki madde dongiisiinde Onemli rol oynarlar. Ancak mantarlarin bu



Ozellikleri genelde hafife alinmistir. Bazi mantar gruplart da algler ve damarh
bitkilerle (mikorhiza) simbiyotik olarak yasamaktadirlar (Pritchard ve Bradt, 1984).
Alglerle simbiyotik olarak yasamalar1 sonucu likenleri olustururlar.

Mantarlar degisik ortam sartlarinda yasayabilen kozmopolit canlilardir. Bazilar
diinya genelinde dagilim gosterirken bazilari fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktdrler
tarafindan kontrol edilen 6zel dogal ortamlarda yasarlar. Bazilar1 ise sadece 1liman ve
tropik ortamlarda hayatlarin1 devam ettirirler. Bir kismi ise kat1 bir sekilde suculdur.
Bitkiler ve hayvanlarla simbiyotik olarak yasamalar1 sik goriilen bir durumdur
(Pritchard ve Bradt, 1984). Hawksworth (1991)’a gore diinyada 1.5 milyon
makrofungus tiirii bulundugu saniliyorsa da simdiye kadar teshis edilen mantar tiir
sayist 150 bin civarindadir.

Bazi mikolojistler mantarlarin tamaminin tek bir atadan geldigini (monofiletik)
One siirerken bazi mikolojistler ise farkli mantar gruplarimin farkli atalardan
(polifiletik) tiiredigini 6ne stirmiislerdir. Bu baglamda Ascomycetes’lerin filogenetik
olarak  Rhodophyta’dan  tliredigini  kabul ederlerken, Zygomycetes’lerin
Cholorophyta’dan tiiredigini 6ne silirmiiglerdir. Bazi arastirmacilar da mantarlarin
seliloz hiicre duvarlarinin olmamasindan dolayr protistalarin kamgili atalarindan
tiiredigini One siirmektedirler. Yapilan molekiiler sistematik c¢alismalarda ise
Chytridiomycota ve Zygomycota subelerinin diger subeler ile ayni ortak atadan
gelmedigi saptanmistir (Nagahama vd., 1995, James vd., 2000). Protozoanlar ve
mantarlar arasinda bir akrabalik oldugu bilinmesine ragmen bunu tam olarak
belirlemek zordur (Pritchard ve Bradth, 1984).

Mantarlar, makrofunguslar ve mikrofunguslar olmak {izere ikiye ayrilmislardir.
Mikrofunguslar gozle goriilmeyen mantarlar olup ancak mikroskop altinda
goriilebilmektedirler. Makrofunguslar gozle goriilebilecek kadar biiyiik mantarlardir.
Ulkemizde goriilen iklim ¢ok sayida tiir iceren zengin bir bitki floramizin olusmasina
sebep olmustur. Bu baglamda {ilkemizde goriilen bitki tiirii sayist Avrupa ile
neredeyse aym  sayidadir. Ulkemizin  fungus  florasinin  zenginliginin
yorumlanmasinda bitki florasinin bu durumu bir kisas unsuru olarak kullanilabilir.
Fungus floramizin zenginligi ile beraber bu konuda yapilan c¢alisma sayisi
yetersizdir. Simdiye kadar {ilkemizde 2400 kadar makrofungus tiiriiniin bulundugu

tespit edilmistir (Solak vd., 2007). Ancak bu mantarlarin sayisinin yapilacak



caligmalarla artacagi tahmin edilmektedir. Artisin sebebi daha 6nceden yapilan
mantar teshislerinin yanlis olabilecegi, arazi c¢alismasi yapilmamis lokalitelerin
varlig1 gibi sebeplerdir. Makrofunguslar daha ¢ok Ascomycetes ve Basidiomycetes
subeleri icerisinde yer almaktadir. Bununla birlikte iilkemizde mikrofunguslar
lizerine yapilan c¢alisma sayisi yok denecek kadar azdir. Ayrica tiirlerin teshisinde
morfolojik karakterlerin yetersiz olmasi énemli sorunlardan biridir. Avrupa’da ¢ok
yaygin olarak kullanilan ve anlamli sonuclar veren molekiiler metotlarin iilkemizde
neredeyse hi¢ kullanilmamas1 6nemli bir eksik olarak goriilmektedir.

Mantarlarin ¢ogunun iireme potansiyelleri diger canlilara gore c¢ok daha {ist
seviyededir. Bazi1 cinslerde {iretilen spor sayist1 milyarlarca olabilmektedir.
Mantarlarda hem eseyli hem de eseysiz iireme goriilebilmektedir. Ancak hem eseyli
hem de eseysiz iiremede spor olusturulmaktadir.

Aseksiiel sporlar nerdeyse her zaman biitiin mantarlar tarafindan {retilir.
Genellikle sporangia adi verilen 6zel yapilar icerisinde gelisir. Seksiiel hiicreler
(gametler) gametangia olarak adlandirilan yapilar tarafindan iiretilirler. Mantarlarda
eseyli {ireme izogami, anizogami ve oogami ile gerceklestirilir. Izogami bircok ilkel
cins icin karakteristik iken oogami tiiremis formlar arasinda goriiliir. Oogami alg
cinsi olan Vaucheria da goriilen tarza benzemektedir. Mantarlarda eseyli ireme bir
gametin diger bir gametle, bir hifle bir gametongiyum, bir gametangiyum ile bir hifin
farkli kombinasyonlarinin birlesmesi ile basarilabilir (Tamer vd., 2008). Sporangialar
ve gametangialar arasindaki farklillk ve mimari ¢ogu mantarin teshisi ve
siniflandirmasinda karakter olarak kullanilabilmektedir. Uretken hiicrelerden iiretilen
spor veya gametlerin hareketli veya hareketsiz olmasi da teshis ve siniflandirma i¢in

kullanilan diger bir karakterdir (Pritchard ve Bradt, 1984).

1.1 Mantarlarin Kullanim Alanlari

Mantarlar giiniimiizde ¢ok ¢esitli alanlarda kullamlmaktadir. Oncelikle mantarlar
onemli besin kaynaklarimizdan birisidir. Mantarlar1 yenen, yenmeyen ve zehirli
mantarlar olarak ii¢ gruba ayirmak miimkiindiir. Yenmeyen mantarlar grubu zehirli
olmayip pisirilmesi zor, sert, koti kokulu ve lezzetli olmayan, daha cok agac
mantarlarini i¢ine alan gruptur. Yenen mantarlarin sap, sapka ve miselleri yemek

olarak kullanilabilmektedir. Gliniimiizde yemeklik olarak kullanilan mantarlarin



bilesiminde gercek seliiloz yoktur, ayrica protein, vitamin ve mineral madde
icermelerinden sebebiyle iyi bir besin kaynag: olarak kabul edilebilmektedir (Oder,
1988). Vitaminlerden pantotenik asit, tiamin, nikotenik asit, biyotin, askorbik asit, D
vitamini, riboflavin, minerallerden; demir, bakir, kalsiyum, fosfor, potasyum,
sodyum, klor, ¢inko, brom, mangan bulunur. Ayrica bunlar iyi bir folik asit
kaynagidir (Tokita vd., 1972; Giinay, 1995). Ayrica mantarlarin yetisme ortamina
gore degismekle birlikte % 90’m su (Oztirk ve Kasik, 2000) % 16-85’ini
karbohidratlar % 0.2-87’sini lipidler, % 14-44’{inii proteinler, % 1-29’unu vitaminler
ve mineraller gibi kiiller olusturmaktadir (Griffin, 1981). Ancak mantarlar kesinlikle
¢ig olarak yenilmemelidir. Ayrica sindirilmeleri zor besin olmalar1 sebebiyle ¢ok
fazla tiikketilmemelidir. Yendigi zaman ise mide asir1 derecede doldurulmamalidir.
Yemek istemeyen kisilere yemesi i¢in 1srar edilmemelidir (Bresinsky ve Besl, 1990).

Mantarlar ilk defa 16 y.y’da Fransa da kiiltiir ortamima alinmistir (Chang ve
Miles, 1989). Icerisinde bulunan protein miktar: siitte bulunan protein miktari ile
ayni seviyededir. Ancak etle kiyaslanamayacak kadar azdir. Bu agidan mantarlar
genellikle besin degeri i¢in degil de farklilik olmasi i¢in tercih edilen bir besin
kaynagi olarak kabul edilmelidir.

Mantarlar medikal agidan da cok degerlidirler ve cesitli ilaglarin yapiminda
kullanilmaktadirlar. Mantarlarin bu 6zellikleri uzun zamandan beri bilinmektedir.
Mantarlarin medikal amacli kullanimlar1 Avrupa’da yaygindir ancak kesinlikle
Asya’daki kadar degildir. Eski yunanlilarda birka¢ mantar tiiriiniin medikal amaclh
olarak kullanildig1 bilinmektedir (Hobbs, 1995). Amerikan kabileleri ise mantarlari
onemli bir besin kaynagi olarak kabul etmemekle birlikte birka¢ mantar tiirlinii
ozellikle yanik tedavilerinde kullandigi bilinmektedir (Burk, 1983). Mantarlarin
Asya’da kullanim1 7000 y1l 6ncelere kadar dayanmaktadir. Cinliler mantarlar1 daha o
yillarda i¢ki ve bazi {iriinleri fermente etmek icin kullanmiglardir (Wang, 1985).
Mantarlarin  tibbi  etkileri bes grupta toplanabilir bunlar; antibiyotik etki,
hipolipidemik (yliksek kolesterolii diizenleyici) etki, karacigeri koruyucu etki,
bagisiklik sistemini diizenleyici etki ve antidiyabetik etkidir (Wasser ve Weis, 1999).
Ayrica son zamanlarda mantarlarin antikanser 6zellikleri tizerinde ¢ok fazla ¢alisma
yapilmistir ve sonu¢ olarak kanser tedavisinde Onemli basarilar elde edilmistir

(Furue, 1985; Kasamatsu, 1982; Torisu, 1990; Zhu ve Yu, 1990; Nanba, 1993). Son



yillarda Alman arastirmacilar mantarlarda bulunan heteropolisakkaritlerin immiin
sistemi aktive eden polisakkaritlere benzer yapida olduklarini belirtmislerdir
(Wagner ve Proksch, 1985). Medikal olarak kullanilan mantarlarin basinda
Ganoderma lucidum (reishi), Cordyceps sinensis, Lentinula edodes (shiitake),
Trametes versicolor, Grifola frondosa (maitake), Scihizophyllum commune, gibi
mantarlar gelmektedir (Hobbs, 1995). Bu sebeple bu mantarlarin seri bir sekilde
tiretimleri yapilmakta ve satilmaktadir. Bu medikal mantarlar ¢ogunlukla agac
mantarlaridir ve ¢aylar1 yapilarak igilirler.

Claviceps purpurea, Ustilago maydis, Saccharomyces cerevisiae gibi bazi mantar
gruplarindan ¢esitli alkoloid ve antibiyotik (penisilin) iiretimi yapildigi da
bilinmektedir. Penicillium tiirleri de bunlardan biri olup ergotamin, kortizon gibi
cesitli onemli ilaglarin yapilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica amilaz, pektolaz gibi
enzimlerle giberallin gibi bazi hormonlarin iiretilmesinde de kullanilmaktadirlar.
Bazi tilirlerden ise genetik ¢alismalarda deney materyali olarak faydalanilmaktadir
(Tamer vd., 2008).

Bazi parazitik funguslar tarim zararli ve hastaliklariyla biyolojik miicadele de
kullanilmaktadir. Ayrica baz1 mantarlarin agir metal depolama kapasitelerinin yiiksek
oldugu bilinmektedir. Bu ag¢idan diisiiniildiigiinde bu mantarlar agir metallerle
kirlenmis arazileri temizlemede kullanilabilecektir (Ertugay ve Bayhan, 2008).

Biitiin bunlarin yaninda tarim sektoriinde bitkiler iizerinde parazit olarak
yasamast sonucu 6nemli miktarlarda iiriin kayiplarina sebep olabilmektedirler. Buna
ornek olarak misirda meydana gelen ve misir rastigi olarak bilinen Ustilago mydis ve
cavdarda olusan ve ¢avdar mahmuzu olarak bilinen Claviceps purpurea, patates
mildiy0sii olarak bilinen Phytophtora infestans’tir. Patates mildiyosii 1840’11 yillarda
Irlanda da kithiga sebep olarak 1 milyon insanin dliimiine sebep olurken, 1943 te
Banglades’te piringte parazit olarak yasayan bir mantar tiirii de yine kithiga sebep
olmustur (Tamer vd., 2008).

Ayrica insan ve hayvanlarda da hastalik meydana getiren parazit mantarlar
vardir. Bunlarin meydana getirdigi hastaliklara mikéz adi verilir. Bu hastalik
ozellikle tropikal iilkelerde yaygindir. Mantarlar kan dolagimai ile tiim viicuda dagilip

i¢ organlarda da rahatsizlia sebep olabilir.



Mantarlar aleminden olan mayalar, firincilik ve fermantasyon endiistrisinin
temelini olusturur. Ekmekleri kabartmak i¢in kullanilan hamur mayasi bunun en iyi
ornegidir.

Gyromitra cinsi de askuslu mantarlar icinde bulunan 6nemli cinslerden biridir.
Toplamda tanimlanan 69 kadar tiirii bulunmasina ragmen bunlardan sadece 7’si
kabul gormektedir. Bu durumun sebebi morfolojik karakterlerin yetersiz olusu
nedeniyle teshislerin yanlis yapilmasidir. Ortam sartlarina goére makroskobik
ozelliklerin belirli sinirlar icinde degismesi yanlis teshislerin en biiyiik sebebidir.
Morfolojik karakterlerin bu sekilde degisken oldugu disiiniiliirse sistematikte
sorunlarin yasanmasi kaginilmaz olacaktir. Bu durum cins igerisindeki sistematik
problemin c¢oziilmesinde alternatif metotlarin kullanilmasini zorunlu kilmaktadir.
Molekiiler filogenetik c¢alismalar ise 1960’lardan beri hizla yayginlagmakta ve
filogenetik akrabaliklarin belirlenmesinde anlamli sonuglar vermektedir.

Ulkemizde yapilan klasik sistematik ¢alismalarina gore bu cinse ait 5 takson
bulunmaktadir. Ancak yapilan arazi ¢aligmalarina gore birbirinden morfolojik olarak
oldukga farkli gruplar vardir.

Yapilacak kapsamli c¢alismalar sonucunda bu tiir sayisinin ¢ok daha fazla
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun icin c¢alismalarda klasik sistematige ek ve
alternatif olarak molekiiler sistematik yontemler kullanilmis ve bu calismalar
sonucunda iilkemizde Gyromitra cinsine ait bagka tiirlerin de varligi ortaya

cikarilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Yapilmis Calismalar

Diinyada mantarlarin smiflandirmasi 1ilgili ilk ¢aligmalar Linne tarafindan
yapilmis olup “Species Plantarum” adli eserinde mantarlar1 Cryptogamia fungi adi
altinda bir smifta toplamistir. Ancak mikolojinin modern kurucusu Antonio
Michelli’dir. 1719 yilinda ele aldig1 eseri “Nova Genera Plantarum” isimli eserindeki
tariflerden bugiin dahi faydalanilabilecegi belirtilmektedir. Mantarlarin taksonomileri
ile ilgili yayinlanan ilk eserler Persoon (1801)’un “Synopsis Metotica Fungorum” ile
Fries (1821-1832)’in “Systema Mycologium” adl1 kitaplaridir.

Ulkemizde makrofunguslar iizerine yapilan ¢alismalar gdzden gecirildiginde,
yeterli olmadigi ve iilkemizin makrofungus florasinin tamamlanmasi i¢in daha ¢ok
calisiimas1 ve yakin tilirlerin birbirinden ayrilmasi ig¢in alternatif metotlarin
kullanilmas1 gerektigi goriilecektir. Buna ragmen o6zellikle son yirmi yilda énemli
mesafeler kat edilmistir. Ulkemizde mantarlar iizerine yapilan ¢alismalar asagidaki
sekilde 6zetlenebilir.

Tirkiye'de mantarlar iizerine ilk ¢alisma Rigler (1852) tarafindan yapilmistir ve
bu ¢alismalarda Istanbul ¢evresinden 17 tiir teshis edilmistir. Tchihatcheff ( 1860),
Istanbul ¢evresi ve Belgrad ormani'ndan yetisen 33 tiir belirlemistir. Fritsch (1873),
Istanbul cevresi ve Belgrad ormanindan 4 tiir, Maire (1904) ise, Bursa-Uludag ve
Ankara-Mersin yolu iizerinde ¢alismalar yapmislar ve biiylik ¢ogunlugunu pas ve
parazit mantarlarin olusturdugu 56 tiir belirlenmistir. Handel-Mazzetti (1909),
Istanbul, Samsun , Bursa-Uludag, Trabzon ve Ordu illerinden 44 tiir, Zwara (1932),
degisik lokalitelerden Russula cinsine ait 14 tiir belirlemistir. Sonrasinda ise Albert
Pilat Cankin1 Ilindeki Biiyiik Ilgaz ve Kiigiik Ilgaz daglarinda degisik zamanlarda
yapmis oldugu arazi ¢aligsmalari ile toplam 118 tiir belirlemistir (Pilat, 1932; 1937).
Bunu takiben Alman bilim adami1 Kurt Lohwag, Belgrad ormanlarinda 88 tiir ve
kavaklarda bulunan ve odun tahripgisi olan 4 tiir belirlemistir (Lohwag, 1957;
Lohwag 1959). Lohwag, orman fitopataloglarina, aga¢ paraziti olan mantarlar
lizerine ¢alisma yapmalar1 konusunda onder olmustur ve bu tarihten sonra odun
tahripeisi mantarlar {izerine yapilan ¢aligmalar artmistir. Selik (1957), Giineybati
Anadolu'da odun tahripgisi olan Schizophyllum commune Fr.’yi incelemis, Lohwag

(1964), Belgrad ormaninda yaptig1 ¢alisma da bir Myxomycetes, bir Phycomycetes,



19 Ascomycetes, 58 Basidiomycetes, bir Gasteromycetes, 2 Uredinaceae ve 13 tane
de fungi imperfect’den olmak lizere toplamda 95 tiir tespit etmis ve “Belgrad
ormanindan mikolojik notlar” adi altinda yaymlamistir. Yine Lohwag (1965),
Ankara ve ¢evresinde bulunan 13 tiir, Selik (1965), Belgrad ormanindan yenilebilen
12 tiir, Selik ve Aksu (1967), Istanbul parklarindan odun tahripgisi 12 tiir tespit
etmistir.

Bu tarihten sonra yenen ve zehirli makrofunguslar {izerine yapilan ¢alismalar
yapilmustir. Oder (1972), Bolu ili ve gevresinde zehirli ve yenen 51 tiir, Oner (1972),
Istanbul, izmir, ve Mugla yoresinden 100 tiir, Karamanoglu ve Oder (1972, 1973),
Bursa yoresinden 13 tiir ile Usak ve Corum'da meydana gelen mantar zehirlenmeleri
ile birlikte 3 zehirli, 2 yenen toplam 5 tiir belirlemislerdir. Teshis edilen zehirli tiirler
Inocybe fastigiata (Schff.: Fr.) Quél., Amanita verna Bull., ve Agaricus xanthoderma
Gen., iken yenen tiirler Agaricus campestris (L.) Fr. ve Amanita alba Gill. dir. Selik
(1973, 1982), Tirkiye genelinde odun tahripgisi 123 tiir tespit ederken Dogu
Karadeniz bolgesinde ise 18 tiir tespit etmistir. Stimer (1976), Belgrad ormaninda
kesilmis agaglardan 24 tiir belirlemistir. Kotlaba (1976), Amanos daglarindan 21 tiir
tespit ederken, Oder (1976), I¢ Ege ve Bat1 Karadeniz bolgelerinde yenen 6 tiir tespit
etmistir. Niemala ve Uotila (1977), Bolu, Istanbul ve Izmit illerinden 22 tiir
belirlemistir. Oder (1977), iilkemizde yetisen bazi zehirli mantarlar ve tedavileri
hakkinda bilgi vermistir. Siimer (1977), Istanbul Belgrad ormaninda yetisen ve
agaclarda ¢iiriikliilk yapan 12 tiir belirleyerek, bu tiirlerin fizyolojiler iizeine
caligmalar yapmistir. Watling ve Gregory (1977), {ilkemizin ¢esitli illerinde
captiklar1 ¢alismalarda 20 familyaya ait 92 tiir belirlerken, Oder (1978), Orta ve
Dogu Karadenizde yenen mantarlardan 39 tiir belirlemislerdir. Giicin ve Oner
(1982), Manisa il sinirlar iginde 20 tanesi lilkemiz i¢in yeni kayit olan 70 tiir
belirlemislerdir ve yine aym yil igerisinde ve yine Manisa ilinde Ascomycetes
smifindan {ilkemiz fungus florasi i¢in 6 yeni tiir tespit etmislerdir. Oder (1982),
Kastamonu yoresinden 12 adet yenebilen, 2 zehirli ve bir adet yenmez mantar tiirii
tespit etmistir. Stimer (1982), Bolu yoresinden 102 odun tahripgisi mantar
belirlemistir. Selik ve Siimer (1982), iilkemizin ¢esitli illerinden Tiirkiye i¢in yeni
kayit olan 45 tiir tespit etmislerdir. Abatay (1985), Dogu Karadeniz Bolgesi'nde
degisik yerlerden odunsu bitkilerde parazit olarak yasayan 62 tiir tespit etmistir.
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Giicin 1983 yilinda, Elazig il siirlart i¢cinde 58 tiir belirlemis (Giicin, 1983) olup
bunlardan iilkemiz i¢in yeni kayit olanlar1 yaymlamistir (Giicin,1983). Abatay
(1984), iilkemiz ormanlarinda yetisen ve halk tarafindan toplanip yenen mantarlardan
67’si hakkinda bilgi vermistir. Oner vd. (1984), iilkemizin cesitli illerinde parazit
mantardan 46 tiir belirlemisdir. Abatay (1985), kardeniz bolgesinin Orta ve Dogu
Karadeniz boliimlerinde yetisen 47 mantar tiirii belirlemistir. Altan vd. (1986),
Erzurum, Senkaya, Giilveren kdyiinde 40 mantar tiirii belirlemislerdir. Oder (1986),
Sinop ve Artvin illeri arasinda yetisen 10 adet zehirli mantar tiirlinii tanimlayip
yayinlamistir. Glicin (1987), Potiirge'de (Malatya) 41 mantar tiirii tespit etmistir.
Isiloglu (1990), Malatya ilinde ¢alismalar yapmis ve 25 tane yenen ve zehirli mantar
tiri belirlemistir. Stimer (1987), iilkemiz yenen matralarindan 32 tiir hakkinda
ayrintilt bilgiler vermis ve ¢izimlerle bu tiirleri tarif etmeye c¢alismis ve bu bilgileri
bir kitap halinde yayinlamistir. Abatay (1988), degisik ortam kosullarinda hayatini
stirdiiren 75 mantar tiirii hakkinda bilgi vermistir. Abatay (1988), iilkemizdeki yenen
mantar tilirlerinden olan 26 mantar hakkinda bilgi verdigi bir kitap¢ik yayinlamistir.
Oder (1988), Sinop-Artvin illerinde halk tarafindan tiiketilen 14 yabani tiir
belirlemigstir. Giicin (1988), Elazig, Erzurum, Bing6l, Mus, Malatya gibi illerden
odun tahripgisi 31 adet mantar tiirii  belirlemistir. Siimer (1989), iilkemizin degisik
yorelerinden Tiirkiye i¢in yeni kayit olan 43 tiir tespit etmistir. Asan ve Glicin
(1990), tarafindan Istranca daglarinda 42 tiir belirlemistir. Solak ve Giicin (1990),
Bursa ve ¢evresinden 72 tiir tespit etmistir. Tamer vd. (1990), Bingol, Bitlis,
Erzurum, Hakkari, Kars, Malatya, Tunceli ve Van’dan 46, Elazig Hazar daglarindaki
bitkilerden ise 43 parazit mantar tiirii belirlemisler ve bu calismalarint ‘‘Dogu
Anadolu Florasinda Bazi Parazit Funguslar” adi altinda yaymlamiglardir. Giicin
(1991), Firat havzasinda (Elaz1g) yetisen 18 adet tibbi ve zehirli mantar tiirii tespit
etmistir. Isiloglu ve Watling (1991), Adana' da Lepiota helveola Bres.” zehirlenmesi
hakkinda bilgi vermistir. Watling ve Isiloglu (1991), Akdeniz havzasinda ilk kez
belirlenen Torrendia pulchella Bres. tiirii hakkinda bilgi vermistir. Gezer (1992),
Denizli ilinden 51 tiir belirlemistir. Isiloglu (1992), Adana ve Mersin illerinden 67
adet yenen ve zehirli mantar tiirii belirlemistir. Isiloglu ve Watling (1992), Akdeniz
bolgesinden 79 mantar tiirii belirlemisdir. Sesli (1993), 1992 yilinda, Trabzon ili
Magka ilgesinden 64 mantar tiirii belirlemistir. Solak ve Giicin (1992), Bursa
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yoresinden 36 adet yenen mantar tiirli belirlemistir. Yalinkili¢c vd. (1992), Morchella
tiirlerinin Trabzon' da yetisme sartlarim1 incelemisdir. Giicin (1993), Kozak
yaylasinda (Bergama-izmir) yetisen Morchella tiitleri hakkinda calisma yapmustir.
Parlak ve Giicin (1993), Cildir goliinde 20 parazit ve 5 yenen mantar tiirii
belirlemistir. Afyon (1994), Isparta yoresinden 13 yenen mantar tiirii ve 11 yeni kayit
belirlemistir. Baydar ve Sesli (1994), Akcaabat’tan (Trabzon) 40 tiir belirlemistir.
Bunlardan 14 tanesi ise Tiirkiye i¢in yeni kayitttir. Isiloglu (1994), Tiirkiye mantar
florasina yeni bir ilave yapmistir. Kasik (1994), Konya ilinde agaglar iizerinde
yetisen mantarlar lizerine yaptig1 aragtirmada 17 tiir belirlemis ve bunlarin 4 tanesini
Tirkiye i¢in yeni kayit olarak vermistir. Sesli (1994), Trabzon yoresinden 81 tiir
tespit etmigstir. Giicin vd. (1995), Bati Anadolu' da yayilis gdsteren mantarlarin
yetisme ortamlarina gére dagilimlart hakkinda bilgi vermislerdir. Giicin vd. (1995),
Uludag'da yaptiklart ¢aligmalar sonucunda 85 tiir belirlemistir. Giicin ve Isiloglu
(1995), Ascomycetes’lerden 3 yeni cins belirlemislerdir. Isiloglu vd. (1995), 1994
yilinda Istanbul'da meydana gelen mantar zehirlenmelerini arastirmislar ve sonug
olarak 40 tiir belirlemislerdir. Sonrasinda ise mantar zehirlenmeleri hakkinda genel
bilgi vermislerdir. Isiloglu ve Giicin (1995), Bursa' da yaptiklari ¢alismalar sonucu
Ulkemiz i¢in yeni bir familya tespit etmislerdir. Isiloglu ve Oder (1995), Akdeniz
bolgesinde yetisen mantar tiirlerine 146 mantar tiirii daha ilave etmistir. Kasik ve
Oztiirk (1995), Aksaray ilinde yaptiklar1 calismalarda 17 mantar tiirii belirlemis ve
bunlardan 3’ illkemiz i¢in yeni tiir olarak kayitlara gecmistir. Sesli (1995),
Gasteromycetes 'lerden Tulostoma brumale Pers.” yi ilk kez tespit etmistir. Toprak
(1995), Nigde yoresinde yaptig1 calismalarda 42 mantar tiiri belirlemistir. Watling
vd. (1995), iilkemizde yetisen Battareae phalloides hakkinda bilgi vermislerdir.
Yildiz ve Ertekin (1996), Diyarbakir'dan iilkemiz i¢in yeni 2 tiir belirlemistir. Afyon
(1996), Isparta, Konya, Beysehir yoresinden toplam 152 tiir tespit etmistir. Demirel
(1996), Van yoresinde yaptigl caligmalarda toplam 50 tiir belirlemistir. Demirel ve
Uzun (1996), Van golii cevresinde odun tahripgisi 8 mantar tiirii tespit etmistir. Erkal
(1996), Kapidag yarimadasinda yaptigi tez calismasinda 35 tiir belirlemistir. Sesli
(1996), Trabzon'da iilkemiz i¢in 2 yeni tiir belirlemistir. Yilmaz vd. (1997), Soma
(Manisa) g¢evresinde 52 tiir belirlemislerdir. Askun ve Isiloglu (1997), Balya'dan
(Balikesir) 56 tiir belirlemistir. Afyon (1997), Derbent ve Seydisehir yoresinden
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toplam 109 tiir belirlemistir. Bu tiirlerden 15’1 lilkemiz i¢in yeni kayittir. Ayrica yine
Derbent’ten yeni Ascomycetes kaydi vermistir. Demirel (1997), Ardanug'tan (Artvin)
3, Van'dan (1997), 2 yeni Ascomycetes kaydi1 vermistir. Isiloglu (1997), Sarigigek
yaylasinda yaptig1 ¢aligmalar sonucunda (Malatya) 44 tiir tespit etmistir. Yildiz ve
Ertekin (1997), Diyarbakir'da tespit ettigi 31 taksondan 2 tanesinin yeni kayit
oldugunu belirtmistir.

Kasik ve Oztiirk (1998), 1990 yilinda Istanbul'da goriilen mantar
zehirlenmelerinin ardindan yaptiklar: ¢aligmalar sonucunda 25 tiir belirlemislerdir.
Bunlarin 3 tanesinin Oldiiriicii tiirler olan Amanita phalloides (Fr.) Link, Amanita
citrina (Sch.) Pers., ve Amanita muscaria (L.) Hook. oldugunu belirtmislerdir. Sesli
(1998), Magka (Trabzon)'da yaptig1 calismalar sonucunda 10, Trabzon yo&resinde
yaptig1 ¢aligmalarda ise 4 yeni Ascomycetes tiirii belirlemistir. Solak (1998), lilkemiz
icin yeni bir Ascomycetes cinsi belirlemistir. Solak vd. (1999), Izmir yéresinde
yaptiklar1 c¢alismalarda 104 tiir belirlemislerdir. Demirel ve Uzun (1999),
Sarikamis'tan (Kars) ililkemiz i¢in yeni 4 kayit belirlemistir. Kaya (1999), Mus ve
Bitlis yoresinde yaptig1 ¢aligmalarda toplamda 71 tiir belirlemistir. Aslantag (1999),
Sivas yoresinde yaptigi calismalarda 70 makrofungus tiiri tespit etmigtir. Alli ve
Isiloglu (2000), Mugla yoresinden 32 parazit fungus tiirii tespit etmistir. Sesli ve
Tiirkekul (2000), Ordu ve Tokat yoresinden iilkemiz i¢in yeni 3 tiir belirlemislerdir.
Gezer (2000), iilkemiz i¢in yeni kayit olan bir cins ve 5 tlir bulmus ve bu tiirler
hakkinda bilgi vermistir. Kaya (2000), iilkemiz i¢in 2 yeni cins bulmustur. Kaya ve
Demirel (2000), Tiirkiye icin 4 yeni Entoloma tiiri tespit etmistir. Sesli vd. (2000),
Tokat yoresinden 3 yeni Tulostoma tiiriini kayitlara ge¢irmislerdir. Dogan vd.
(2000), tilkemiz i¢in 2 yeni tiir bulmustur. Durukan (2000), Cal (Denizli) yoresinde
yaptig1 ¢aligmalarda 29 tiir tespit etmistir. Solak vd. (2001), Tiirkiye floras1 igin 3
yeni Agaricus tiri kaydetmislerdir. Kaya (2001), Bitlis yoresinden 60 tiir
belirlemistir. Oztiirk vd. (2001), Tiirkiye fungus florasina 2 yeni tiir eklemislerdir.
Aktas (2001), Ahirli, Yalihiiyiik ve Bozkir (Konya) ilgelerinde yaptigi ¢alismalarda
95 makrofungus tiirlii tespit etmistir. Demirel vd. (2002), Agr1 yoresinden 45 tiir
tespit etmistir. Oztiirk (2002), fungus florasina 2 yeni tiir eklemistir. Afyon ve Konuk
(2002), Zonguldak yoresinde yaptiklar1 calismalarda 77 takson tespit etmislerdir.
Dogan ve Isiloglu (2002), Tiirkiye i¢in yeni bir Ascomycetes tiirii teshis etmislerdir.
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Kagik vd. (2003), Yahyali (Kayseri) yoresinden 94 takson tespit etmisdir. Solak ve
Yilmaz (2003), Mugla yoresinde yaptiklar1 ¢calismalarda Tiirkiye florasi i¢in 5 yeni
tiir bulmustur. Oztiirk ve vd. (2003), Alanya (Antalya) ydresinden 177 makrofungus
tiird tespit etmistir. Demirel vd. (2003), Erzurum yoresinden 114, Peksen ve Karaca
(2003), Samsun yoresinden 169 takson belirlemistir. Solak vd. (2003), yeni bir tiirii
Tirkiye makrofungus florasina eklemistir. Afyon (2004), Sinop yoresinin
mantarlarim1 ¢alismis ve 170 takson tespit etmistir. Tespit edilen mantarlardan 32
tanesinin Tiirkiye icin yeni kayit oldugu belirlenmistir. Akata (2004), Kizilcahamam
Soguksu Milli Parkin (Ankara)’da yaptigi calismalarda 113 tiir tespit etmistir.
Demirel vd (2004), Phallales ordosundan olan Phallus hadriani Vent.: Pers. ve
Mutinus caninus (Hud.: Pers.) Fr.’u iilkemiz fungus florasina yeni kayit olarak
eklemistir. Kostekei (2004) Eskisehir’den 118 tiir tespit etmistir. Ersel ve Solak
(2004), Izmir ili makrofunguslarma katkilar adli calismalarinda 55 takson
belirlemistir ve bunlardan 3 tanesi (Geastrum badium Pers., Geastrum fornicatum
(Huds.) Hook ve Collybia distorta (Fr.) Quél.) iilkemiz makrofungus florasi i¢in yeni
kayittir. Kasik vd. (2004), Coprinaceae ve Bolbitiaceae’den Tiirkiye florasi i¢in 9
yeni kayit vermistir. Oner ve Gezer (2004)’in Bati Anadolu’da yaptiklari
caligmalarinda 201 tiir vermistir. Bu tiirlerden 67’s1 Tiirkiye icin yeni kayittir. Solak
vd. (2004), batt Anadolu’dan iilkemiz i¢in yeni bir Morchella sp. kaydi verirken yine
ayni yil icerisinde iilke genelinde yaptiklar1 ¢alismalar sonucu 5 yeni Morchella
kaydi yapmuglardir. Yilmaz vd. (2004), iilkemizde yetisen Ramaria tiirleri hakkinda
bilgi vermislerdir. Dogan vd. (2005), Aphyllophorales takimi i¢in bir kontrol listesi
hazirlamiglardir. Mendil vd. (2005), Ordu yoresinde yetisen mantar Ornekleri
icerisinde bulunan iz elementler {izerine ¢alisma yapmislardir. Sesli ve Denchev
(2005), iilkemizde yetisen Myxomycetes ve makrofunguslar i¢in bir kontrol listesi
hazirlamislardir. Solak vd. (2005), iilkemiz i¢in yeni kayit olan Morchella exima f.
Schizocostata’nin morfolojik ve anatomik karakterizasyonunu yapmislardir. Yilmaz
Ersel ve Solak (2005), lilkemizde yetisen Russula tiirleri iizerine ¢alisma yapmis ve
yeni bir Russula tiirlini kayit altina almiglardir. Yine ayni yil igerisinde Hydnellum
cinsi i¢in yeni bir kayit ve kontrol listesi hazirlamiglardir. Yilmaz vd. (2005), Tiirkiye
icin yeni bir makrofungus tiirii kayit altina almiglardir. All1 vd. (2006), Aydin yoresi

zehirli mantarlar1 hakkinda bilgi vermislerdir. Dogan ve Karadelev (2006),
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Pyrofomes demidoffii ve Antrodia juniperina parazit tiirlerinin ekolojileri ve
dagilimlar1  hakkinda bilgi vermislerdir. Alli vd. (2007), Aydin yoresi
makrofunguslar1 hakkinda bilgiler vermislerdir.

Bu tarihten sonra iilkemizde mantarlarin antimikrobiyal, sitotoksik, mutajenik
aktiviteleri ile ilgili ¢aligmalar artmigtir. Ayrica mantarlarin tibbi 6zellikleri ve agir
metal tutma ve ¢esitli enzimleri iiretme kapasiteleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda da
artis olmustur. Asma vd. (2007), 6lii fungal biyokiitleyi agir metalleri temizleme de
kullanmiglardir. Duman vd. (2007), baz1 makrofunguslarin antimikrobiyal aktiviteleri
lizerine ¢esitli calismalar yapmistir. Solak vd. (2007), Tiirkiye makrofunguslari
kontrol listesini hazirlamislardir. Bu kontrol listesine gore iilkemizde 2388
makrofungus taksonu vardir. Unyayar vd. (2007), Coriolus versicolor and Funalia
trogii tlrlerinin memeli hiicresi iizerindeki sitotoksik ve mutajenik aktivitesini
arastirmiglardir. Aytar ve Cabuk (2008), Trametes versicolor un linyit komiiriinden
kiikiirt tutma kapasitesi iizerinde ¢alisma yapmiglardir. Demir ve Yamag (2008), bazi
Basidiomycetes tlirlerinin, basidyokarplarinin antimikrobiyal aktiviteleri {izerine
cesitli calismalar yapmislardir. Helfer (2008), Giineybati Asya mikotas1 hakkinda
bilgi vermistir. Kuru ve Yesilada (2008), Funalia trogii tirinden lakkaz enzimi
tretimi  gerceklestirmistir.  Sesli ve Denchey (2008), Tiirkiye’de yetisen
Myxomycetes, Ascomycetes ve Basidiomycetes tiirleri i¢in kontrol listesi
hazirlamiglardir. Buna gore lilkemizde 2033 takson belirlenmistir. Bu taksonlardan
219’u Myxomycetes, 135 Ascomycetes ve 1679’u ise Basidiomycetes sinifindandir.
Giirsoy vd. (2009), baz1 Morchella tiirlerinin antioksidan aktiviteleri, metal, total
fenolik ve flavonoid igeriklerini aragtirmislardir. Tirkoglu vd. (2009), Tirkiye de
Denizli yoresinde meydana gelen Gyromitra zehirlenmesi hakkinda bilgi
vermiglerdir. Kalyoncu vd. (2010), baz1 yabani makrofungus tiirlerinin

antimikrobiyal aktiviteleri iizerinde ¢aligmalar yapmustir.

2.2 Mantar Sistematigi

Mantar sistematigi, mantarlarin birbirine ¢ok benzer olmasi, duplikasyon gibi
sebeplerden dolay1 olduk¢a karmasiktir. Simdiye kadar siniflandirmada kullanilan

farkli yontemlere gore farkli siniflar ortaya ¢ikmigsa da su anda Chytridiomycota,
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Oomycota, Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota subeleri biitiin bilim
adamlar1 tarafindan kabul edilmektedir (Alexopoulus vd., 1996; Bowman vd., 1992).

Bununla birlikte molekiiler filogenetik ¢aligmalara gore yine kismen sorunlu
olmakla beraber mantarlar Blastoclodiomycota (James vd. 2006), Zygomycota
(White vd. 2006), Neocallimastigomycota, Chytridiomycota (James vd., 2006),
Glomeromycota (Redecker ve Raab 2006), Basidiomycota ve Ascomycota subelerine
ayrilirtken bazi bilim adamlar1 mantarlar;; Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota, ve  Basidiomycota  subelerine  aymrmistir.  Myxomycota,
Dictyosteliomycota, Acrasiomycota ve Plasmodiophoramycota subelerini de
protistalardan tiiremis polifiletik subeler olarak kabul etmislerdir. Stramenopolia ise
Oomycota, Labyrinthulomycota, ve Hyphochytridiomycota subelerini i¢germektedir

(Tamer vd., 2008).

2.3 Gyromitra Cinsi
2.3.1 Habitat ozellikleri ve deskripsiyonu

Beyine veya tlirbana benzeyen askokarp sekilleriyle dogada kolaylikla
taninmaktadir. Kuzugébegine benzediginden dolay1 “sahte kuzugébegi” olarak bazen
de “dervis” olarak adlandirilmaktadir. Kuzugébegine habitatina benzer ortamlarda
ilkbahar aylarinda biiyiimektedirler. Eger ortamda kuzugdbegi varsa ¢ok iyi bir
aragtirma sonucunda Gyromitra tiirlerinden biri bulunabilir. Cins liyeleri 6zellikle
kozalakli agaclardan olusan ormanlarda biiytimektedirler. Renkleri beyazimsi,
sarims1 kahverengiden koyu kahverengiye kadar degisebilir. Hatta kirmiziya, siyaha
varan tonlarda olabilmektedir. Halk arasinda 6zellikle haglanarak veya yumurta ile
karistirilarak pisirilir ve yenir. Bazi tiirleri nadiren bulunurken, bazilar1 oldukca fazla
sayida bulunabilir. Ulkemizde sicakliga bagl olarak subat ayinda bat1 kesimlerde,
ilerleyen aylarda ise daha yliksek kesimlerde biiyiimektedirler. Suya oldukga fazla
ihtiya¢ duyan bir cins olup sicak ve kurak ortam sartlarinda varligini devam
ettiremezler. Anadolu’da 6zellikle bati kesimlerde pazarlarda kilosu 20 TL’ye alici
bulabilmektedir.

1981 yilinda Dennis tarafindan fruktifikasyon organlarina bakilarak yapilan

calismada Gyromitra, Discina, Helvella ve Rhizina cinsleri, Helvellaceae familyasina
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dahil edilmistir (Spooner, 2003). Pezizales takiminin ribozomal DNA ¢alismalarina
gore Gyromitra esculenta ve diger sahte moreller Helvellaceae’nin diger iiyeleri ile
cok uzak akraba iken Discina, Pseudorhizina ve Hydnotrya cinslerine daha yakin
akrabadir. Bu nedenle bu cinsler Discinaceae familyasma dahil edilmislerdir
(O'Donnell vd., 1997). Gyromitra cinsi Helvella cinsine ¢ok yakin bir cinstir. Hatta
bilim adamlar1 bu cinsin Helvella’nin bir varyant1 olabilecegini diisiinmiislerdir.
Ancak buna ragmen cins ayr1 bir takson olarak kabul edilmistir. Saccarado’ya gore
Verpa, Helvella, Gyromitra ve Morchella sistematik kategoride ayni seviyededir
(Morse 1945). Ayrica Pezizomycetes sinifinin molekiiler filogenetik c¢alismalari
sonucu Discinaceae, Morchellaceae ve Tuberaceae familyalarinin birbirine yakin
akraba olduklar1 belirlenmistir (Hansen ve Pfister, 2006).

Gyromitra cinsi i¢inde bulunan tiirler gyromitrin (Asetaldehit —N-metil-N-
formalhidrazin) ad1 verilen ve pisirildiginde buharlasan zehir igerirler. Gyromitrin ilk
defa List ve Luft tarafindan (1967 ) tarafindan tanimlanip sentezlenmistir. Bu tiir
zehir formu sadece bu cinse 06zgii olup gyromitrin sendromuna sebep olur.
Ancak buna ragmen lilkemizde 6zellikle Bati Anadolu’da (Tiirkoglu vd., 2009) ve
diinyada halk tarafindan yemeklik olarak toplanmakta ve hatta pazarlarda

satilmaktadir (Benjamin, 1995; Berger ve Guss, 2005).

2.3.2 Zehir bilesigi

Bu mantarlarin esas zehir bilesigi olan gyromitrin mantar pisirildigi zaman veya
midede asit etkisiyle metilformalhidrazine, (MFH) sonrasinda monometilhidrazine
(MMH) dontsiir (Pyysalo ve Niskanen, 1977). Metilformalhidrazin her ne kadar
gyromitrinden daha stabil olsa bile yine de ugucudur. Monometilhidrazinlerin
sitotoksik zehirli ve alkilleme aktivitelerinin oldugu bilinmesine ragmen, endiistride
baz1 maddelerin sentezinde iyi bir aract olmasi ve roket yakitinda kullanilan bir
madde olmasi sebebiyle hala iiretilmektedir (Andrary ve Privat, 1985).
Monometilhidrazinlerin kaynama noktasi ¢ok diisiiktiir ve son derece zehirli olup
kolayca alevlenebilir ve patlayicidir. Bu sebeple tasinirken dikkatli olunmalidir
(Arshadi vd., 2006).

Gyromitra cinsi igerisinde diinyada en yaygin olarak bulunan tiir Gyromitra

esculenta olup bu sebeple toksisite ilizerine yapilan ¢alismalarda daha ¢ok bu tiir
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kullanilmistir. Bu tiir icerisinde dokuz c¢esit toksin vardir. Bunlardan en onemlisi
gyromitrindir ve toplam toksik bilesenlerin % 88’ini olusturmaktadir. Kalan kismin
ise yine gyromitrin ile homolog olan ve etil grubunun alkil grubu ile yer degistirmesi
sonucu olusan toksik bilesenler olusturmaktadir (Pyssalo ve Niskanen, 1977). Tipik
bir ornekte 40-732 mg/kg (yas agirlik) gyromitrin varligr bildirilmistir. Pratikte
Gyromitra cinsi igerisinde bulunan mantarlarin gyromitrin igerigini azaltan gesitli
metotlar bulunmaktadir. Bunlar kurutma ve kaynatarak pisirmedir. Mantarin oda
sicakliginda 1-3 hafta arasinda kurutulmasi gyromitrin miktarint % 50 oraninda
azaltmaktadir. Bu siirenin alt1 ay kadar uzatilmasi halinde gyromitrin miktarinda % 6
oraninda ekstra bir diislis kaydedilmistir (Andrary vd., 1984). Bu mantarlar birkag y1l
saklansalar dahi zehirlerinin tamamen u¢madigi, pisirilerek yenilirse zehirlenmelere
sebep olabilecegi bildirilmistir (Rumack ve Salzman, 1978; Andary vd., 1984; Nagel
vd., 1977). Mantar bol miktarda suda kaynatilarak pisirildiginde icerisinde bulunan
gyromitrin miktarinin % 99.5 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Ancak kalan %
0.5’1ik dilim kanser sebebi olabilmektedir. Bunlardan bagska patenti alinmis
gyromitrin miktarin1 daha fazla diisiirebilen bir baska yontem daha kesfedilmistir
(Magnusson, 2000). Ancak bu yontemde de degredasyon iiriinleri tam olarak
belirtilmemis olup bu iirlinlerin toksik olup olmadig1r konusunda siipheler vardir
(Arshadi vd., 2006).

Mantarlarin farkli kisimlarinin gyromitrin icerigi farkli miktarlarda olabildigi gibi
ayni yoreden toplanan farkli oOrneklerde, farkli lokalite ve sitelerde biiyiiyen
orneklerde de farkli olabilmektedir (Benjamin, 1995; Michelot ve Toth, 1991).
Yapilan deneylerde bu mantarlarin saplarinin igerdigi MMH miktar1 sapka kismini
icerdigi MMH miktarinin yaklasik iki katidir. Gyromitra cinsi igerisinde bulunan
mantarlarda da genelde sapin sapkadan biiylik oldugu unutulmamasi gereken bir
durumdur. Gyromitra cinsi tiirlerinde yiikseklik arttikca icerisindeki toksin
miktarmin distligl tespit edilmistir (Benjamin, 1995). Buna gore orta yiikseklikteki
lokalitelerden (900-1200 m) toplanan mantarlarin (200-350 mg MMH/kg) cok
yiiksek lokalitelerden (2200 m) toplanan mantarlara (50-60 mg MMH/kg) gore 5-6
kat daha zehirli oldugu tespit edilmistir. ileride yapilacak olan fizyolojik arastirmalar
bu mantarlarin igerdigi hidrazinlerin farkli olmasina sebep olan ekolojik ajanlarin

tespit edilmesinde yardimci olabilecektir (Andary ve Privat, 1985 ).



18

Bu mantarlar kanserojen 6zellikleri oldugu bilinmesine ragmen hala toplanip
yenildigine gére bu mantarda bulunan gyromitrin miktarinin belirlenmesi 6nemli bir
konudur (Arshadi vd., 2006). Bununla birlikte ilk zamanlarda kullanilan metotlar
spesifik degillerdi ve ¢ok zahmetliydi (Andersson vd., 1993; Cathum vd., 1998).
Ayrica gyromitrin miktarin1 belirlemek i¢in ¢ok miktarda Ornek gerekiyordu
(Arshadi vd., 2006) . isvigre ulusal besin idaresinin kullandig1 metot (Andary vd.,
1984) olan thin-layer kromotografisi ve spektroflorometrisi total hidrazin miktarin
vermesine ragmen spesifik bir metot degildir. Metilhidrazinin elektrokimyasal
oksidasyonuna dayanan bagka bir metot da yine ¢ok zaman gerektiren ve biitiin
laboratuarlarda yararlanilamayan bir yontemdir (Slanina vd., 1993). Daha baska bir
metot ise GC-MS teknigidir. Bu metotta mantar igerisinde bulunan tiim gyromitrin
metilhidrazine cevrilir ve pentafluorobenzol klorid (PFB-CI) ile yakalanarak daha
stabil olan tris-pentafluorobenzol  metilhidrazine  (tris-PFB-MH)  ¢evrilir
(Rutschmann ve Buser, 1991). Kullanilan bu son metot ile % 10 oraninda daha
duyarli sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Arshadi vd., 2006).

G. esculenta zehirlenme derecesinde varyasyonlar oldugu da bilinen konular
arasindadir. Yani LDsy, hayvan tiirlerine gore olaganiistii derecede varyasyon
gostermektedir. Ornek olarak gyromitrinin LDsg’si farelerde 344 mg/kg iken
tavsanlarda bu miktar 50-70 mg/kg’dir. insanlarda bu oran ise 30-50 mg/kg’dir
(Wright vd., 1978; Pyysalo, 1975; Schmidlin-Meszaros, 1974). Monometilhidrazinin
(MMH) insanlardaki LDsy ‘si tam olarak saptanamamistir. Ancak toksisitenin
sebebinin bozularak MMH forma gecen gyromitrin oldugu bilinmektedir (Wright
vd., 1978). Viicuda giren gyromitrinin % 35’inin MMH forma donistigi
bilinmektedir. Buna géore MMH LDs-si insanlarda ¢ocuklar i¢in 1.6-4.8 mg/kg iken
yetiskinler i¢in bu doz 4.8-8 mg/kg’dir (Andrary ve Privat, 1985). Ayrica letal doz ile
zararli doz arasinda miktar olarak cok az fark vardir. Maymunlarda LDsy 7 mg/kg
iken 5 mg/kg kusmalara sebep olmaktadir (Back ve Pinkerton, 1967).

Bununla birlikte Gyromitra zehirlenmeleri dogu Amerika’da daha yayginken,
Bati Amerika’nin kayalik daglarinda daha az oldugu tespit edilmis (Benjamin,1995;
McKenny ve Stuntz, 1987; Spoerke ve Rumack,1994) ve bu sebeple Bati
Amerika’da yetisen Gyromitra esculenta tiirlerinin daha az zehirli oldugu

diisiiniilmiistiir (Benjamin, 1995).
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Zehirlenmenin kisiden kisiye degismesi, genetik olarak MMH ve MFH
asetilasyonu arasindaki farklardan kaynaklanabilmektedir. Ayrica cinsiyet, yas ve
metabolizmanin genetik detoksifikasyon kapasitesinin yaninda, mantarlarin igerdigi

toksin miktar1 da dnemlidir.

2.3.3 Zehirlenme

Mantar tiiketildikten sonra 6-12 saat igerisinde zehirlenme belirtileri goriilmeye
baslar. Norolojik ve gastrointestinal sistem iizerinde etki eder. Zehirlenme olmasi
i¢cin mantarin yenmesine gerek yoktur. Gyromitrin ugucu bir zehir oldugundan dolay1
mantarin pisirilmesi esnasinda solunan havadan da zehirlenme gergeklesebilir
(Bresinsky ve Besl, 1990). Semptom siddeti kisinin kendisini kotii hissetmesinden
Oliime kadar degisebilir. Gastrointestinal fazda yorgunluk, siskinlik hissi, bas agrisi,
bas donmesi, karin agrisi, kusma, sulu ve kanli ishal, dehidratasyon ile kendini belli
eder. Sonraki safhalarda diisik kan basinct ve kramplar gorilir. Hafif
zehirlenmelerde belirtiler gastrointestinal safthadan ileri gitmez ve 2-6 giin arasinda
hasta iyilesmeye baglar (Mat, 2000).

Daha agir vakalarda belirsiz gecen latent peryottan sonra hepatorenal evre baslar.
Bu donemde ikterus, hemoglobiniiri, aniiri, bliylimiis ve basinca duyarl karaciger ve
ndbet tutmasi goriiliir. Bununla beraber eksitasyon, yiiksek sesle aglama, delirium,
papillada genisleme, kaslarda segirme, tonik-klonik konviilsiyonlar goriiliir (Mat,
2000). Konviilsiyonlarin sebebi monometilhidrazinin GABA yapimin1 inhibe
etmesidir. GABA bir norotransmitter inhibitdriidiir ve viicuda bir uyart1 geldiginde
sinirlerin hepsinin birden uyarilmasini engeller. Bu sathada karacigerde nekrozlar
olusur. Biitiin bu belirtilerden sonra kollaps ve solunum durmasi ile 2.5-3 giin

igerisinde 6liim gerceklesir.

2.3.4 Sistematigi

Alem : Fungi
Sube : Ascomycota
Siif : Ascomycetes

Takim : Pezizales



20

Familya : Discinaceae
Cins : Gyromitra
2.3.5 Tiirleri

Simdiye kadar teshisi yapilan 69 kadar Gyromitra taksonu varken bunlardan 7
tanesi kabul edilmistir. Kabul edilen bu taksonlar sunlardir: Gyromitra ambigua, G.
gigas, G. infula, G. esculenta, G. bubakii, G. leucoxantha ve G. tasmanica’dir

Yapilan klasik sistematik calismalara gore iilkemizde Gyromitra cinsi 5 taksonla
temsil edilmektedir. Bu tiirler; G. esculenta, G. gigas, G. ambigua ve G. infula’dir.
Gyromitra esculenta nin ise iki adet varyetesi vardir bular G. sculenta var. esculenta

ve G. esculenta var. fulva’ dir.

2.3.5.1 Gyromitra esculenta (Pers.) Fr.

Gyromitra esculenta iilkemizde Samsun (Oder, 1986), Isparta (Afyon, 1996),
Balikesir (Askun, 1997), ve kuzeybati Anadolu da (Giicin, 1995) yetistigi tespit
edilmistir. (Mat, 2000). Kumlu topraklardaki ¢am ormanlarinda, bazen bu ormanlar
arasindaki acikliklarda, tiraglanmis orman alanlarinda, agag kiitiikleri civarinda, yine
cam ormanlarinda kabuk soyulup biriktirilen veya talas biriktirilen yerlerin
yakinlarinda ya da calilarin altlarinda yetistigi tespit edilmistir. Ilkbahar aylarinda
goriiliirler ve tilkemizde (kuzugdbegi) mantarinin yetistigi yerlerde yaygin olarak
bulunur (Mat, 2000).

G. sculenta ilk defa 1800 yilinda mikolojist Chiristian Hendrik Persoon
tarafindan Helvella esculenta olarak isimlendirilmistir (Persoon, 1800). Giiniimiizde
kabul edilen binominal ismini Isko¢ mikolog Elias Magnus tarafindan 1849 yilinda
Gyromitra cinsi igerisine yerlestirmesi ile almistir (Fries, 1849). Cins ismini yunanca
gyros (yuvarlak) ve mitra (kafabandi) terimlerinden almmistir (Liddell ve
Scott,1980). Yenilebilir (Simpson, 1979) manasimna gelen epiteti ise Latince
“esculentus” teriminden gelmektedir. Seklinden dolayr “beyin mantar1”
(Arora,1986), “sarikli mantar” (Lamaison ve Polese, 2005), “fil kulag1” (Dearness,

1924), “biftek mantar1” (Ammirati vd., 1985) olarak ta adlandirilmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Henry_George_Liddell
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Beyine benzeyen diizensiz sekilli sapkalar1 vardir. Sapka 3-8 cm capinda kiiresele
yakindir (Mat, 2000). Sapka rengi kahverengi ve kirmizinin farkli tonlarinda olabilir
(Arora, 1986). Sapka kenarlar1 sap ile tam olarak bir bilesim hatt1 olusturmaz. Sapka
icerisinde bosluklar vardir ve i¢ ylizeyi beyazdir. Sap 2-6 x 1-3 cm boyunda sapkaya
gore kisa silindirik veya topraga dogru genigleyen yapidadir. Sapin i¢ kismi1 tamamen
bos veya yer yer odaciklidir. Enine kesitte sap dairesel veya ovaldir. Sapin rengi
beyaz veya beyazimsi et renginde ya da kirli kahverengidir. Sporlar1 renksiz ve
saydam, u¢ kisimlarinda iki adet damlacig1 mevcuttur. Eliptik, u¢ kisimlar1 bariz bir
sekilde obtus, ¢eperleri diizgiin, 15-22 x 9-12 p dur. Ancak mantarin sporlart sabit
bliyiikliikte olmayip ilk basta kii¢iik olan sporlar zamanla biiyiimektedirler (Kempton
ve Wells, 1973). Spor baskist krem renklidir. Askus silindirik 100-200 x 15-20 p ve
8 askosporludur. Parafizler, silindirik, septat, bazilar1 tabandan c¢atallanmis, uglari
biraz daha enli ve 6-8 p kalinliktadir (Mat, 2000).

Tire ait G. esculenta var. esculenta, G. esculenta var. fragilis, G. esculenta var.
fulva, G. esculenta var. alba, G. esculenta var. crispa ve G. esculenta var.

aurantiaca olmak tizere 6 alt tlir vardir (Vooren ve Moreau, 2009).

2.3.5.2 Gyromitra gigas (Krombh.) Cooke

Cam ormanlarindaki humuslu topraklarda yetistigi bilinen bu tiir iilkemizde Bati
Karadeniz bolgesinde ve Konya ydresinde biiylidiigii tespit edilmistir. Rengi agik
kahverengiden koyu kahverengiye kadar degisik renklerde olabilir. Sapka 4-15 cm
capinda, kiiremsi veya diizensiz yuvarlak-oval, bazen iistten basik sekilli olabilir.
Uzeri beyin seklinde kabaca kivrimlara sahiptir. Sap 5-10 x 1 cm, kisa, sert, esit
kalinlikta dip kisma dogru hafif sivri, i¢i bos veya odaciklidir. Rengi beyazimsidir
(Phillips, 2006). Parlak renkli sapkalari ile ve apikulat sporlari ile kolayca taninir.
Bazi kaynaklara gore sporlarin u¢ kisimlarinda apikiiller bulunmayabilir (Wood,
1971). Sporlar renksiz saydam iki ucunda kiit uc¢lu ¢ikintilar vardir. Geng sporlar
diizgiin ceperli iken yaslh sporlar iizerinde biiyiik sigil seklinde yapilar vardir. Spor
boyutlar1 (21) 24-36 x 10-15 p dur. Askus silindirik 280-350 x 25 p dur ve 8
askospor vardir. Parafizler silindirik septat, tabanda bazi dallanmis, uglar1 biraz

siskinlesmistir ve 5-9 p kalinliktadir.
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2.3.5.3 Gyromitra infula (Schaeff.) Boud

Ulkemizde Trabzon-Magka, Artvin — Savsat ve Eskisehir’de biiyiidiigii tespit
edilmistir. Ciirliyen kiitiikler tizerinde yetisir. Yaz aylarindan sonbahar aylarina kadar
humuslu topraklar iizerinde yetisir. Nadir bulunan tiirlerden biridir. Kirmiz1 listeye
egilimlidir. Fruktifikasyon organlar1 biiyiliklik ve renk agisindan G. esculenta’yi
andirir.

Sapka uzun ve diizensiz bir sekilde katlanmistir. 3-8 cm araligindadir. Renk
tar¢in renginden koyu kahverengiye kadar degisir. Sap 1-6 cm uzunlugunda ve 2 cm
kalinligindadir. Sap bazen diizensiz sekilli olabilir. Sap ortasinda bir bosluk vardir.

Sporlar 19-23 x 7-8 p boyutlarinda elips seklinde diiz ve iki adet biiyiik yag
damlacigi icerir. Askuslar 300-325 x 18 p’dur (Phillips, 2006).

2.3.5.4 Gyromitra ambigua (P. Karst.) Harmaja

Ulkemizde sadece Erzurum-Senkaya civarindaki sarigam ormanlarinda kiitiiklere
yakin yerlerde ilkbahar ve yaz aylarinda biiyiidiigii tespit edilmistir. Nadir biiyliyen
tiirlerimizden biridir.

Piskopos sapkasini andiran sekli vardir. Beyin seklindeki kivrimlart yoktur.
Renk lavanta renginden a¢ik menekse rengine kadar degisebilir. 3-8 cm eninde, 2-8
cm yiiksekliginde, eyer biciminde 2, 3 veya 4 lopludur. Sapka yiizeyi diizensiz veya
hafif dalgalidir. Sap 1-5 x 2 cm, esit kalinlikta veya hemen hemen 6yle ve i¢i bostur.
Eti beyazimsi, kirilgan, incedir. Tad: tathimsidir. Askosporlar 22-33 (37) x 7,5-12
um’dir. Askus silindirik 250-330 x 10-20 p’dur ve 8 askosporludur (Mat, 2000).

2.3.5.5 Gyromitra leucoxantha (Bres.) Harmaja

Ulkemizde bulunmayan Gyromitra tiirlerinden biridir. Tek tek veya topluluk
halinde ¢6p, odun yiginlari lizerinde daha ¢ok konifer ormanlarda yasar. 2-6.5 x 1-
3.5 cm boyutlarinda, diizensiz kubbe seklinde, himenyum turuncu kahverengiden
parlak turuncu kahverengiye kadar degisir. Kuru sekli parlak kirmizi kahverengidir.
Mantarin tst kismu dalgali-kirigiktir. Dis kismi beyaz renkten solgun kahverengiye

kadar degisir. Yilzey hafif tiiylii, diiz veya bas kisminda birka¢ kivrim vardir. Sap
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genelde belirgin 25 x 15 mm, substrat igerisine gomiilii, parlak, sapka ile birlesik,
beyaz-soluk kahverengi, tiiylii, oluk seklindedir. Askuslar 19.1-22.3 um
genisligindedir. Parafizler 6.4-9 um kalinliginda, dip kisimdan u¢ kisma dogru
derece derece kalinlasir. Askosporlar 25.9-31.1 x 11.1-13.9 um, hiyalin, piiriizli
retikiilerdir (Abbott ve Currah 1997)

2.3.5.6 Gyromitra bubakii Velen.

Ulkemizde bulunmayan Gyromitra tiirlerinden biridir. G. esculenta’ya benzemesi
sebebiyle G. esculenta alttiirii, dahas1 sinonimi olarak ta kabul edilmektedir. Ancak
spor boyutlart G. esculenta’dan farklilik gostermektedir. G. esculentanin spor
boyutu maksimum 29.5 mm kadarken G. bubakiinin spor boyutlar1 20-35.5 mm
arasinda degismektedir. Ince uzun perisporyumlari vardir (Huhtinen ve Ruotsalainen,

2004).

2.3.5.7 Gyromitra tasmanica (Berk.) Berk. & Cooke

Ulkemizde simdiye kadar varlig1 tespit edilemeyen Gyromitra tiirlerinden biridir.
Boylar1 4-6 x 2-3 cm arasinda degismektedir. Diizensiz sekilli, girintili-¢ikintil,
himenyum kahverengi, sapkanin i¢ kismi1 beyaz renkli ve sapka serbest sekillidir. Sap
kalin, silindirik, 2-3 x 0.3-1 cm, diiz ve beyaz renklidir. Askuslar subsilindirik, 200-
250 x 11-14 p.  Sporlar sira halinde, elipsoid veya uzun elipsoid, diiz, hyalin ve her
iki ucta yag damlacig1 vardir. Sporlar 21-26 x (9.7)10-13 p civarindadir. Parafizler
silindirik, tokmak sekilli ve u¢ kisimlar1 koyu kahverengidir. G.esculenta’ya ¢ok
benzeyen bir tiirdiir. Ancak boylar1 kii¢lik olmasi sebebiyle farkli bir tiir olarak kabul

edilmistir (Raitviir, 1965).

2.4 Molekiiler Sistematik

1960 yilina kadar, sistematik karakter olarak daha ¢cok morfolojik, anatomik ve
davramigsal varyasyonlar kullaniliyordu. Ancak bu tarihten sonra biyolojik
makromolekiiller evrimsel ve sistematik calismalarda daha etkin rol almaya

baslamiglardir. Proteinler, molekiiler sistematik ¢alismalarinda ilk olarak kullanilan
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makromolekiillerdir. Bu teknikte tiirler arasi protein varyasyonlarina bakarak
sistematik ¢alismalar yapilmistir. Ik uygulamalarda tiir i¢inde ve tiirler arasinda
protein varyasyonunu ag¢iga ¢ikarmak i¢in protein elektroforezi ve histokimyasal
boyama kullanilmigtir. Protein ¢alismalarinda izoenzim ve alloenzim elektorforezleri
en sik kullanilan yaklagimlardandir. Ancak yontemin zor ve pahali olmasi ayrica
daha fazla bilgi verici yeni yontemlerin bulunmasiyla bu yontemler daha az kullanilir
hale gelmistir. Aminoasitlerin kompozisyonu ve aminoasit dizisi de ayn1 zamanda
farkl tiirleri kiyaslamak i¢in kullanilmistir ve etkili bir yontemdir (Bremer, 1988).

Gilintimiizde ise sistematikte morfolojk, anatomik ve davranigsal karakterler hala
gecerliligini korumakla beraber molekiiler filogenetik yaklagimlar hizla
yayginlasmaktadir  (Kellogg, 1998). Bu c¢alismalar DNA  dizilerinin
karsilagtirilmasiyla (Ro vd., 1997) ve filogenetik analiz metotlarinin kullanilmasiyla
(Podoplelova ve Ryzhakov, 2005) sistematige katki saglamaya baglamistir.
Giliniimiizde DNA dizilerinin karsilastirilmasi canlilarin  cografik orijinlerinin
bulunmasindan (Allan vd., 2004) filogenetik akrabaliklarini molekiiler diizeyde
ispatlamaya kadar (Cohen ve Weydmann, 2005; Ogden ve Whiting, 2005) bircok
alanda kullanilmaktadir. Ayrica bazi DNA dizilerinin filogenetik analizleri,
organizmalarin  filogenetik  akrabaliklariyla  ¢elismeyen  sonuglar  verdigi
gbzlemlenmistir (Kellogg, 1998; Podoplelova ve Ryzhakov, 2005; Ro vd., 1997;
Savolainen vd., 2000). DNA baz dizilerinin karsilagtirilmasi yoluyla filogenetik
degerlendirmelerin yapilmasi 06zellikle morfolojik karakterlerin yetersiz oldugu
zamanlarda oldukca faydali bulunmustur ( Yokoyama vd., 2000).

Molekiiler filogenetik c¢alismalar mantarlarin  orijinlerinin belirlenmesinde
(Blackwell vd., 2006), hangi zaman diliminde diger canlilar aleminden ayrildigin
tespit etmede (Taylor ve berbee 2006) ve birbirleriyle akrabalik derecelerinin
saptanmasinda da basariyla kullanilmistir (James vd. 2006). Ayrica mantarlarin
kokenlerinin belirlenmesinde yapisal ve biyokimyasal karakterlerde kullanilmistir
(Celio vd. 2006).

Molekiiler filogenetik ¢alismalar 6zellikle sibling tiirlerin ayrilmasinda ve yeni
bulunan tiirlerin sistematikteki kategorilerinin belirlenmesinde anlamli bilgiler
sunmaktadir. Gec¢miste morfolojik karakterlere dayali olan klasik sistematikle

yapilan siiflandirma bazi hatalar icerebilmektedir. Bu durumun sebebi morfolojik
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karakterlerin yetersiz olusudur. Morfolojik karakterler (renk, koku, biiyiikliik vs.)
tiirlin bulundugu ortama gore belirli smirlar icerisinde degisebilmektedir. Ancak
DNA’nin ortam sartlarina gore degismesi gibi bir durum s6z konusu degildir. DNA
dizileri tlire 6zel olmasi sebebiyle, her bir baz sistematikte karakter olarak
kullanilabilir ve tiirlerin sistematik kategorilerinin belirlenmesinde daha giivenilir
sonugclar elde edilebilir.

Ancak biitlin canli gruplarinda oldugu gibi bitkilerde ve mantarlarda da heniiz,
giivenle kullanilabilecek evrensel diger bir deyisle standart bir DNA dizisi mevcut
olmayip daha c¢ok taksonomik gruplara 6zel DNA dizileri (belirtecler) ya da birden
fazla DNA dizisi kullanmaktadir. Mesela angiosperm filogenisi i¢in kloroplast
DNA’s1 (Graham ve Olmstead, 2000), mitokondriyal DNA (Qui vd., 1999) veya ¢ok
tekrarli niikleer ribozomal DNA (Aceto vd., 1999) kullanilmaktadir. Bunlardan ITS
bolgesi (ITS1+ITS2+5.8S geni) ¢ekirdege ait ribozomal DNA’nin (nfDNA) en ¢ok
cesitlilik gosteren boliimiidiir (Schweizer vd., 2005) ve bitki filogenetiginin yeniden
yapilanmasinda 6nemli bir lokus olarak bilinir. Ayrica ITS dizilerinin kloroplast veya
mitokondriyal DNA dizilerine gore, cins icinde veya yakin cinsler arasindaki
filogeniyi arastirmada daha uygun oldugu tespit edilmistir (Baldwin vd., 1995).

Bitkilerin filogenetik analizlerinde molekiiler belirte¢ olarak daha ¢ok niiklear
ribozomal DNA’nin ITS bélgesi (Bellarosa vd., 2005; Froslev vd., 2005; Liu vd.,
2002), kloroplast DNA’s1 (Brauchler vd., 2005; Graham ve Olmstead, 2000; Lee ve
Wen, 2004; Soltis vd., 1997), mitokondriyal DNA (Markova vd, 2007; Lymberakis
vd, 2007)’s1 ve ADH (Small ve Wendel, 2000), RPB2 ve PRK gibi niiklear genler
kullanilmaktadir (Loo vd., 2006; Oxelman vd., 2004). Mantarlarda ise molekiiler
belirte¢ olarak yine daha c¢ok niiklear ribozomal DNA’nin ITS bolgesi (Taylor ve
Berbee, 2006), ayrica rpbl, rpb2, tefl, (Hibbett, 2006) EF-1 a, ATP6, B- tubulin
(Sugiyama vd., 2006) genlerinin baz dizileri ve mitokondriyal DNA (Moncalvo
vd.,2006) dizileri kullanilmustir.

2.4.1 Molekiiler belirtecler

DNA’da meydana gelen kirilmalar, ters donmeler, parca kopmalar1 hatta tek bir
baz degisimi dahi polimorfizme sebep olur bu durum ise genleri, ifade ettikleri

iriinleri, iiriinlerin diizenlenmesini, biyokimyayi, gelismeyi, morfolojiyi, davranisi
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etkiler. DNA’da meydana gelen bu mutasyonlar canlilarin fenotipik ve genotipik
olarak farklilagsmanin temel sebebidir (Britten, 1986). Bu varyasyonlar1 tespit
amaciyla, sitolojik veriler, izoenzimler, tohum depo proteinleri gibi biyokimyasal
isaretleyiciler ve restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP), rasgele
cogaltilmig polimorfik DNA (RAPD-PZR), basit dizi tekrarlar1 (SSR), ¢ogaltilmis
parca uzunluk polimorfizmi (AFLP) gibi molekiiler isaretleyiciler basariyla
kullanilmaktadir (Stuber,1992). Ayrica tek zincir konformasyon polimorfizmleri
(SSCP), minisatellitler (VNTR) ve dizi analizi yontemi de (Giilbitti Onarict ve
Stimer, 2003) kullanilmaktadir.

Biyokimyasal tekniklerden biri olan sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) canlilar arasindaki protein diizeyinde farkliligi kolayca
tespit etmeye olanak saglamasindan dolayr olduk¢a genis bir kullanim alanina
sahiptir. Tohum depo proteinlerinin tiir i¢i ve tiirler arasi genetik g¢esitliligin
analizinde, genetik kaynaklarin korunmasi ve 1slah caligmalarinda, genom
iligkilerinin belirlenmesinde, mahsullerin gelistirilmesinde genetik isaretleyici olarak
kullanilmaktadir. Elektroforezle elde edilen tohum depo protein profilleri pek ¢ok
tiiriin taksonomik ve filogenetik problemlerini ¢6zmekte kullanilmaktadir. Ciinkii
elde edilen bant desenleri her tiir i¢in 6zel ve dogrudan dogruya genotipe baghdir.
SDS-PAGE’den bagka tiirler arasindaki protein varyasyonlarini belirlemek amaciyla
izozim ve allozim ¢aligmalari, ayrica aminoasit dizi farkliliklarida kullanilmastir.

Molekiiler sistematik ve bitki genom haritalarinin ¢ikartilmasinda rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PZR) basariyla
kullanilmaktadir (Burr, 1994; Welsh ve Mcclelland, 1990). RAPD yontemi, tek, kisa
ve rastgele oligoniikleotid primerler kullanarak DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi esasina
dayanir. Bu yontem duyarli, hizli ve ¢ok sayidaki 6rnege uygulanabilen bir tekniktir.
Bu primerler genetik isaretleyici olarak ve 0zgiin niikleotid dizi bilgilerine gerek
duymadan polimorfizmi belirlemede kullanilabilir (Wough ve Powell, 1992).RAPD
yonteminin RFLP ve izozimlere gore bir¢ok avantajlar1 vardir. Bu yontem yogun
laboratuar ¢aligmalar1 ve Southern transferler, filtre hibridizasyonlari, otoradyografi
gibi pahal1 yontemler gerektirmez. Herhangi bir genomik kiitiiphane olusturulmasina
gerek duymaz. RFLP analizlerinde oldugundan c¢ok daha az miktarda genomik

DNA’ ya ihtiya¢ duyulur. RAPD yo6ntemi izozimlerden farkli olarak genom boyunca
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sinirsiz sayida isaretleyici elde edilmesini saglar. Ayrica tiirler arasi ve tiir iginde,
RFLP ve izozimlerin sagladigindan ¢ok daha fazla polimorfizm belirler (Whitkus
vd., 1994).
Bir molekiiler belirteg i¢in istenilen 6zellikler su sekilde siralanabilir:

1- Polimorfik olmall,
2- Kodominant olmali,
3- Genom boyunca dagilim gdstermeli,
4- Kolay uygulanabilir olmali,
5- Kolay ve hizli analiz edilebilmeli,
7- Tekrar edilebilmeli,
8- Cevre ve diger lokuslardan etkilenmemeli,
9- Evrensel olmal
10- Elde edilen veriler laboratuarlar arasinda kolayca degistirilebilmelidir (Parlak,
2007).

Molekiiler belirtegler temel olarak ikiye ayrilir. Bunlar protein ve DNA tabanli
belirte¢lerdir. Protein tabanli belirteclerde sistematik c¢alismalarda protein
kullanilirken, DNA tabanli belirtegler ise sistematik c¢alismalarda DNA ve baz

dizileri kullanilir.

2.4.1.1 Proteine dayah belirtecler

Proteinler makromolekiiller olup farkliliklar1 elektroforezle belirlenerek
sistematik ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Bu metot sistematikg¢iler arasinda oldukga
popiilerdir (Crawford, 2000).

Protein elektroforezine dayali metotlar protein bilgilerinin iki temel formu olan
izoenzimler (izozimler) ve allozimler iizerine odaklanir. Izozimler aym isi goren,
fakat birbirinden aminoasit dizisi, substrat afinitesi veya diizenleme 0&zellikleri
bakimindan farklilik gosteren bir enzimin ¢oklu formlaridir. Farkli genler tarafindan
kodlanan proteinler farkli molekiiler formlar igerirler (Lehninger, 1993; Nelson ve
Elisens, 1999). Allozimler ayn1 gen tarafindan olusturulan farkli protein iiriinleridir.
Allozimler i¢in izozimlerin bir alt kiimesidir diyebiliriz (Buth, 1984). Bu proteinler
sekil, biiyiiklik veya benzer faktorlerden dolayi jelde farkli sekilde gog¢ ederler.

Boylece her iki form da bitkilerde sistematik ve filogenetik c¢alismalar igin



28

kullamilabilir (Carey ve Ganders, 1987; Max vd., 1999). izozim ve allozim
caligmalar1 sayesinde heterozigotlar ve homozigotlar belirlenebilir. Buradan elde
edilecek sonuglar populasyonlarin kiyaslanmasinda bilgi verici olabilmektedir
(Crawford ve Ornduff, 1989; Gottlieb vd., 1985). Elektroforezden elde edilen genetik
bilgiler dogrultusunda, genleri kiyaslanan Orneklerin ayni veya farkli gen
havuzlarinda olup olmadigini belirlenebilir. Ayrica farkliligin  boyutu da
belirlenebilir.

Farkli fenotiplere sahip normal ve anormal proteinler jelde farkli hareket
edeceklerdir. Eger bir protein molekiilinde bir aminoasit yer degistirmigse, bu
degisim proteinin net yiikiinlii etkileyeceginden konfomasyonel degisime neden
olabilir. Bu durum proteinlerin jelde farkli elektroforetik hizda ilerlemesine neden
olur. Belirli bir enzimi kodlayan DNA bolgesindeki bazi mutasyonlar, 6zellikle
nokta mutasyonlari allozim alleli olusturabilir. Bu yeni allel ilk basta popiilasyonda
cok diisiik bir frekansta goriiliir. Ancak délden dole aktarim esnasinda bunlarin ifade
oranlar1 artabilir. Populasyonlarda yeni ve rastgele olusan veya kaybolan alleleler
bize bu populasyonlar icerisindeki varyasyonlarin diizeyi hakkinda bilgi verir (Buth,
1984). Protein elektroforezi proteinlerin kimligi hakkinda bilgi vermez ancak
protinlerin biyiikliikleri hakkinda bilgi verir. Ayni elektroforez kosullar1 altinda
beraber hareket eden proteinler biiyiik olasilikla benzerdir.

Elektroforetik metotlar molekiiler biiytikliik, net yiik, alt iinitelerinin sayisi, alt
tinitelerinin molekiiler biiyiikliikleri, molekiiler sekilleri, izoelektrik noktalar1 veya
bu faktorlerin bilesimleri ile ayrilmalarina sebep olur. Farkli tipte proteinlerle

calismak i¢in farkl elektroforetik metotlar gelistirilmistir (Parlak 2007).

2.4.1.2 DNA’ya dayal belirtecler

Sistematik calismalarinda kullanilan ve temelinde DNA molekiiliindeki

polimorfizmden yararlanilan ¢esitli molekiiler yontemler vardir. Bunlar;
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2.4.1.2.1 DNA Hibridizasyonuna dayal belirtecler
2.4.1.2.1.1 RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

Restriksiyon enzimleri DNA’y1 kesen enzimlerdir. Bu enzimler DNA’y1 keserken
DNA iizerinde tamidiklar1 belli basli diziler vardir. Bu dizilerde meydana gelecek
degisiklikler DNA restriksiyonunun basarisizlig ile sonuglanir. DNA dizilerinin tiire
0zel olmasi sebebiyle restriksiyon islemi tiirden tiire degisim gosterebilir. Bu sebeple
restriksiyon enzimleri ile kesilen farkl tiirlere ait genomik DNA elktroforezde farkl
bantlar verebilecektir (Resta vd., 1996; Xu vd., 2001). Restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi (RFLP), DNA {izerinde bulunan RE kesim bdlgeleri niikleotitlerinde
meydana gelen degisimler sonucu olusan polimorfizme dayali bir analiz yontemidir.
RE kesim bdlgelerinin degismesi tiirlerin kiyaslanmasi i¢in oldukg¢a kullanigh bir
bilgi sunar. Kesilen DNA pargalar1 agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezinde
biiyiikliik esasina gore ayrilir. Jeldeki drnekler uygun bir boyama teknigiyle goriiniir
hale getirilir. Genellikle jellerdeki DNA nitro-seliiloz veya naylon membranlar
lizerine transfer edilir. DNA parcalari, jelin alkali ortamda islatilmasiyla denature
edilir ve nitro-seliiloz zar lizerine transfer edilerek radyoaktif olarak isaretlenmis
DNA probunun bulundugu soliisyona daldirilir. Parcalarla probun hibridizasyonu
otoradyografi ile agiga ¢ikartilir.

Restriksiyon par¢ca uzunluk analizleri (RFLP) giiniimiizde kara bitkilerinin
evrimsel gelisiminde hem tiir icinde hem de tiirler arasinda, ayrica molekiiler
sistematik ¢alismalarda kullanilan popiiler bir metottur. Tarim sektdriinde simdiye
kadar freticiler bitkileri birbirinden ayirmada daha ¢ok fenotipik karakterleri
kullantyordu. Bu durum istenen tiirlin segilmesinde sikintilar olusturabiliyordu.
RFLP baglant1 haritalarinin, RFLP belirtecleri ile olusturulmasi sonucu bu islem ¢ok
daha kolay hale gelmistir (Tanksley vd., 1989).  Cok kisa bir zamana kadar,
kloroplast DNA’s1 (cpDNA) ile yapilan RFLP ¢aligmalar1 taksonomi ve filogeni
caligmalarinda kullanilsalar da, tiir i¢i siniflandirmada uygun olamayan genetik
belirtegler olarak geciyorlardi. 2001 yil1 verilerine gore son bes yilda en az yirmi
adet ¢alisma cpDNA-RFLP’nin filocografya, hibrit bolgeler, ve angiospermler ile
ilgili caligmalarinda giivenle kullanilabilecegini gostermistir (Re'Mi vd., 2001).
RFLP metotu ile genetik harita olusturmak miimkiindiir. Bu sayede populasyon

icinde veya populasyonlar arasinda tespit edilen varyasyonlar filogeni olusturmak
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icin kullanilabilir. RFLP tekniginin avantajlari; Giivenilirdir. Farkli laboratuarlarda
ve farkli aragtiricilar tarafindan ayni sonuglara ulasilabilmektedir. RFLP belirtecleri
kodominant &zellikte olduklar1 i¢in  heterozigotlarin  belirlenmesinde  ve
karakterizasyonlarinda  kullanilmaktadirlar. Orta  diizeyde  polimorfizm
gostermektedirler. Dezavantajlart; Analizleri pahali, fazla zaman alic1 ve ¢ok fazla is
giicii  gerektirmektedir. Cogu durumlarda yaygin olarak radyoaktif etiketleme
yontemi kullanilmaktadir. Calismalarda radyoaktif maddelerin kullanilmasi saglik

acisindan sorun olusturmakta ve kullanimini azaltmaktadir.

2.4.1.2.1.2 VNTR (Variable number of tandem repeat) (Mini satellites)

Mini-satellitler (VNTR) genellikle 9-100 baz ¢iftinden olugur. Bu diziler genom
boyunca birgok defa tekrar gosterirler. VNTR dizileri restriksiyon enzimleri ile
kesilip, southern blot teknigi ile goriintiilendigi zaman, ortaya bir bant 6rnegi ¢ikar
ve bu profil tiirden tiire farklilik gosterir. Bu olusan 6rnek, bir tiir icin mutasyon
olmamigsa her zaman aynidir. Eger ortada bir mutasyon varsa bu mutasyonlar
arasindaki evrimsel mekanizmalar1 anlamak taksonlar ve nesiller arasindaki iliski
olasiligin1 belirlemek acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu yontem ic¢in oldukg¢a az
miktarda DNA yeterlidir ve oldukca fazla polimorfizm gosterir. Bu agidan oldukca
kullanighdir (Pearson vd., 2007).

2.4.1.2.2 PZR’ye dayal metotlar
2.4.1.2.2.1 RAPD ( Randomly amplified polimorphic DNA)

RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) teknigi, ilk defa 1990 yilinda
Williams ve arkadaslar1 tarafindan uygulanan, polimeraz zincir reaksiyonunu (PZR)
temel alan, rastgele secilmig primerlerin kullanildigi bir metottur. Ayni yillarda
Welsh ve McClelland tarafindan bulunan AP-PZR (Arbitrarily Primed PZR) ile
birbirine ¢ok benzerdirler ve terminolojide genellikle RAPDs olarak geger. Cok
kullanishdirlar ¢linkii bir organizmanin sahip oldugu bir¢cok gen hakkinda ¢abucak
bilgi alinabilir. RAPDs’in kullanim amaci iki organizmanin yakinlik derecesinin
belirlenmesidir. Pratikte bilinmeyen organizmanin daha Once karakterize edilen

organizma ile kiyaslanip tanimlanmasina yardimci olur (Clark, 2005). Ydntemde 9-
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10 b¢ uzunlugunda primer setleri kullanilir ve bu oligoniikleotid 6zgiin bolgelere
rastgele baglanarak ¢ogaltma yapar. Kullanilan primerler, evrensel primer setleridir.
Primerler DNA iizerinde eslenigi olan kisma baglanarak ilgili diziyi ¢ogaltir. Bu
yontemde cogaltilan yeni dizilerin baz sirast énemli degildir. Onemli olan olusan
bantlarin sayisidir. Elde edilen amplifikasyon iiriinii agaroz jel elektroforezinde
yuriitiiliir ve EtBr boyamasi ile UV’de goézlemlenir. Sonug itibariyle goriinen ve
gorliinmeyen bantlar kiyaslanarak filogenetik akrabalik diizeyleri belirlenir. Ciinkii
olusan her bant benzerligi ifade ederken farkli olan her bant farklilig1 ifade eder. Bu
durumun sebebi kullanilan her primerin DNA iizerinde kendine spesifik diziye
baglanmasidir. Farkli bantlarin olmasi ise DNA’nin birbirinden farkli oldugunun
kanit1 olacaktir. Ancak RAPD calismalarinda islem birka¢ defa tekrar edilip kesin
olan bantlara gore degerlendirme yapilmalidir.  Bu analizden elde edilen
amplifikasyon {irlinlerinin polimorfizm gostermesi genetik belirte¢ olarak kabul
edilmesine sebep olmustur. Bu teknik heterozigotluk veya homozigotluk hakkinda
bir bilgi vermez, uygulamasi kolaydir (Babalola, 2003).

Radyoaktivite gerektirmemesi ve ¢cok az miktarda DNA'nin yeterli olmast gibi
ozelliklerinde dolay1 gen haritalarinin ¢ikartilmasinda oldukga sik kullanilmaktadir
(Malyshev ve Kartel, 1997). RAPDs yonteminin diger yontemlere gore cesitli
avantajlart vardir. Yogun laboratuar calismalar1 ve Southern transferler, filtre
hibridizasyonlari, otoradyografi gibi pahali ve radyoaktif maddelerin kullanildig1
deneyler icermemesidir. Az miktarda DNA deneylerin yapilabilmesi i¢in yeterlidir.
Her defasinda ayr1 primer dizayn etmeye gerek yoktur. Primer setleri evrenseldir.
Caligilan takson genleri hakkinda bir 6n bilgi gerektirmez. Ayrica tiirler aras1 ve tiir
icinde, RFLP ve izozimlerden daha fazla polimorfizm gosterdiginden daha fazla bilgi
vericidir (Babaoglu vd., 2004). Dezavantaji; tekniginin reaksiyon kosullar1 olduk¢a
hassas olmas1 ve reaksiyonu etkileyen olduk¢a fazla sayida parametre varligidir. Bu
yilizden, bir bandin varligi, deney birka¢ defa tekrar edilip kesinlestirildikten sonra

karsilagtirmada kullanilmalidir. Ayrica bu yontemde heterozigotlar teshis edilemez.

2.4.1.2.2.2 SSCP (Single strand conformation polymorphism)

Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizinde hedef DNA

isaretlendikten sonra yine isaretlenmis niikleotidler kullanilarak ilgili gDNA veya
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cDNA PZR ile ¢ogaltilir. PZR firiinleri poliakrilamid jel elektroforezi ile denatiire
edilerek c¢oziiliir. DNA {izerinde olmus olan mutasyonlar DNA'nin primer ve
sekonder yapisinin degismesine sebep olur. Mutasyon iceren DNA molekiilii tek baz
bile farkli olsa normal diziden degisik bir yapi olusturacagindan farkli yerlerde
bantlasma gozlenecektir. DNA’nin bu 0Ozelliginden yararlanarak DNA {iizerinde
olusmus olan mutasyonlar, bantlarin jel icerisinde farkli hizda hareket etmesiyle
kolaylikla belirlenebilecektir. Bu yontemde yapilan biitiin islemler hizli ve basittir.
Mutasyonu igeren allel otoradyografi ve dizilerin teshisi igin tekrar ¢ogaltilarak daha
ayrintilt bir sekilde incelenebilir. Bu metot ile birka¢ yiliz baz ¢ifti uzunlugundaki
DNA zincirindeki tek bir bazlik degisim kolayca teshis edilebilmektedir. Diger
yontemler bu kadar ayirt edici degildir ancak 20 b¢’lik zincirde meydana gelen bir
baz degisimi teshis edilebilmektedir (Hayashi, 1991). Bu yontemin avantaji nokta
mutasyonlarinin kolaylikla bulunabilmesine olanak saglamasidir. Bu ydntem
sayesinde islemler daha kisa zaman diliminde yapildig1 gibi maddi kayipta daha aza

inmektedir.

2.4.1.2.2.3 SSR ( Simple sequence repeats, microsatellites)

Okaryot genomunda bulunan basit dizi tekrarlaridir. islevi tam olarak bilinmeyen
ancak diizenleyici 6zellige sahip oldugu diisiiniilen 2—6 niikleotitten olusan gruplara
mikrosatellit denir. Oldukg¢a polimorfik olduklarindan bitkilerde yiiksek oranda bilgi
verirler. Mikrosatellit DNA tekrar sayisinin kisiye 6zel oldugu diisiinilmektedir
(Schlotterer 2000). Bu durum sistematik c¢alismalarda mikrosatellit DNA’lar1 daha
kullanigh hale getirmistir. Yiiksek oranda korunmuslardir ve bu sayede PZR ile
amplifikasyona miisaitlerdir. Bu 06zelliklerinin yaninda ko-dominant yapilar1 ve
Mendel kurallarina uymalar1 mikrosatellitleri aranilan molekiiler belirtegler arasina
sokmustur (Okogbenin vd., 2006)

SSR primerlerinin iiretiminde genel olarak 3 farkli yaklasim tercih edilmektedir.
Bunlar; I. Genomik DNA kiitiiphanelerinin SSR oligoniikleotidleri ile hibridizasyonu
yolu ile goézlemlenmesi, II. DNA veri bankalarinda SSR’larin arastirilmasi, III
Akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan SSR i¢in spesifik primerlerin

kullanilmasidir.
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Tekrarlanan bir dizi klonlanir ve bu tekrarlanan diziyi ¢evreleyen niikleotidler
belirlenir. Bu bolgelere uygun primerler yapilir. Basit dizi tekrarlar1 kodominant
belirtecler olup her bir lokusta ¢ok sayida allel bulunur. Dizi analizi gerektirir,
Teknigin dezavantaji oldukga fazla is giicii gerektirmesi, uzamanlik isteyen zor ve
pahali bir yontem olmasidir. Ayrica yeni belirteg gelistirilmesi i¢cin genomik DNA
klonlarinin tekrarlanan oligoniikleotid iceren problarla hibridizasyon yolu ile
bulunmasi, niikleotid dizilerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan yapilarin
baslangic ve bitis yerlerine 6zel primerlerin gelistirilmesi gerekmektedir (Parlak,

2007).

2.4.1.2.2.4 AFLP (Amplified fragment lenght polimorphism)

Cogaltilmis parga uzunluklari polimorfizmi (AFLP) RAPDs tekniginin
dezavantajlarin1  gidermek i¢in gelistirilmistir. PZR ile RFLP tekniginin
kombinasyonudur. AFLP teknigi total genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile
kesilmesinden sonra restriksiyon fragmentlerinin segici PZR amplifikasyonu
temeline dayanir. Islem 3 basamakta basarilir. Birinci basamakta total DNA
restriksiyon enzimleri ile kesilir ve restriksiyon fragmentlerinin u¢ kismina adaptor
oligoniikleotitler takilir. Ikinci basamakta restriksiyon fragmentlerinin secici
amplifikasyonu yapilir. Bu islem her iki ugtan DNA restriksiyon enzimlerinin
tanidig1 diziden sonraki ilk niikleotide gore segici ¢ogaltimin yapildigi, 6n iiretim ve
asil liretimde On iiretimden elde edilen parcalarin kullanimi ile kesim enzimi tanima
yerinden sonraki 2. ve 3. niikleotidler i¢in segici iiretim yapilmasi ile gerceklestirilir.
Ucgiincii basamakta ise ¢ogaltilan fragmentlerin jelde analizi yapilir. Bu metotda ¢ok
sayida ve giivenilir bant elde edilmesine ragmen iiretilen bantlarin sekans bilgisi
hakkinda bilgi elde edilemez. Tipik olarak 50-100 bant elde edilir ve poliakrilamid
jelde denatiire edilerek analizi yapilir. Bu teknik DNA kaynagi ve kompleksligi
onemli olmaksizin, yeni ve ¢ok gii¢lii bir DNA parmak izi teknigidir (Vos vd., 1995).
Bu teknigin 6nemli bir avantaji, kullanilan primer ¢iftinin 3 ucundaki secici bazlarin
degistirilerek veya degisik kombinasyonlar kullanilarak her defasinda yeni pargalarin
klonlanilmasidir. Sonugta iiriinler jelde yiiriitiilerek goriintiilenir ve polimorfizm elde
edilir. Jel iizerinde elektroforez uygulanir. Boylece polimorfizm elde edilir. Kantitatif

lokuslarin saptanmasina olanak saglar. Ayrica bu teknik ile heterozigot ve homozigot
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bireyler arasindaki farklilik tespit edilebilmektedir. Ancak yiiksek molekiiler agirlikli
ve saf DNA'ya ihtiya¢ olmasi teknigin dezavantajlarindandir (Giilsen ve Mutlu
2005). Baska bir dezavantaji ise ¢ogunlukla dominant belirte¢ vermesidir. Ancak son
zamanlarda kodominant belirte¢ te verdigi bildirilmistir. RAPD'den yavas RFLP'den

hizli olup, masraf, isgiicii ve giivenirlik acisindan RAPD ile RFLP arasindadir.

2.4.1.2.2.5 Dizi analizi yontemi (Sequencing)

DNA dizi analizi biyolojide sistematik i¢in yeni bir yaklagimdir. Yeni olmasina
ragmen filogenetik akrabaliklar1 belirlemek i¢in en fazla kullanilan molekiiler
tekniklerden biridir (Alverson vd., 1999). DNA dizi analizi i¢in iki ana metot vardir.
Bunlar; Maxam Gilbert ve kimyasal metot ile Sanger dideoksi ve enzimatik metottur.
Ikinci metot en fazla kullanilan metottur. Her iki metotun temelinde de baz
dizilerinin belirlenmesi vardir. Sanger metotunda birinci basamak olarak PZR yapilir.
Radyoaktif olarak isaretlenmis primerin 3'-hidroksil grubu yeni bir DNA zinciri
olusturmak i¢in deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) ile reaksiyona girer ve niikleotidler
arasinda yeni fosfodiyester bagi olusturulur. Dideoksiniikleotid trifosfat (ddNTP)
niikleotidlerden iki oksijen atomunun ¢ikarilmasi ile elde edilmis yeni niikleotidler
olup bu niikleotidler zincir olusturmak i¢in kullanildiginda kendisinden sonra gelecek
niikleotidle 3'- hidroksil grubu eksikligi sebebiyle bag kurulamayacak olup yeni
DNA sentezi duracaktir. Bu sebeple yeni sentezlenen DNA zinciri farkli konumlarda
sonlanacaktir. PZR fiirlinleri poliakrilanid jelde denatiire edilerek birbirinden ayrilir
ve otoradyografi ile goriintiilenir (Giilbitti Onaric1 ve Siimer 2003).

DNA dizi analizi giiniimiizde otomatik olarak yapilabilmekte ve binlerce
niikleotidlik dizi birkag saat igerisinde belirlenebilmektedir. Avantajlar; DNA
dizilerindeki bilgilerin filogenetik analizlerde karakter olarak kullanilmasi fragment
analizlerinden daha fazla (Hillis ve Dixon 1991) bilgi vericidir. Ciinkii DNA canlinin
en fazla korunmus materyalidir ve ortam sartlarindan kolaylikla etkilenmeyecektir.
Ayrica DNA dizi analizinde elde edilecek karakter sayist oldukca fazladir.
Dezavantajlari; hem daha fazla isgiicii hem de para gerektirmesidir (Lehninger vd.

1993). Ancak son yillarda bu problemin iistesinden de gelinmistir.
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2.4.2 Molekiiler filogenide kullanilan DNA cesitleri

Molekiiler sistematik c¢aligmalar, filogenetik akrabaliklar hakkinda oldukga
anlamli bilgiler vermesi sebebiyle o6zellikle son yirmi yilda hizli bir sekilde
gelismistir. Ancak biitiin canlilarin molekiiler filogenisinde kullanilan ortak bir DNA
dizisi heniiz mevcut degildir. Angiospermlerin molekiiler filogenisi ile ilgili
calismalar kloroplast DNA’s1 (Graham ve Olmstead, 2000; Savolanien vd., 2000)
mitokondriyal DNA (Qui ve Lee, 1999) ve yiiksek oranda tekrarli niiklear ribozomal
DNA (Soltis vd., 1997) ile yapilan caligmalarda anlamli bilgiler elde edilirken,
mantarlarda molekiiler belirte¢ olarak yine daha ¢ok niiklear ribozomal DNA’nin ITS
bolgesi (Taylor ve Berbee, 2006), SSU, ayrica rpbl, rpb2, tefl, (Hibbett, 2006) EF-1
a, ATP6, B- tubulin (Sugiyama vd., 2006) genlerinin baz dizileri ve mitokondriyal
DNA (Moncalvo vd.,2006) dizilerinden anlamli sonuglar elde edilmistir.

2.4.2.1 Mitokondriyal DNA

Mitokondriyal DNA (mtDNA) mitokondri igerisinde bulunan, halkasal DNA
molekiiliidiir ve organizma genomunun kiiciik bir kismimni olusturmaktadir.
Mitokondri i¢in gerekli olan protein ve enzimlerin kodlarini tasir. Mitokondriyal
DNA son otuz yildir hayvan molekiiler filogenisinde kullanilan popiiler
belirteglerdan biridir. Mitokondri, endosimbiyotik teoriye gore ayri bir canli olup
proto-Okaryot hiicrenin simbiyontu olarak kabul edilmektedir. Yaklagik 1.5-2 milyar
yil Once ortaya g¢ikmistir ve ardindan genlerinin biiyiik bir kismini hiicrenin
cekirdegine aktarmistir.  Niiklear DNA’y1 kodlayan niiklear-sitosolik sistem
mitokondriyal genleri sifreler ve mitokondriyal sistem de sifrelenen genlerin ifade
edilmesini saglar.

Mitokondriyal DNA anne tarafindan kalitilir. Replikasyonu yar1 korunumludur.
Mitokondriler kismen otonomdur ve hiicre boliinmesinden bagimsiz olarak
boliinebilirler. Sayis1 hiicrenin enerji ihtiyacina gore degisir. Bu sebeple kas
hiicrelerinde sayilar1 daha fazladir. Mitokondri sayisinin birden fazla olmasi hiicre
icin bir avantajdir, ¢iinkii mitokondride meydana gelen bir mutasyon onun islevini
bozar bu durumda islevi bozulan mitokondriden kaynaklanan eksikligi digerleri

doldurur.  Hiicredeki mitokondri sayisinin artmasi, alternatif mitokondrilerin
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bulunmasi sebebiyle mtDNA’ da olusacak mutasyon sikligin1 arttirir. Ayrica
mtDNA’nin olusan mutasyonlara karsi tamir mekanizmasi ¢ok fazla gelismemistir.
Bu durum ayni hiicre igerisinde hem mutant hem de normal mtDNA bulunmasina
sebep olur. mtDNA {izerinde olduk¢a dnemli genler bulunmaktadir ve bu genler ¢cok
yiiksek oranda korunmus evrensel dizilere sahiptir. Bu sebeple mutasyonlar kodlama
yapan dizilerde meydana gelirse, organizma icin Oliimciil olabilir. Molekiiler
filogenide kullanilan mtDNA dizileri ise kodlama yapmayan bdlgede bulunurlar.
mtDNA kontrol bolgesinde bulunan yiliksek mutasyon oran1 ve homoplasi gilivenilir
bir siniflandirma ve dogru zamanlama yapmanin oniinde bir engel gibi goriilebilir.
Dolayisiyla mtDNA’nin tamaminin dizisinin ¢ikarilmasi filogenetik analizler i¢in en
1yi ¢6zlim olacaktir (Torroni vd., 2006) mtDNA’da 6zellikle cyt b, cyt ¢, CR genleri
ve son zamanlarda da COX1 mtDNA dizisi molekiiler sistematikte basariyla
kullanilmaktadir (Ratnasingham ve Hebert, 2007; Perdices vd., 2004)

Birka¢ canli grubundan mtDNA dizilerinin tamaminin elde edilmesi bu genom
icin uygun evrensel primerlerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Dizayn edilen bu
primerler genomu bilinmeyen bagka tiirlerin mtDNA dizilerine ulasmamiza olanak
saglamistir. Ayrica yakin akraba tiirlerin ve populasyonlarin homolog genlerinin ve
mtDNA dizilerinin karsilastirilmasina olanak saglamistir.

Hayvan mitokondriyal DNA’sinda iki set evrensel primer ribozomal genler i¢in
kullanilirken iki set evrensel primer de protein kodlayan genler i¢in kullanilmistir.
Ribozomal genler i¢in dizayn edilmis olan primerler, tiir ve tiir alt1 kategoriler i¢in
yeterli derecede varyasyon iceren filogenetik agidan kullanmigli olan mtDNA
dizilerinin ¢ogaltilmasina olanak saglar. mtDNA’larin boyutunun kiigiik olmasi ve
yiiksek oranda korunmus yapisinin olmasi populasyonlar, tiirler ve daha {ist
taksonomik seviyelerin evrimsel iliskilerini belirlemede olduk¢a uygun DNA
olduklari i¢in tercih edilen belirteglerden biridir (Su vd., 1999).

Mitokondriyal DNA dizilerinin genetik belirte¢ olarak tercih edilmesinin sebebi
hiicre igerisinde ¢ok kopyali olarak bulunmasi ve bu sebeple ¢ogaltiimasinin kolay
olmasi, 6zelikle hayvanlar arasinda korunmus diziler igermesi ve bu sebeple evrensel
primerlerin dizayn edilmesi, ¢ok az duplike olmasi, dogal popiilasyonlar arasinda

yiiksek diizeyde varyasyon gostermesi, sebebiyle genetik yapist arastirilan yeni bir
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tiirlin sistematik kategorisinin belirlenmesinin en uygun ve en ucuz yoludur (Galtier

vd., 2009).

2.4.2.2 Kloroplast DNA’s1

Kloroplastlar plastidlerin 1s1ikta olusan ve fotosentez yapabilen c¢esididir.
Plastidler igerisinde en fazla kloroplast DNAs1 iizerinde ¢alisma yapilmstir. ilk defa
1960’11 yillarda tespit edilmistir. Halkasal bir DNA olup 120-160 kb uzunlugundadir
ve tizerinde 60-80 gen tasimaktadir. cpDNA yar1 korunumlu olarak kendini esler ve
anne tarafindan kalitilir. Cok fazla kodlanmayan bélge icermedigi igin niiklear
genoma gore ¢ok daha yavas evrimlesmistir (Soltis vd., 1997).

Yiiksek bitkilerde cpDNA’nin ayni kloroplast igerisinde c¢ok sayida kopyasi
bulunabilir. Bununla birlikte bir bitki hiicresinde birden fazla (20-100) kloroplast
bulunabilir. cpDNA ile ¢ekirdek DNA’smin sistemi birbirinden oldukca farklidir.
Ancak bitkilerde fotosentezden sorumlu genler hem c¢ekirdek DNA’s1 hem de
ctDNA’s1 iizerinde bulunmaktadir. cpDNA farkli tiirlerde farkli miktarlarda G+C
icermektedir.

Kloroplast DNA’s1 ile yapilan molekiiler sistematik calismalar daha c¢ok ribilose-
1,5-bisphospate carboxylase (rbcL rubisco) gibi ¢ok iyi tanimlanmis genler lizerinde
yapilmaktadir (Soltis vd. 1990). rbcL gen dizisi analizi bitki filogenisinde cins ve
daha iist taksonomik seviyeler icin iyi bir yardimci kaynaktir. Ayrica rpoC1 ve rpoC2
(Liston, 1992), trnK (Ohta vd., 1992), ATP (Leu vd., 1992), ve trnL. (Mubumbila
vd., 1993) genlerinin dizileri de sistematik amag¢lh kullanilmiglardir. ndhF geninin
dizisi ise sistematik calismalarda familyalar arasindaki iliskiyi belirlemek icin

kullanilmigtir. cpDNA ile RFLP analizleri de yapilmustir.

2.4.2.3 Cekirdek DNA’s1

Boliinmenin belirli evreleri hari¢ genelde kromozomal yapida bulunur. Poliploidi
olmazsa, herhangi bir tlirlin DNA orani bireyleri ve dokular1 arasinda hi¢ degismeden
nesiller boyunca sabit kalir. Ancak hiicrenin boéliinmeye hazirlandigi zaman
diliminde interfazin S safhasinda, olusacak yavru hiicrelere esit miktarda genetik

materyal verebilmek i¢in, iki katina c¢ikar. Genom biiylkligii farkli organizmalar
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arasinda cesitlilik gosterir. Bu, c¢ekirdek genomunun kayda deger sistematik ve
filogenetik bilgi verebilecegini gosterir. Fakat bazi durumlarda bilgiyi analiz etmek
zor olabilir. Ancak hayvanlar dleminde memeliler, kuslar ve siiriingenler, bitkilerde
ise acik tohumlularda tiirler arasi1 genom farki oldukca azdir. Buna ragmen
angiospermlerde basariyla kullanilmaktadir. (Ozcan vd., 2001)

Cekirdek genlerin kalittimi cift ataya aittir. Haploid genomdaki toplam DNA
miktarina “C degeri” ad1 verilir. Bu deger farkl tiirler arasinda biiyiik varyasyonlar
gosterebilir. Toplam DNA’nin %5-10"undan daha azi proteinleri kodlamak igin

gereklidir. Cekirdek genomundaki bu fazlaliga C-degeri paradoksu adi verilir.

Cekirdek genomu icerisinde rRNA’lar1 kodlayan tekrarli rDNA {initeleri
molekiiler sistematik calismalarinda en fazla kullanilan DNA parcasidir. Bu diziler
populasyon i¢i ve populasyonlar arasi polimorfizm gosteren ve kodlama yapan,
birbirinden uzak taksonlar1 karsilastirmada kullanilabilecek, yiiksek oranda
korunmus dizileri i¢ine alan ¢ekirdek genomudur (Hillis ve Dixon, 1991). Okaryotik
rDNA iiniteleri genom boyunca rastgele organize olmustur ve 5000 kadar kopyasi
bulunabilir. Tekrarlayan her bir inite 18S rDNA, 28 S rDNA, SSU (small subunit,
kiigiik alt tinite), LSU (large subunit, biiylik alt iinite) ve 5.8 S rDNA bolgelerinden
olusmaktadir. Kodlama yapan bolgeler ETS (external transcribed spacers, dis
transkribe olan bogluk) ve NTS (non-transcribed spacer, transkribe olmayan bosluk)
ad1 verilen iki boslukla birbirinden ayrilirlar. 5.8 S rDNA geni ise ITS adi verilen iki
bosluk arasinda bulunur. Bunlar diziler ITS1 ve ITS2 (internal transcribed spacers, i¢
transkribe olan bosluk) dizileridir (Hwang ve Kim, 1999)

Cekirdek genomunda her DNA dizisinden bir tane bulunabilecegi gibi, ¢ok
sayida hatta milyonlarca bulunabilir. Genomda tek kopyasi bulunan bu dizilere tek
kopya veya essiz-kopya DNA dizileri denir. Cok sayida kopyasi bulunan DNA
dizilerine tekrarli DNA dizileri denir. Tek kopyali ve tekrarli dizilerin oran1 genom
kompleksligini gosterir. Ciinkii tek kopyali diziler diger tiim dizilerden farklidir ve
sayilarinin ¢ok olmast genomun kompleks oldugunu isaret eder (Giilbiitti-Onaric1 ve
Stimer, 2002).

Filogenetik amaglar i¢in yapilan DNA-DNA hibridizasyon c¢aligmalarinda, farkl
tirlerin DNA’lar1 belirtilen kosullarda hibridlesirler ve bu tiirler arasindaki

benzerlikler arastirilir. Bu teknikte ¢ekirdek genomdaki tek kopyali ve tekrarli DNA
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dizileri kullanilabilir ve hibridizasyon zamanlar1 birbirleriyle karsilastirilabilir. DNA-
DNA hibridizasyonu sirasinda tek kopyali diziler yavasca birbirlerini bulurken
tekrarl diziler oldukca hizlidir. Bdylece yavas reaksiyonlar tek kopyali DNA’larin
genomdaki sayis1 ile karakteristiktir. Eger tek kopyali DNA’nin konsantrasyonu
fazlaysa, hibridizasyon reaksiyonlari tekrarli dizilere oranla ¢ok daha uzun bir siirede
meydana gelir. Belirli tekrarli dizileri kromozomlar iizerine yerlestirmek igin
kullanilan tekniklerden birisi in situ hibridizasyondur (Giilbitti Onaric1 ve Siimer,
2003). Bu metot radyoaktif olarak isaretlenmis DNA parg¢alarinin kromozomlardaki
tek zincirli DNA ile hibridizasyonuna dayanir. Otoradyografi, isaretli pargalarin

kromozomlarda gézlenmesine olanak saglar.

2.4.2.3.1 i¢ transkribe olan bosluklar (Internal transcribed spacers, ITS)

Cekirdege ait DNA parcasidir. Kodlanmayan iki degisken bolgeden meydan
gelen ITS bolgesi, olduk¢a korunmus kiiciik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi
arasinda (ITS1 bolgesi) ve de biiyiik alt birim (LSU), rRNA genleri ile 5.8S alt birimi
arasindaki bolgede (ITS2) yer almaktadir. ITS-1 ve ITS-2 bolgeleri ribozomal
transkripsiyonel {initenin birer pargasi olsa da bu diziler olgun ribozomlarin yapisina
katilmazlar. ITS bolgesinin her iki tarafinda da korunmus diziler vardir bdylece,
evrensel primerler kullanilarak ¢ogaltilip dizi analizleri yapilabilir. ig¢ tarnskribe olan
bosluk (ITS) sayisiz sistematik calismada cok genis bitki cesidinde cins ve tiir
seviyesinde kullanilmigtir.  ITS bolgesi 4 temel nedenle funguslarda molekiiler
karakterizasyon calismalar i¢in ozellikle kullanighdir (White vd., 1990; Bruns vd.,
1991)

1. ITS bolgesi nisbeten kiiciiktiir (500-800 bg) ve evrensel tek bir primer ¢ifti ve
bu primerlerin modifiye edilmis formlar1 kullanilarak PZR ile kolaylikla
cogaltilabilir.

2. rDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi nedeniyle, yogunlugu ¢ok
diisiik olan veya degrede olmus DNA izolatlarindan dahi ITS bdlgesi
kolaylikla ¢ogaltilabilir.

3. Korunmus bolgeler arasinda bulunmasi sebebiyle ITS bolgesinin

amplifikasyonu ve dizilenmesi i¢in evrensel primerler kullanilabilmektedir.
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4. Farkl: tiirler arasinda ITS bolgesi yeterince degisken olabilir ve bundan
dolay1 ITSRFLP restriksiyon verileri genetik uzakligi tahmin etmek i¢in
kullanilabilir boylece filogenetik ve sistematik analizler i¢in karakterler
saglayabilir.

5. Homolog olmayan kopyalar1 nokta mutasyonu ve/veya insersiyon / delesyon
(indel) seklinde bulunabilmekte ve bir tiiriin bireyleri arasinda kiigiik
varyasyonlara sebep olabilmektedir.

6. Tiir spesifik ITS problari, bir kromozomal kiitiiphane olugturmaya gerek
kalmaksizin hizli bir sekilde PZR ile iiretilebilir. Birgok arastirici dizilerin
tekrarlayan birimler seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir icinde
benzer olma egiliminde olmasindan dolayz, tiire 6zgii problar1 gelistirmek i¢in
dizileri ITS bélgesinden se¢gmektedir (Cebi Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

ITS Dbolgeleri, niiklear ribozomal RNA’larin (nrRNAs) islevlerinin
diizenlenmesinde belirgin bir role sahiplerdir.  ITS-1’in (18S-5.8S) belirli
bolgelerinde meydana gelen delesyonlar, rRNA’larin kiiciik ve biiyiik alt tinitelerinin
olgunlagmasini engelledigi belirlenmisken, ITS-2 (5.8S -26S) bolgesindeki belirli
delesyonlar ve nokta mutasyonlart rRNA’nin biiyiik alt {initesinin gelismesini
engelledigi gozlenmistir. Bu durum, bu bdlgelerin her ne kadar translasyona

ugramasa bile rRNA’lar i¢in 6nemli bir bolge oldugunun kanitidir.

Bu bolgeye 6zgli primerler fungal rRNA amplifikasyonu i¢in orijinal olarak
dizayn edilmistir ve mantar (Saccharomyces), bocek (Drosophila), ve bitki (Oryza
sativa ve Hordeum vulgaris) dizilerinden koken almistir (White vd., 1990). ITS-1 ve
ITS-2 bolgeleri farkli oranda polimorfizm gostermektedir. Ayrica iki bolgenin
birbirinden ayr1 kullanildig1 filogenetik caligmalar farkli sonuglar vermektedir. Bu
yiizden ITS-1 ve ITS-2 bolgelerinden elde edilen bilgilerin birlestirilmesi ile aciga
cikan sonuglar daha dogru, saglam ve tam agaclar ortaya ¢ikarmaktadir (Baldwin vd.,

1995).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi
3.1.1.1 Arazi cahismalar

3.1.1.1.1 Calisma bolgesinin iklimsel 6zellikleri

Caligma bolgesi Ege bolgesinde olup, Akdeniz iklimi goriilmektedir. Bu
baglamda yazlar1 sicak ve kurak olup kislar1 1lik ve yagishdir. Yagislar genellikle
yagmur seklindedir ve iilkemizin en fazla yagis alan illerinden biridir. ilin hem
Akdeniz hem de Ege denizinde kiyilar1 vardir. Yiizol¢limiiniin % 75’e yakint orman
ve fundaliklarla kaplidir. Ormanlarin biiyiik kismin1 kozalakli agaglar olustururken,
kiyilardaki yamaglar makilerle ortiiliidiir. Ormanlarda ¢ogunlukla kizilgam, karagam,
fistikcam, sedir, ardi¢ ve sigla agaclari bulunur (Atalay, 1994). Mugla ilinin 1975-

2008 yil1 aras1 iklimsel verileri tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Mugla ili 1975-2008 yillar1 aras1 ortalama iklimsel veriler (Anonim, 2010)

MUGLA Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eyliil Ekim Kasim Aralik
Ort. Sic. (°C) 55 5.8 85 125 177 23.0 26.4 26.0 21.6 161 102 6.8
Ort. E. Y. Sic. (°C) 10.1 107 143 18.6 244 29.8 335 334 292 233 162 112
Ort.E. D. Sic. (°C) 1.5 1.6 3.5 7.0 11.4 16.3 19.8 19.6 15.1 103 54 3.0
Ort. Giineslenme Siiresi (saat) 41 50 61 7.1 85 10.2 10.7 10.7 96 74 51 3.7
Ortalama Yagish Giin Sayis1 132 123 106 99 7.6 35 1.8 1.5 27 59 9.8 13.9
Ortalama Yagis Miktari (kg/mz) 215.8 1659 1224 73.0 492 24.0 7.0 8.1 16.6 59.7 164.1 239.6

Uzun Yillar iginde Gergeklesen En Yiiksek ve En Diisiik Degerler (1975 - 2009)
En Yiiksek Sicaklik (°C) 188 21.2 268 303 357 4038 42.1 41.0 388 345 276 208

En Diisiik Sicaklik (°C) -78 99 -85 36 1.0 6.7 11.3 13.2 56 02 48 -6.8

Arazi ¢aligmalar1 Mugla ve ilgelerini kapsayan 4 farkli lokaliteden yapilmustir.
Ornekler, dogal biiyiime ortami olan konifer ormanlardan toplanmistir. Arazi
caligmas1 yapilan lokalitelerde kuzugdbegi (Morchella) mantarinin da bulundugu

tespit edilmistir. Orneklerin, gam yapraklarmin arasina gizlendigi dikkat ¢eken
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noktalardan biridir. Arazi c¢alismas1 yapilan lokaliteler ve tarihleri asagida

belirtilmistir.

- Yaras koyii : 13 Nisan 2010, 18 6rnek

- Yilanh dag: : 17 Nisan 2010, 15 6rnek, 25 Nisan 2010, 31 6rnek, 20 Nisan
2010, 23 6rnek

- Ula: 2 nisan 2010, 23 6rnek, 18 Nisan 2010, 27 6rnek

- Fethiye : 7 Nisan 2010, 35 6rnek

Belirtilen lokalitelerden toplanan Orneklerin her biri ayri ayri etiketlenerek,
fotograflanmistir. Ayrica mantarlarin yetistikleri ortam sartlar1, yiikseklikleri,
yetisme peryotlari, bliyiikliigli, mantarin dis ve i¢ ylizeyinin diiz veya piiriizlii olmasi,
et rengi, et kalinhgi, kivriklarin sikligt ve derinligi, lizerinde kiitikiila benzeri
yapilarin olup olmamasi, parlakligi, himenyum tipi, sap sekli ve boyutlari, daha sonra
yapilacak olan tiir teshis calismalari ig¢in ayrintili bir sekilde kaydedilmistir.

Laboratuar ortamina getirilen 6rnekler kurutulup saklanmistir.

3.1.1.2 Mikroskop calismalari

Araziden toplanan her bir 0rnegin ayr1 ayri spor calismasi yapilmistir. Spor
calismalar1 binokiiler mikroskop ve % 5°lik KOH kullanilarak yapilmistir. Spor
calismalarinda KOH kullaniminin  goriintii  kalitesini artirdigi rapor edilmistir.
Sporlarin enleri ve boylart mikrometrik okiiler ile dlgiilerek 15-20 6lglimiin en kiiglik
ve en yiiksek degeri arasindaki aralik belirlenmis ve sporlarin ortalama biiytikliigii
tespit edilmistir. Ayrica her bir 6rnegin spor sekli, oryantasyonu, ¢eper kalinligi ve
rengi tespit edilerek teshiste kullanmak lizere kayit altina alinmistir. Sonrasinda
incelenen her 6rnegin sporunun fotografi ¢ekilmistir.

Ayrica mantarlardan alinan kesitlerle mantarlarin hif yapilar, parafizleri ve her
bir mantarin sahip oldugu askuslarinin sekli, eni ve boyu, kimyasal ayraglara cevap
verip vermedigi tespit edilmistir.

Calismalarda tiir teshisinde Kempton (1973), Phillips (2006), Breintenbach ve
Kranzlin (1984), Hansen ve Knudsen (2000), Dennis (1981) ve Castellano vd.
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(2003), Wood (1971), Vooren ve Moreau (2009), McKnight (1971) gibi

kaynaklardan yararlanilmistir.

3.1.2 Molekiiler sistematik calismalari
3.1.2.1 Kullanilan cam ve plastik malzemeler

Deneylerde kullanilan 1siya karsi dayanikli cam ve plastik malzemeler ve
¢ozeltiler topluca deneylere baslamadan dnce 121 °C 1 atmosfer basing altinda
otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Ihtiyaca gdre bu malzemelerden tekrar
otoklavlanarak kullanilmistir. Isiya karst dayanikli olmayan malzemeler

kontaminasyonu 6nlemek amaciyla bir defa kullanilarak atilmistir.

3.1.2.2 Cahsmada kullanilan kimyasallar

Caligmada kullanilan tiim kimyasallar Merck, Applichem ve Sigma Aldrich’ten

yerli kuruluslar araciliiyla temin edilmistir.

3.1.2.3 PZR’de ( Polimeraz zincir reaksiyonu) kullanilan kimyasallar

PZR’da kullanilan kimyasallar Fermentas firmasi tarafindan saglanmis olup

miktarlar1 ve derisimleri tablo 3.2°de gosterilmektedir.

Tablo 3.2 PZR’de kullanilan kimyasallar ve derisimleri

Steril distile su 13 uL
Taq buffer 2.5 uL
MgCl;, (25 mM) 1.5 uL
DMSO 1.5 uL
Primer Forward (5 pmol/uL) 2.5 ulL
Primer Reverse (5 pmol/uL) 2.5 ulL
dNTP (10mM) 0.5 uL
Taq DNA Polimeraz 0.5 uL
Kalip DNA 0.5 pnL
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3.1.2.4 PZR’de kullamlan primerler ve 6zellikleri

PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Integrated DNA Technologies
( A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez veya -20 °C
buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12.000 rpm’de satrifiij yapilarak
liyofilize halde olan primerler tiipiin dibinde toplandi ve 1 ml dH,O igerisinde
coziilerek stok primerler hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 5 pmol
olacak sekilde sulandirildi. Calismada kullanilan primerlerin DNA dizileri, erime

sicakliklar1 (Tm) tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3 PZR’de Kullanilan Primerler ve Ty, degerleri

Primer Niikleotid Dizisi(5’-3’) Tm Degeri
ITS-4 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 52.1°C
ITS-5m 5" GGAAGGAGAAGTCGTAACAAG 3' 55.0°C

3.1.2.5 Agaroz jel elektroforezinde kullamlan kimyasallar

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan malzemeler tablo 3.4’°te belirtilmistir.

Tablo 3.4 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cézeltiler ve Ozellikleri

Cozelti Kompozisyonu ( 1L i¢in )

TBE ( 5X) 54 gr Tris-Base
27.5 gr Borik Asit
20 ml 0.5 M EDTA (pH:8)

Yiikleme boyasi 6X mass Ruler Fermentas
Cat no:R 0621
DNA Belirteg 1 Kb Gene Ruler Ladder Plus Fermentas

Cat no: Sm 1333

3.2 Yontem
3.2.1 Genomik DNA izolasyonunda kullamilan malzemeler ve yontemi

Genomik DNA izolasyonu igin gerekli kimyasallar Fermantas firmasindan temin

edilmis olup izolasyon islemi sirasinda kitte Onerilen protokol biraz degistirilerek
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takip edilmistir. Bu protokole goére genomik DNA izolasyonu asagidaki sekilde

yapilmistir.

1-

21-

Onceden toplanarak etiketlenip kurutulan mantarlardan100 mg’lik parca
alinarak havan igerisinde sivi azotla toz haline gelinceye kadar ezildi ve 1.5
ml’ lik eppendorf tiipe aktarilir.

600 pl izolasyon tamponu eklenerek toz haline gelmis mantar, DNA
izolasyon tamponu icerisinde ¢oziiliir.

Uzerine izolasyon tamponu eklenen drnekler 5 dk. vortekslenir veya alt-iist
edilir.

500 pl fenol/kloroform/ izoamil alkol eklenerek 5dk. alt iist edilir.

12.000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapalir.

Stipernatant yeni bir eppendorf tiipe alinarak siipernatant hacminin 1/10 kadar
NaAc eklenir ve tiipler alt iist edilir.

Siipernatant hacmi kadar izopropanol eklenir.

1 dk. 12.000 rpm’de santrifiij yapulir.

Tiim ¢o6zelti dokiildii ve sadece pellet kalir.

Pellet 500 ul TE’de ¢oziliir.

5 ul RNase A eklenir, alt iist edilir.

37 °C°de 30 dk. inkiibe edilir.

50 ul NaAc eklenip, alt iist edilir.

% 90’Iik 1ml. Etil alkol eklenip, alt iist edilir.

- 80 °C’de 10 dk. bekletilir.

13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij yapilir.

Alkol dokiilerek uzaklastirilir.

% 70’lik etil alkol 1ml etil alkol eklenir ve DNA’nin ¢dziilmesi saglanir.
12.000 rpm’de 2 dk. santrifiij yapilir.

Etil alkol uzaklastirilir ve DNA kurumaya birakilir.

DNA 200 pl saf su veya 50 pl TE ile ¢oziiliir.

DNA izolasyon islemlerinin tamam buz iizerinde gergeklestirilir. izole edilen

genomik DNA’nin varligi agaroz jel elektroforezi ile tespit edildikten sonra,

kullanilacag1 zamana kadar -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilir.
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3.2.2 Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA izolasyonu ve PZR sonug¢larinin gézlenmesi i¢in % 0,8’lik agaroz
jel hazirlandi. Bunun i¢in 0,4 gr agaroz tartildi ve 50 ml 0,5 X TBE taponu i¢inde,
mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii. Karisim 60 °C’ye kadar sogutularak
icerisine 4 pl EtBr (Etidyum Bromid) ilave edildi. Onceden taraklar ve kaseti saf su
ile temizlenmis ve +4 °C buzdolabinda kurutulmus olan jel kasetine dokiildii ve
polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra kasetten taraklar cekilerek
cikartildi. Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilip iizeri kaplanincaya kadar
0.5 X TBE tamponu ile dolduruldu. EtBr DNA’nin jel igerisinde ultraviyole 1s1ik
altinda gorliinmesine yardimci olur. Bu islem 5ul DNA ve 1ul yilikleme boyasi
karistirilarak jelde olusturulan kuyucuklara otomatik pipet yardimi ile yiiklenmesi ile
basarilir. 11k kuyucuga molekiiler biiyiikliigii belli olan bir DNA standard: yiiklendi.
Omekler 90 voltta yaklasik 40 dk. yiiriitildii ve elektroforez sonuglar1 UV

transilluminatdrde gozlendi ve fotograflar ¢ekildi.

3.2.3 PZR deneyleri (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PZR’de toplam reaksiyon hacmi 25 pL olacak sekilde ayarlandi. Bu islem igin
her bir PZR tiipline asagidaki bilesenler konuldu. Reaksiyonda ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), ITS5Sm (5’-GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG-3’)
primerleri kullanildi. Karisim hazirlanirken kullanilan malzemeler asagidaki sira
takip edilerek eklendi. PZR’de kullanilacak malzemeler ¢alisma esnasinda buz
tizerinde muhafaza edildi.

PZR tiipiine konan bilesenlerin iyice karigmasi i¢in ¢ok kisa bir siire (1-2
saniye) santrifiijleme yapildi. Tiipler PZR aletine yerlestirildi. Uygun program
secilerek reaksiyon baslatildi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5 PZR reaksiyonlarinda kullanilan program

On 1s1itma 95 °C 5dk 1 devir
1. basamak 94 °C 45 sn
2. basamak 50 °C 45 sn 40 devir
3. basamak 72 °C 2 dk
4. basamak 72 °C 10 dk 1 devir
5. basamak 4°C 25 saat 1 devir
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PZR reaksiyonlarinin sonucunu ogrenmek ve sonuglart ¢ikan Ornekleri
degerlendirmek amaciyla PZR iiriinlerini % 0.8 lik agaroz jelde 90 voltta 40 dk.
yirittiik. Jelde yiiriitiilen ornekler fotograflanmistir (sekil 3.1). Konsantrasyonu
uygun diizeyde olan ornekler eppendorf tilipleri igerisine yerlestirilip kapaklari
giizelce parafilmlendikten sonra, PZR’de kullanilan ITS-4, ve ITS-5m primerleri
(White vd., 1990) ile birlikte dizi analizi i¢in Refgen'e (Ankara) gonderildi.
Primerler her bir 6rnek i¢in 8 pl olacak sekilde ayarlandi. Bu primerler kullanilarak

diziler her iki taraftan da okundu.

Sekil 3.1 PZR Sonuglar1 jel fotografi

Elde edilen dizi analizi verileri, Windows 95/98/NT/2000/XP i¢in yazilmis olan
BioEdit biyolojik dizi siralama editdrii ile kontrol edildi. Sol (5°, forward) ve sag (3’
revers) primerler ile okunan diziler eslestirilerek kontigler olusturuldu. Her bir 6rnek
icin ayr1 ayri1 olusturulan bu kontiglerin hepsi bir araya getirilerek genel kontig
olusturuldu. Genel kontigden yararlanarak polimorfik olan bazlar tespit edildi ve
dogrulugu ispatlandi. Elde edilen ITS bolgesi niikleotid dizilerinden, PAUP4.0

programi yardimiyla filogenetik agaclar olusturuldu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Gyromitra cinsi sistematik olarak sorunlu taksonlart igermektedir. Ciinkii bu cins
igcerisinde yer alan tiirlerde morfolojik ve anatomik karakterler tiirleri birbirinden
ayiracak kadar farklilasmamustir. Diinya tizerinde bu cinse ait oldugu diisiiniilen fakat
sistematik karakterlerin yeterli olmamasi sebebiyle tiim mikologlar tarafindan kabul
gormeyen 69 kadar Gyromitra tirii vardir. Bu durum bu grubun sistematik
kargasasinin  giderilmesinde baska yontemlerin kullanilmas1  zorunlulugunu
dogurmustur. Bu sebeple morfolojik ve anatomik karakterlerden tiir teshisinden ¢ok
birbirine benzer gruplarin olusturulmasinda faydalanilmistir. Boylelikle ¢aligmalarin
temelini dogrudan tiir teshisi yapma degil farkli gruplar1 ortaya ¢ikarma islemi

olusturmustur.

4.1 Makroskobik ve Mikroskobik Calismalar Sonucunda Elde Edilen Veriler

Yapilan makroskobik ¢aligmalarda gruplama isleminde sistematik karakter olarak
mantarin i¢ ve dis kisminin, sapinin rengi, koku, biiytikliik, sap uzunlugu ve sekli,
sapkanin i¢ ve dis kisminin diiz veya pliriizsiiz olmasi, sapka {izerindeki kivrimlarin
sayis1 ve derinligi, kivrimlarin dizilis sekli, sapka iizerinde bulunan tiiysii yapilar,
parlak bir tabakanin olup olmamasi gibi 6zellikler kullanilmistir. Kullanilan bu

karakterlere gore toplanan 6rnekler baslica 10 gruba ayrilmistir bu gruplar;

1. Grup: Ornekler 8-12 x 4-5 boyutlarindadir. Sap kalin ve uzun olup 5-6 x 1-2
cm’dir. Mantarin taze formunda askokarp kitir kitir oldukga gevrek bir
goriiniim sergilemektedir. Sapka kahverengi renklidir. Diger 6rneklerden en
bariz farki kalin ve uzun bir sap tasimasidir. Sporlar 19-26 x 9.6-12 pm’dir.
Sporlar hafif yesilimsi renktedir ve hifler septalidir. Gruptaki 6rnekler tilkemiz
icin yeni bir kayit olan Gyromitra longipes dir. Ancak ikinci grupta yer alan
ornekten sapmin kalin olmasi sebebiyle farkli bir morfolojik goriinti
sergilemektedir (Huhtinen ve Ruotsalainen, 2004; Vooren ve Moreau, 2009),
(Resim 1 a ve b).

2. Grup: Ornekler 7-10 x 3-3.5 cm boyutlarindadir. Askokarp kahverengi
renklidir. Sap unumsu renkte olup boyutlar1 4-6.5 x 1-1.5 cm’dir. Bu mantari

diger gruplardan ayiran en 6nemli 6zellik sap kisminin uzun olmasidir. Ayrica
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sapka, sap orani diger orneklerden oldukga farklidir. Kisim kisim yanik gibi
bir goriintii vermektedir. Sapka gevrek sekilli bir goriintii olusturmaktadir.
Sporlar 16.7- 25 x 9.6-12 pm’dir. Bu gruptaki 6rneklerde iilkemiz i¢in yeni bir
kay1t olan Gyromitra longipes 'dir.

. Grup: Gruptaki 6rnekler 4-5 x 2.5-3.5 c¢cm boyutlarindadir. Sap 2-3 x 0.75-1
cm’dir. Mantarin iist kisminda homojen bir renk dagilimi yoktur. Renk, ayni
mantar tlizerinde koyu kahverengiden agik kahverengiye kadar farkli
tonlarinda benek benektir. Sanki kisim kisim yanik gibi bir goriintii
vermektedir. Sporlar 16.7-21.6 x 9.6-10.8 pm’dir. Hifler septalidir. Gruptaki
ornekler hem morfolojik hem de mikroskobik olarak oldukg¢a farkli bir
gorilintli sergilemektedir. Yeni bir tiir olabilecegi ve daha ayrintili ¢aligmalar
yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Gyromitra sp. 1 olarak isimlendirilmistir
(Resim 2 ave b).

. Grup: Bu grupta olan mantarlar 5-6 x 3-4 cm boyutlarindadir. Sap 2-2.5 x 1-
1.5 cm olup unumsu renklidir. Diger 6rneklerden en 6nemli farkliligr mantarin
sapka kismi iizerinde tily seklinde yapilarin olmasidir. Mantarin koyu
kahverengi renkte iken kahverenginin acik tonlarini da igeren benekli bir yapi
olusturmaktadir. Bu gruptaki mantarlar iki farkli tipte spor icermektedir. Her
iki tip sporun u¢ kisminda da yesilimsi renkte yag damlaciklar1 bulunmaktadir.
Sporlar 16.7-27 x 9.6-13.2 pum boyutlarindadir. Hifler septalidir. Gruptaki
ornekler mevcut teshis anahtarlari ile belirlenememektedir. Yeni bir tir
olabilecegi ve daha ayrintili caligmalar yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
DNA dizisi diger orneklerden farkli bir dizilis sergilemektedir ve Gyromitra
sp. 2 olarak isimlendirilmistir (Resim 3 a ve b).

. Grup: Ornekler 6-9 x 3.5-4.5 c¢cm boyutlarindadir. Sap 3.5-5 x 0.5-1 cm
civarinda olup beyaz renklidir. Mantar1 digerlerinden ayiran en Onemli
ozelliklerden biri, kurudugunda mantar iizerinde bariz bir beyaz spor
tabakasinin olusmasidir. Ayrica kuru Orneklerin {ist kismi pul pul
dokiilmektedir. Sporlar 21.6-26.4 x 10-13 pm’dir. Hifler septalidir. Gruptaki
mantarlar Gyromitra esculenta var. fragilis 'tir (All1 vd., 2007), (Resim 4 a ve

b).
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Grup: Ornekler 5-6 x 4-5 cm boyutlarindadir. Sap 3-4 x 0.5-0.6 cm ve kirli
beyazdir. Sap iizeri nokta nokta beneklidir. Sapka kirmizi- kahverengi
renklidir. Sapka sap ile herhangi bir baglanti olusturmamaktadir. Diger
orneklerden ayrildigi en belirgin nokta mantarin i¢ yilizeyinin piiriizsiiz olmasi,
etli kismin ¢ok ince, kolayca kirilabilir tarzda olmasi ve sapin sapka ile tam bir
baglanti olusturmamasidir. Sporlar 19-25 x 9-12 um’dir. Hifler septalidir.
Gruptaki ornekler lilkemiz i¢in yeni bir kayit olan Gyromitra tasmanica’dir
(Vooren ve Moreau, 2009), (Resim 5 a ve b).

Ornekler 5-7 x 5-6 cam boyutlarindadir. Sap 3-4.5 x 0.5-0.6 cm’dir ve unumsu
renktedir. Sap genelde birka¢ kokiin birlesmesiyle olusmustur. Sapka {izeri
cok sayida ve yiizeysel kivrim icermektedir. Bu oOzellikler mantar1 diger
gruplardan ayirt etmeye yarayan en belirgin farktir. Mantar kirmizi-
kahverengi renklidir. Sporlar 17-24 x 9.6-10.8 pm’dir. Hifler septalidir.
Gruptaki mantarlar Gyromitra esculenta var. esculenta’dir (All1 vd., 2007),
(Resim 6 a ve b).

Grup: Mantar 7-12 x 4-6 cm boyutlarindadir. Askokarp sarimsi kahverengi
renktedir. Sap 4-6 x 1-1.5 cm ve beyaz renklidir. Digerlerinden en bariz farki
kivrimlarin daha az ama daha kalin ve derin olmasidir. Sporlar (20) 21-26 x
9.5-12 pm’dir. Hifler septalidir. Gruptaki mantarlar Gyromitra gigas tir
(McKnight, 1971), (Resim 7 a ve b).

Grup: Mantar 7-10 x 4-6 cm boyutlarindadir. Sap 3-5 x 0.5-1.5 cm ve beyaz
renklidir. Mantar acik sar1, kahverengi renktedir. Sporlar 15-22 x 9-10 pm’dir.
Diger gruptaki orneklerden en belirgin farki kivrimlarin daha ¢ok ama daha
ince ve yiizeysel olmasi ve sarimsi renkte olmasidir. Ornek Gyromitra
esculenta var. fulva’dir. (Vooren ve Moreau, 2009), (Resim 8 a ve b).

Grup: Mantar 4-7 x 3-5 cm boyutlarindadir. Sap 3-5 x 0.5-0.8 cm ve beyaz
renklidir. Sapka sarimsi kahverengidir. Diger Orneklerden en bariz farkli
kivrimlarin Oriilmiis sa¢ gibi giizel bir desen seklinde goriiniiyor olmasidir.
Sporlar 16.7-20 (21.6) x 7.2-9.6 um’dir. Hifler septalidir. Gruptaki 6rneklerde
Gyromitra esculenta var fulva olup diger 6rmekten desen seklinde kivrim

iceren askokarp icermesi ile farkli bir dis goriiniis sergilemektedir.
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Bu smiflandirma sistemi mikroskobik calismalar sonucu elde edilen askus,
parafiz, spor, himenyum gibi siiflandirmada kullanilan karakterlerden elde edilen
verilerde yapilan gruplandirmay1 desteklemektedir. Spor ¢alismalarinda Gyromitra
cinsi icin karakteristik olan ve iki ucunda yag damlacig1 olan sporlar goériilmiistir.
Ancak bazi 6rneklerin sporlarinda yag damlaciklarinin bulunmadigi gdzlemlenmistir.
Ayrica melzer ve amonyum hidroksitin Gyromitra tiir tayininde uygun kimyasallar
olmadigina karar verilmistir. Clinkii Gyromitra tiirleri bu kimyasallarla tepkimeye

girmemektedir.

4.2 Molekiiler Sistematik Calismalar: Sonucu Elde Edilen Veriler

Tespit edilen 10 farkli grubun DNA izolasyonlar1 yapilmistir. DNA izolasyonu

yapilan her bir 6rnegin ITS4 ve ITS5M primerleri ile PZR’si yapilmistir. rDNA
bolgesi dizileri elde edilmistir. Elde edilen bu dizilerin karsilagtirilarak birbirinden
farkli (polimorfik) olan bazlar tespit edilmistir. Buna gore 10 farkli gruptan 830 bg
uzunlugunda iic farkli DNA elde edilmistir. Belirlenen taksonlarin 830 bg
uzunlugundaki dizisi genbank’ta arastirilmistir.
Buna gore 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10 numaral1 gruplar ayn1 tiir olarak goriilmekte ve DNA
dizileri G. esculenta ile % 99 oraninda benzerlik gostermektedir. 3 ve 5 numaral
gruplar ayni ancak digerlerinden farkli bir tiir olarak goriilmekte ve G. esculenta ile
% 99 oraninda birbirine benzemektedir. Son olarak 4 numarali grup tek basina ayri
bir tiir olarak goriilmekte ve Gyromitra esculenta ile % 98 oraninda benzerlik
gostermektedir. Yani rDNA dizilerine gore 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10 numarali gruplar
ayni tlir 3, 5 numarali gruplar ayni tiir son olarak 4 numarali grup tek basina ayri bir
tiir olarak goriilmektedir.

Elde edilen molekiiler verilerin filogenetik analiz programi olan PAUP’ta
degerlendirilmesi sonucunda iki adet soy agaci elde edilmistir. Bu soy agaclari
Neighbour Joining Analiz metodu (Sekil 4.1) ve UPGMA analiz metodu ile (Sekil
4.2) ile elde edilmistir. Ayrica yine molekiiler verilerden yararlanarak degerlendirilen

Gyromitra 6rneklerinin genetik uzaklik haritasi tablo 4.1 de verilmistir.
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Sekil 4.1 PAUP’ta Neighbour joining analiz metodu ile olusan soy agaci
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Sekil 4.2 PAUP’ta UPGMA analiz metodu ile olusan soy agaci
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Tablo 4.1 Calismadaki Gyromitra tiirleri genetik uzaklik haritasi

Patristic distance matrix
Below diagonal: Adjusted character distances
Above diagonal: Patristic distances

12345678
1 G. esculenta var. esculenta -000 4000
2 Gyromitra gigas 0-004000
3 G. esculenta var. fulva 00-04000
4 Gyromitra longipes 000 -4000
5 Gyromitra sp2 4444 -444
6 Gyromitra sp.1 00004 -00
7 G. esculenta var. fragilis 0000 40 -0
8 Gyromitra tasmanica 0000 40 0 -

54



55

5. SONUCLAR VE TARTISMA

Mugla yoresinden toplanan Gyromitra tiirleri iizerinde yapilan morfolojik ve
molekiiler caligmalar sonrasinda toplamda 6 takson tanimlanmistir. Bu taksonlar
Gyromitra gigas, G. longipes, G. tasmanica, G. esculenta var. esculenta, G.
esculenta var. fragilis ve G. esculenta var. fulva’dir. Bu taksonlardan G. longipes, G.
tasmanica ve G.esculenta var. fulva ik defa bu ¢aligsma ile ortaya ¢ikarilmis iilkemiz
icin yeni kayit tiirlerdir. Iki adet ise heniiz tanimlanamayan tiir vardir. Bu tiirler
mevcut teshis anahtarlarinda bulunan tanimlamalara uymamaktadir. Dolayisiyla
bunlarin yeni tiir olabileceginden siiphelenilmektedir. Bu durumun ortaya
cikarilabilmesi i¢in ayrintili ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. Tablo 5.1°de

caligmalar sonucu elde edilen tiirlerin morfolojik ve molekiiler 6zellikleri verilmistir.

Tablo 5.1 Teshis edilen tiirler ve deskripsiyonlari

Tiir Deskripsiyonu ITS bolgesi Genbank
arastirma sonuglari

Tiir, 8-12 x 4-5 boyutlarindadir. Sap kalin
ve uzun olup 5-6 x 1-2 cm’dir. Mantarin
taze formunda askokarp kitir kitir oldukga
gevrek bir goriniim sergilemektedir. | % 99 oraminda Gyromitra
G. lOﬂgip@S Sapka kahverengi renklidir. Diger | esculenta ile  benzerlik
orneklerden en bariz farki uzun bir sap ve | gostermektedir.

sapa oranla daha kiicik bir sapka
tagimasidir. Sporlar 19-26 x 9.6-12
pm’dir.

Tiir, 4-5 x 2.5-3.5 cm boyutlarindadir. Sap
2-3 x 0.75-1 cm’dir. Mantarin st
kisminda homojen bir renk dagilimi
yoktur. Renk, ayni mantar iizerinde koyu
Gyromitra sp. ] kahverengiden acik kahverengiye kadar
farkli tonlarinda benek benektir. Sanki
kistm kisim yamik gibi bir goriintii
vermektedir. Sporlar 16.7-21.6 x 9.6-10.8
um’dir.

% 99 oraninda Gyromitra
esculenta  ile  benzerlik
gostermektedir.

Tiir, 5-6 x 3-4 cm boyutlarindadir. Sap 2-
2.5 x 1-1.5 cm olup unumsu renklidir. | % 98 oraninda Gyromitra
Gyromitra sp. 2 Diger oOrneklerden en oOnemli farkliligi | esculenta  ile  benzerlik
mantarin  sapka kismi iizerinde tily | gostermektedir.

seklinde yapilarin olmasidir. Sporlar 16.7-
27 x 9.6-13.2 um boyutlarindadir.

Tiir, 6-9 x 3.5-4.5 cm boyutlarindadir. Sap
3.5-5 x 0.5-1 cm civarinda olup beyaz
renklidir. Mantar1 digerlerinden ayiran en | o, 99 oramnda Gyromitra
onemli ozelliklerden biri, kuruduunda | ,c..70na  ile  benzerlik
G. esculenta var. fragilis | mantar izerinde bariz bir beyaz spor | g5germekiedir.

tabakasinin olugmasidir. Ayrica kuru
orneklerin  ist  kismi  pul  pul
dokiilmektedir. Sporlar 21.6-26.4 x 10-13
um’dir.
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Tiir, 5-6 x 4-5 cm boyutlarindadir. Sap 3-
4 x 0.5-0.6 cm ve kirli beyazdir. Sap ilizeri | % 99 oraninda Gyromitra
G. tasmanica nokta nokta beneklidir. Sapka kirmizi- | esculenta ile  benzerlik
kahverengi renklidir. Sapka sap ile | gostermektedir.

herhangi bir baglant: olusturmamaktadir.
Sporlar 19-25 x 9-12 pm’dir.

Tiir, 5-7 x 5-6 cam boyutlarindadir. Sap
3-45 x 0.5-0.6 cm’dir ve unumsu | % 99 oraninda Gyromitra

G.esculenta var. renktedir. Sap genelde birkag kokiin | esculenta ile  benzerlik
birlesmesiyle olugmustur. Sapka {izeri ¢ok | gostermektedir.
esculenta sayida ve yiizeysel kivrim igermektedir.

Mantar  kirmizi-kahverengi  renklidir.
Sporlar 17-24 x 9.6-10.8 pm’dir.

Tir, 7-12 x 4-6 cm boyutlarindadir.

Askokarp sarimst kahverengi renktedir. | o, 99 oranmda Gyromitra

Gyromitra gigas Sap 4-6 x 1-1.5 cm ve beyaz renklidir. | oooponsg  ile  benzerlik
Digerlerinden en bariz farki kivrimlarin gostermektedir.

daha az ama daha kalim ve derin
olmasidir. Sporlar (20) 21-26 x 9.5-12
um’dir.

Tiir, 7-10 x 4-6 cm boyutlarindadir. Sap
3-5 x 0.5-1.5 cm ve beyaz renklidir. | o, 99 orammnda Gyromitra
G. esculenta var. fulva Mantar agik sari, kahverengi renktedir. | ooyjonsg ile  benzerlik
Sporlar- 15-22 x 9-10 um Filr: Diger gostermektedir.

gruptaki Orneklerden en belirgin fark:
kivrimlarin daha ¢ok ama daha ince ve
ylizeysel olmasi ve sarimsit renkte
olmasidir.

Bununla birlikte molekiiler sistematik ¢aligmalar sonucu ¢ekirdek DNA’sina ait
rDNA tekrarli {initelerinde yer alan ITS dizilerinin ¢ok iist diizeyde polimorfizm
gostermedigi  gozlemlenmistir. Dolayisiyla polimorfik olan diziler Gyromitra
tiirlerinin  sistematik problemini ¢6zecek, tiirleri birbirinden ayiracak diizeyde
farklilagsmamistir. Gyromitra cinsi molekiiler sistematik c¢alismalarina gore G.
longipes, G. tasmanica, G.esculenta var. esculenta, Gyromitra gigas ve G. esculenta
var. fulva taksonlarinin ITS bdlgesi tamamen birbirinin aynist ¢ikmistir. Teshis
edilemeyen ve farkli tiir olabileceginden siiphelenilen Gyromitra sp. 2 tiri
digerlerinden ¢ok daha farkli baz dizisine sahiptir. Ayrica Gyromitra sp.1 ve G.
esculenta var. fragilis taksonlar1 da tamamen ayni baz dizisine sahiptir. Ancak ayni
baz dizisine sahip O6rnekler arasinda morfolojik olarak oldukca biiyiik farklar vardir.
Bu bolgenin ¢ok iist diizeyde polimorfizm gdstermemesi sebebiyle ornekler igin
olusturulan soy agaglarinda ve genetik uzaklik haritalarinda anlamli sonuglar elde
edilememistir.

Molekiiler sistematik arastirmalardan elde edilen verilerin morfolojik
karakterlerden elde edilen bilgileri tam olarak desteklemedigi ortadadir. Bunun

sebebi kullanilan DNA belirtecin bu cins igerisinde yer alan tiirleri birbirinden
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ayiracak kadar farklilagmamis olmasi veya mantar morfolojisinin ¢evrenin etkisiyle
degisebilir 6zellikte olmasidir. Dolayisiyla farkli gibi goriilen 6rnekler aslinda ayni
tirdlir ama morfolojik ozellikleri ¢evrenin etkisiyle degisebilmektedir. Gyromitra
cinsi igerisinde yer alan tiirlerde de morfolojik o6zelliklerin belirli siirlar
cercevesinde degistigi bilinen bir gergektir. Ancak buna ragmen tiim diinyada
basariyla kullanilan ve c¢ogu zaman anlamli bilgiler veren rDNA bdélgelerinin
Gyromitra cinsi i¢in uygun bir molekiiler belirte¢ olmadigi sonucuna ulagilmstir.
Cilinkii bu bolge tiirleri birbirinden ayiredecek kadar polimorfik degildir. Gyromitra
cinsindeki taksonomik problemlerin tam olarak ¢oziilebilmesi i¢in cinsin molekiiler

sistematik calismalarinda DNA’nin farkli kisimlart belirte¢ olarak kullanilmasinin

gerekli oldugu belirlenmistir.
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EKLER

b. Spor (10x40)

Resim 2 a.Gyromitra sp.1 b. Spor (10x60)

Resim 3 a. Gyromitra sp.2 b. Spor (10x40)
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Resim 4 a. Gyromitra esculenta var. fragilis b. Spor (10x60)

Resim 5 a. Gyromitra tasmanica

Resim 6 a. Gyromitra esculenta var. esculenta b. Spor (10x80)
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Resim 8 a. Gyromitra esculenta var. fulva b. Spor (10x40)
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	       Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizinde hedef DNA işaretlendikten sonra yine işaretlenmiş nükleotidler kullanılarak ilgili gDNA veya cDNA PZR ile çoğaltılır. PZR ürünleri poliakrilamid jel elektroforezi ile denatüre edilerek çözülür. DNA üzerinde olmuş olan mutasyonlar DNA'nın primer ve sekonder yapısının değişmesine sebep olur.  Mutasyon içeren DNA molekülü tek baz bile farklı olsa normal diziden değişik bir yapı oluşturacağından farklı yerlerde bantlaşma gözlenecektir. DNA’nın bu özelliğinden yararlanarak DNA üzerinde oluşmuş olan mutasyonlar, bantların jel içerisinde farklı hızda hareket etmesiyle kolaylıkla belirlenebilecektir. Bu yöntemde yapılan bütün işlemler hızlı ve basittir. Mutasyonu içeren allel otoradyoğrafi ve dizilerin teşhisi için tekrar çoğaltılarak daha ayrıntılı bir şekilde incelenebilir. Bu metot ile birkaç yüz baz çifti uzunluğundaki DNA zincirindeki tek bir bazlık değişim kolayca teşhis edilebilmektedir. Diğer yöntemler bu kadar ayırt edici değildir ancak 20 bç’lik zincirde meydana gelen bir baz değişimi teşhis edilebilmektedir (Hayashi, 1991). Bu yöntemin avantajı nokta mutasyonlarının kolaylıkla bulunabilmesine olanak sağlamasıdır. Bu yöntem sayesinde işlemler daha kısa zaman diliminde yapıldığı gibi maddi kayıpta daha aza inmektedir. 
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