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OZET

BAZI MAKROMANTARLARDA
(Suillus luteus, Lepista nuda, Morchella conica ve Rhizopogon luteolus)
BIYOTEKNOLOJIK OPTIMIZASYON
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Eda DASTAN

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

Yiksek Lisans Tezi

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Ibrahim TURKEKUL

Bu c¢alismada Sivas, Tokat, Yozgat ve Amasya illerinden toplanan makro mantarlar
(Morchella conica, Lepista nuda, Suillus luteus ve Rhizopogon luteolus ) ile ITS1 ve
ITS4 primerleri ¢alisilmigtir. Arastirmamizda; kullanilan materyalin DNA izolasyonu
yapilip, ITS primerleri ile PCR uygulamasi gergeklestirilmis ve PCR firiinlerinin agaroz
jel ortaminda yiirtitiilmesi ile goriintiiler elde edilmistir. Bu iki primer de her 6rnek i¢in

600-700 bp araliginda tek bant vermistir.

2010, 32 sayfa
Anahtar kelime: Makromantarlar, PCR, ITS, DNA izolasyonu.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOTECHNOLOGIC OPTIMIZATON POSSIBILITIES
IN SOME MACROFUNGI
(Suillus sp., Lepista sp., Morchella sp., Rhizopogon sp.)

Eda DASTAN

Gaziosmanpaga University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Masters Thesis
Danisman: Yrd.Dog. Dr. Ibrahim TURKEKUL

In this study, macrofungi collected from Sivas, Tokat, Yozgat and Amasya provinces
(Morchella conica, Lepista nuda, Suillus luteus ve Rhizopogon luteolus) as well as ITS1
and ITS4 primers were studied. In our study, DNA of material used was isolated, PCR
application with ITS primers was carried out and jel images were obtained by running
PCR products in agarose jel medium. Both primers produced one band in 600-700 bp

range for each sample.
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1.GIRIS

Ulkemiz cografik konumu nedeniyle canli cesitliligi bakimidan oldukca zengindir. Bu
zenginlik iklim farkliliklari, topografik ve jeolojik ¢esitlilikler, deniz, gol, akarsu gibi
degisik su ortami gesitlilikleri, yiikselti ve ekolojik farkliliklardandir (Atalay 1994;
Celik 2003).

Bilimsel yontemler kullanilarak, canlilarin bireysel benzerlik ve farkliliklarinin genis bir
bakis agisi ile incelenmesi ve siniflandirilmasi, asirlar 6nce baslamis ve giiniimiizde de
devam eden bir siirectir. Hayatin cesitliligi ve yayilimiyla ilgili olaylarin modelini
ortaya cikaran ve ilgili agacin yeniden yapilandirilmasini i¢ine alan biyoloji sahasi

sistematik olarak adlandirilir (Quicke, 1993).

1987’lerde Cavalier ve Smith isimli iki arastirmact mantarlarin bazi hayvan gruplariyla
benzestigini 6zellikle choanoflagellat gruplariyla ayni atadan geldiklerini ileri slirmiisler
ve teori her iki grubunda yassi, diskoidal olmayan benzer mitokondri yapilar1 gibi
organik benzerliklerine dayandirarak pekistirilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalar
hayvanlarla mantarlarin sadece bu yonleriyle degil ayrica benzer kitinolitik ekzoiskelet
yapilari, nisasta yerine glikojen depo etmeleri, kloroplastlardan yoksun olmalar1 ve
bitkilerin tersine ayni hayvanlarda oldugu gibi UGA kodonunu triptofan aminoasidi i¢in
zincir terminasyonunda kullaniyor olmalar1 gibi yonlerden de benzestiklerini

gostermistir (Baldauf ve Palmer, 1993; Wainright ve ark., 1993).

Yakin zamanda yapilan ve Okaryotik gruplarin niikleer SSU (Kiigiik Alt Birim)
rDNA’larina ait 214 sekans analizi, hayvanlar, mantarlar, bitkiler ve protozoa ya ait gok
genis gruplar ile ger¢ek mantarlarin dogal siniflandirma basamaklarinda ascomycetes,
basidiomycetes, chytridiomycetes, zygomycetes’ler i¢inde yer almasi gerektigini ortaya
¢ikarmigtir. Bu durum istatiksel analiz sonuclariyla da desteklendirilmistir (Giizeldag,

2007).

Gliniimiizde yapilan siniflandirma analizleri bu anlamda taksonomik degerlendirmelerin

daha karigik oldugu diisiincesini getirmektedir. Caligmalar 6zellikle karakterlerdeki yeni



Ozelliklerin ortaya ¢ikmasini saglamis ve kimyasal reaksiyonlar, meydana getirilen
curiik tipi, kiiltiir karakteri gibi ozelliklerin de simiflandirmada degerlendirilmesi

gerektigini ortaya ¢ikarmistir (Gill ve ark., 1987).

Ryvarde’nin smiflandirma anlayisi gruplarin molekiiler filogenetik analizlerine,
mitokondriyal SSU (Kiigiik Alt Birim) rDNA sekansi verilerine dayandigi i¢in ayr1 bir
oneme sahiptir (Hibbet ve Donoghue, 1995). Ornegin Laetiporus ve Phaeolus,
Ryvarden’ in yaptig1 siniflandirmada Laetiporus i¢inde ele alinan monofiletik yap1
gosteren ve Trametes iyeleriyle yakin iligkili sekilde tespit edilirken Rigidoporus ve
Daedalea gruplarmnin polifiletik oldugu belirtilmistir. ilging olan nokta; her ne kadar
yaptiklart ¢iiriik tipi, uyumluluklar1 ve basidiospor morfolojileri benzer olsa da makro
morfolojik yapilarinin, anatomilerinin ve fizyolojik karakterlerinin farkli olmasidir
(Hibbet ve ark., 1995).

Bu tez ¢alisgmasinin amaci iilkemizde dogal olarak yetisen bazi makro mantarlarin ITS
primerleri kullanilarak genetik karakterizasyon arastirmasini yapmaktir. Calisgmamiz
sonucunda elde edilen veriler; makro mantarlar ile ilgili yapilacak olan kapsamli

molekiiler calismalara ve iilke ekonomisine katki saglayacagi timidi tagimaktadir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Makrofunguslarin Genel Ozellikleri

Mantarlar klorofili olmayan, fruktifikasyon organlar1 ve esas biinyeleri hiflerden ibaret
canlilardir. Uremeleri hem eseyli hem de eseysiz olarak sporlarla olur. Klorofil ihtiva
etmedikleri i¢in bagimsiz olarak seker, yag ve nisasta gibi organik madde olusturma
kabiliyetinde degillerdir. Bu sebepten besinlerini diger canlilardan ve o6lii atiklardan

alirlar (Tirkekul, 200).

Funguslar besinlerini diger canlilarin hazirladigi organik bilesiklerden elde eder, yani
heterotrofturlar. Fotosentez goriilmez. Bazi funguslar gilibre gibi diger organizma
artiklar1 ve 0li organizma kalintilar1 {izerinde saprofit olarak beslenirler. Bir kismi ise
bitki, hayvan ve diger funguslarin canli hiicreleri iizerinde veya iginde parazit olarak
yasarlar. Funguslar besinlerini disaridan  absorbsiyonla alirlar. Bu durum
monosakkaritler, aminoasitler gibi basit bilesikler i¢in gecerlerdir. Polimerler gibi
kompleks bilesikler ise 6nce dis ortama salinan sindirim enzimleriyle basit bilesenlerine
parcalandiktan sonra osmoz veya Ozellesmis tasinim mekanizmalariyla hiicre igine

aliirlar (Tamer ve ark., 2006).

Sindirim hiicre disinda gergeklestigi i¢in, enzimatik parc¢alanma iirlinleri o ortamda
mevcut biitlin organizmalar tarafindan kullanilabilir. Béylece baz1 fungus tiirleri, diger
funguslarin enzimatik aktivitelerinden dogan monomerlerin bulundugu bolgelerde

gelismeye yatkindirlar (Tamer ve ark, 2006).

Funguslarin bakterilerden farki Okaryotik organizmalar olmasidir. Yani ¢ift kath
membranla kusatilmis bir gercek niikleus, yine membranla tarafindan gevrelenmis

sitoplazmik organellere sahiptirler (Tamer ve ark., 2006).

Mantarlarin meyvesi veya fruktifikasyon organi olarak bilinen sapka, Basidiyomycetes
simifinda basidiyokarp, Askomycetes sinifinda askokarp olarak isimlendirilir. Makro

funguslar bulunduklar1 ortama miselleriyle tutunarak bitkilerdeki kokler gibi ortamdan



su ve besin maddesi absorbe ederek sap ve sapka gibi diger viicut kisimlarina iletirler.
Yiiksek bitkilerde toprak {istli kismini olusturan plumula ve toprak alt1 kismini olusturan

radikula tohumda hemen hemen ayni1 anda meydana gelir.

Fakat mantarlarda tiretim birimi olan sporlarin ¢imlenmesi ile 6nce miseller daha sonra
misellerden sapka meydana gelir. Mantarlarda sapka ve sap yeterince besin maddesi
toplayarak belirli bir noktada yogunlasan sekonder misellerden meydana gelir. Bu
misellere tersiyer miseller de denilmektedir. Basidiyokarplarin yapitasi hif olarak
adlandirilan tiip seklindeki iplik¢iklerdir. Hiicre ¢eperlerinin yapisinda lignin, seliiloz,

kitin ve diger bazi organik bilesikler bulunur.

Hiicre ¢eperinin bilesimi, ¢evre kosullarina, ortamin pH’sina, sicakliga, hiicrenin yasina
gore degisir. Hiicre i¢inde sitoplazma ile birlikte vakuoller bulunur. Vakuoller hiicrenin

gaz aligverisini diizenler ve sitoplazmanin atiklarini barindirir (Tiirkekul, 2001).

Mantarlar tath sularda, karalarda, nadiren denizlerde ve havada yasarlar. Hayvan ve
ozellikle bitkilerde parazit olarak yasayip hastaliklar yaparlar. Bir kismi alkolik
fermentasyonu saglar. Drog ve antibiyotik veren tiirleri vardir. Yiiksek mantarlardan
sapkali mantarlarin bir kismi yenir. Bazi memleketlerde insanlarin 6nemli besin

maddesini temin ederler (Altuner, 2004).

Mantarlar igerdikleri vitaminler ve mineraller nedeniyle yiiksek besin degerine
sahiptirler. Insan sagligini koruyan B kompleksi vitaminleri olan (Thiamin), B2
(Rhiboflavin), B3 (Pantetonik asit), B5 (Nikotinik asit), B7 (Biothin), Vitamin C
(Askorbik asit) ve vitamin D yonilinden zengin bir besin maddesidir. Mantarlar
sebzelere oranla 5-10 kez daha fazla Vitamin B3 igerir. Yag ve karbonhidrat miktari az,
protein bakimindan zengindir. Bitkisel kaynakli bir yiyecek olan mantarlarda proteinin
%70’1 viicut tarafindan kolaylikla sindirilebilir. Vitaminlerce zenginligi, insanlarin sinir
sistemleri iizerinde sakinlestirici ve yumusatici bir etkiye yol ac¢tigi bilinmektedir

(Ansin ve ark., 2000) (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Mantar ve Diger Bazi Gidalarin Taze Agirlik Uzerinden Yiizde Olarak
Besin Maddeleri Igerigi (Sesli. 1994)

Gida maddesi | Su Protein |Yag Karbonhidrat | Mineraller | Kal / 100gr
Mantar 92 3.5 0.3 4.5 1.0 25

Ispanak 93 2.2 0.3 1.0 1.9 15
Kuskonmaz 95 1.8 0.1 2.7 0.6 20

Patates 75 2.0 0.1 21.0 1.1 85

Siit 87 35 3.7 4.8 0.7 62

Et 68 18.5 133 0.5 0.5 189

2.2. Toplanilan Mantarlarin Ozellikleri

2.2.1. Lepista nuda ( Bull.: Fr.) Cke

Syn. Tricholoma nudum ( Bull.: Fr.) Kumm.

Syn : Rhodopaxillus nudus (Bull.:Fr.) Mre.

Sapka 4-13cm, geng¢ iken konveks, sonra diiz-konveks, hafif umbonat veya

merkezden basiktir. Yiizeyi nemli havalarda biraz yapiskan, menekse, menekse

mavi, leylak, kahverengi-leylak renklerindedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Lepista nuda’ nin basidiyokarplari




Sap 4-9/1-3cm, silindirik, beysbol sopasi seklinde, i¢i dolgun, genglerde menekse
renginde, olgunlarda soluk ve beyazlasir. Eti beyazimsi, hos kokulu, meyvemsi, tadi
hos, biraz mantarsidir. Lameller leylaktan gri-leylaga kadar degisen renklerde bazen
mavimsi tonlarda, yaslaninca giideri rengindedir. Spor izi soluk pembe, sporlar

eliptik, renksiz ve saydam ortalama 6,8-7,6/4,3-5 mikrondur.

2.2.2. Rhizopogon luteolus Fr.

Ureme organ1 1.5-5¢m, ¢apinda, oval, baslangigta beyaz, kirli sar1 veya kirmizimsi,
daha sonra zeytini-kahverengi veya agik kahverengi, dayanikli bir zarla ¢evrilidir.
Eti olgunlukta zeytin rengindedir. Sporlari eliptiktir. Zeytin renginde, ortalama 7-
10/2-3.5 mikrondur (Sekil 2).

Sekil 2.2. Rhizopogon luteolus’ un basidiyokarplari

2.2.3. Suillus luteus (L) S.F. Gray

Sapka 5-9cm, geng iken yarikiiresel, olgunlarda konveks, konik bi¢cimde. Yiizeyi
nemli iken parlak, yapigkan, kuru iken donuk ve yapiskan, ipeksi, koyu gri hafif
kahverengi, kirmizimsi1 veya zeytuni kahverengi renklerde, kenar kisimlar tiiplere
dogru kivrimhdir. Sap 4-5/1-3cm, silindirik, tabana dogru hafifge siskinlesir, igi
genclerde bos, olgunlarda dolgundur. Annulusun iist kisimlarinda kahverengimsi

benekler, alt kisimlarinda ise koyu kahverengi grantiller bulunur (Sekil 2.3).



Sekil 2.3. Suillus luteus’ un basidiyokarplar1

Eti beyaz, soluk sari, kalin, kokusu mantarimsi, tadi findiksidir. Tiipler gen¢ iken
beyazimsi, limon sarisi, olgunlarda sarimsi tonlarda ve yuvarlaktir. Spor izi tar¢in

kahverengi, sporlar agik sari, eliptik-fusiform, ortalama 6-10/2-3 mikrondur.

2.2.4. Morchella conica Pers.

Sapka 4-5cm, konik, tepe kismu kiit, oval veya az yuvarlak, bal petegi seklinde girintili
ve cikintili, baslangicta agik kahverengi, daha sonra koyu kahverengiye doner (Sekil
2.4).




Sap 2-4/2-3,5cm, boyunda, silindir seklinde, tabani siskin, i¢i bos, yiizeyi pudra gibi
tozlu goriiniiste, sarims1 beyaz veya krem renginde olup dip kismi karigiktir. Eti kalin,

beyazimsi renkte. Sporlar elips seklinde, ortalama 16-23/11-14 mikrondur.

2.3. Cografi Ozellikler
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Sekil 2.5. Arastirma Bolgelerinin Haritasi

2.3.1. Tokat

Orta Karadeniz Bolgesi’nin i¢ kisminda 40- 41° kuzey enlem ve 36-37° dogu boylam
dereceleri arasinda yer alir. Dogudan Ordu ve Sivas, batida Amasya, glineyde Sivas ve
Yozgat, kuzeyden Samsun ve Ordu illeri ile ¢evrilmistir. Tokat ilinin gergek alan olarak
yiizolgtimii 10,470 km? olup Tiirkiye yiizolglimiinlin %1,28°ni olusturur. Tokat ilinde
topografik yap1 olarak toplam arazinin % 10’u diiz, %15,3’1 hafif meyilli, %240 orta,
%331 dik, %14°1 ¢ok dik, %7,3°1 sarp arazilerdir (Karkacier, 1991).

Iklim olarak Orta Karadeniz’in gegit bdlgesinde yer alan Tokat ili yar1 kurak bir iklime
sahip olup, yazlari sicak olmakla birlikte kiglar1 da oldukga sert gecer. Mevsimlere gore
yagis dagilimi: ilkbahar aylarinda 155,8mm, yaz aylarinda 54,0 mm, sonbahar aylarinda
83,8mm, kis aylarinda ise 127,4mm dir. Yillik ortalama yagis miktar1 421mm dir
(Karkacier, 1991).



2.3.2. Sivas

Sivas, yiizol¢timii itibariyle Tiirkiye'nin ikinci biiytik ilidir. Topraklart ii¢ bolgeye
yayilmistir. I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Karadeniz bélgesinde yer alir. Bozkir iklimi
hakimdir. Sivas cevresine gore bir mikro klima iklim bolgesindedir. Bu o6zelligi

saglayan temel faktorler sunlardir:

a) Cevre illere gore daha yiiksek olusu.
b) Kuzey riizgarlarina agik olusu.

c¢) Engebeli bir yapiya sahip olusu.

d) Y1l i¢inde degisen basing farki.

e) Il topraklarinin farkli cografi bdlgelerde yer almas.

Sivas’ta aralarinda kiiglik farklar olmakla birlikte ana hatlariyla karasal iklim goriiliir.
Kis aylar1 dondurucu soguk olup, kis ortalama sicakligi 0 °C civarindadir. Yaz aylarinda
sicaklik genellikle 19 OC uizerindedir. Ancak sicakligin 38 0C’yi ast1g1 goriliir. Buradan
da anlagilabilecegi gibi yillik sicaklik farki 74 °c gibi bliytlik bir fark gosterir. Karasal
iklim 6zelligine sahip olan Sivas’ta; yagislar kis, ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde
goriiliir. Yagislarin %22’°si sonbahar, %36’°s1 ilkbahar, %32’s1 kis ve %10’luk bolimi

yaz aylarinda diiser.
2.3.3. Yozgat

Yozgat iI’inde, I¢ Anadolu Bélgesi’nin yari kurak karasal iklimi hakimdir. Deniz
etkisine kapali oldugu i¢in, yazlar sicak ve kurak; kislar soguk ve yagish geger. Yaz ile
kis; gece ile giindiiz arasindaki sicaklik farklar1 yiiksektir. Temmuz ve Agustos en sicak
aylardir. Yilin en soguk ayr Subat olup, ortalama sicakhk -2,1 °C dir. Yozgat'ta
kaydedilen en disiik sicaklik -24,4 °C dir ve 23 Subat 1985°te olciilmiistiir. il de,
yagisin aylara ve mevsimlere gore dagilist diizensizdir. Kis ve ilkbahar yagish
mevsimler olup, kis aylarinda genel olarak kar yagis1 goriilmektedir. Yillik ortalama
yagis miktar1 554,6 mm dir. Ortalama bagli nem % 66 olup, en yiiksek orana Aralik -

Ocak aylarinda % 77, en diisiik orana Agustos ayinda % 54’e ulasir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Sivas
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrkiye
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0%C3%A7_Anadolu
http://tr.wikipedia.org/wiki/Do%C4%9Fu_Anadolu
http://tr.wikipedia.org/wiki/Karadeniz
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2.3.4. Amasya

Amasya, Karadeniz Bolgesi'nin orta kesimine diiser. Dogu ve glineydogusunda Tokat,
batisinda Corum, kuzeyinde Samsun illeri bulunur. Amasya, bulundugu konum
itibariyle bir gecis iklimine sahiptir. Bu ilimiz daglarin engellemesi nedeniyle Orta
Anadolu ikliminden farklilik gosterir. Kisin en diisiik sicakligin -20,5 oC, yazin en
yiiksek sicakligin 43 °c buldugu goriilmiistiir. Amasya ¢ok yagmur alan illerimizden
biridir. Yillik yagis ilcelere gore degisiklik gostermekle birlikte, il ortalamasi 395
mm'dir. Yillik ortalama sicaklik 13,3 °C, yillik ortalama yagis miktar1 ise 451,1 mm
dolaylarindadir.

2.4. Genetik Markorler

Kalitim sekilleri, morfolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyinde izlenebilen karakterlere
genetik markorler denir. Bu karakterlerin markor (isaret) olarak isimlendirilmesinin
nedeni, ¢aligilan organizmadaki ilgilenilen diger 6zelliklerin genetigi hakkinda, dolayl
da olsa, bilgi saglamalaridir. Molekiiler markorler DNA’nin aktif bolgelerinden veya
herhangi bir genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden
gelistirilebilmektedirler. Genetik markorlerin en Onemli kullanim alan1  genetik
haritalarin hazirlanmasidir. Genetik haritalar bir haritalama populasyonunda ¢ok sayida
markoriin analiz edilerek baglanti iligkilerinin bulunmasi ile hazirlanir (Yildirim ve

Kandemir, 2001).

DNA markor terimi bireyler arasindaki genetik ¢esitlilige ait bir terimdir. DNA markor
testlerinden basit 6zelliklerle elde edilen genotip bilgisinin kullanimi olduk¢a kolaydir.
Bu gibi 6zellikler siklikla bir tek gen ve bu 6zelligin fenotipini tamamen gosterebilen

bir gen tarafindan kontrol edilmektedirler.


http://www.nuveforum.net/1660-amasya/58272-amasyanin-yuzey-sekilleri-iklimi-akarsulari-amasyanin-tarihi-tarim-sanayi/
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2.5. DNA Markorleri

DNA markorleri birgok farkli mutasyon siniflarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikarlar.
Bunun en basit 6rnegi iki genotipi birbirinden ayiran tek bir niikleotidin yer degismesi

kadar kiiciik bir farkliliktir (Paterson, 1996).

Tek bir bazin yer degistirerek bir enzimin kesim noktasini degistirmesi, DNA pargasinin
uzunlugunu degistirerek ilgili gézlem metodunda direkt olarak bir bireyin genotipini
temsil eden farkli bir markor ortaya c¢ikarir. PCR (Polimorfik Zincir Reaksiyonlar)
metodunu temel alan gézlemlerde PCR primerinin baglanacagi bolgedeki bir bazdaki

degisiklik de ayni sekilde bir etkiye sahiptir (Yildirim, 2001).

Iideal DNA Markérlerinin Ozellikleri:
* Yiiksek oranda Polimorfik yap1
» Kodominant kalitim (Diploit Organizmalarin Homozigot ve Heterozigotlugunun
Saptanmasi)
* Genomda sik bulunmasi
* Segici noétral davranis (Herhangi Bir Organizmanin DNA Dizisinin Cevresel
Kosullara ya da Isletim Uygulamalaria Karsi Notr Olmast)
+ Kolay elde edilebilirlik
* Kolay ve hizli ¢alisma
* Yiiksek verim
* Verilerin laboratuarlar arasinda kolaylikla alip verilebilmesi
DNA polimorfizmini degerlendirmek {izere molekiiler markdrlerin gesitli tipleri

kullanilir. Bunlar genel olarak iki sinifa ayrilir:

a) Hibridizasyon temelli markorler

b) PCR temelli markorler
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2.5.1. Hibridizasyona Dayali DNA (RFLP) Markorleri

Bu c¢alismada PCR temelli markorler kullanilmistir. PCR temelli markorler, belirli bir

DNA dizisinin ya da bdlgesinin 6zgiil olarak hazirlanmis ya da rastgele se¢ilmis

oligoniikleotit dizileri (primer) ve 1siya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi yardimi ile

in vitro olarak ¢ogaltilmasini igerir. Cogaltilmis olan fragmentler elektroforetik olarak

ayrilir ve bant 6rnekleri, boyama ve otoradyografi gibi cesitli yontemlerle saptanir.

2.5.2. PCR’a Dayali DNA Markorleri

e AFLP (Cogaltilmis Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi)
e RAPD (Rastgele Artirilmis Polimofik DNA)

o SCAR Markorleri ( Belirlenmis ve Cogaltilmis Polimorfik Diziler)
o CAPS Markorleri ( Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler)

e SRAP Markorler (Sequence-related Amplified Polymorphism)

2.5.3. ITS (Internal Transcribed Spacer)

ITS1fungal
1781,
ITS5, ITS3,
18S 151588152 28S
rDNA r rDNA
“*Ts2 “1Ts4  “ITs4basidio

Sekil 2.6. ITS Gen Bolgeleri

-

ITS4-5

Kodlanmayan iki degisken bolgeden meydana gelen ITS bdlgesi, oldukga korunmus
kiictik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bdlgesi) ve de biiyiik alt birim
(LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede (ITS2) yer almaktadir. ITS

bolgesi 4 temel nedenle funguslarda molekiiler karakterizasyon ¢alismalari igin 6zellikle
kullanighdir (White ve ark., 1990, Bruns ve ark., 1991, Lee ve Taylor, 1992)
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e ITS bolgesi nispeten kiiciik bolgelerdir (500-800 bp) ve evrensel tek bir
primer ¢ifti (rRNA alt birimleri i¢indeki korunmus bolgelerin
komplementeri) kullanilarak PCR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir.

e Morfolojik a¢idan farkli tiirler arasinda ITS bolgesi yeterince degisken
olabilir ve bundan dolay1 ITS-RFLP (Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk
Polimorfizmi) restriksiyon verileri genetik uzakligi tahmin etmek igin
kullanilabilir boylece filogenetik ve sistematik analizler i¢in karakterler
saglayabilir.

e ITS tiire 0zgli problari, bir kromozomal kiitiiphane olusturmaya gerek
kalmaksizin hizli bir sekilde PCR ile tretilebilir. Birgok arastirict dizilerin
tekrarlayan birimler seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir iginde
benzer olma egiliminde olmasindan dolayi, tiire 6zgii problar1 gelistirmek
icin dizileri ITS bolgesinden segmektedir.

e rDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi nedeniyle, seyreltik yada
olduk¢a bozulmus DNA Orneklerinden bile ITS bolgesi kolaylikla
cogaltilabilir (Kiligoglu ve ark., 2008)

Fungal tiirler arasindaki polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS bdolgesi, gliniimiizde
bir tiirtin dogru olarak tespiti agisindan iyi bir aday olarak goriilmekte ve bu uygulama
ile diger tiim tiirlerden biiylik 6l¢iide ayrilabilmektedirler. Bununla birlikte, ITS
dizilerindeki varyasyon ve bu varyasyonu dogrudan degerlendirebilen PCR temelli
teknikler sayesinde fungusun izolasyonuna gerek duyulmaksizin konuk¢u bitkiler
icindeki ve ¢evresindeki bir ¢ok fitopatojenik fungal tiirin belirlenmesi miimkiin hale

gelmistir (Maukhamedov ve ark., 1994).

ITS dizileri tiirler icinde nispeten korunmus olmasina karsin bir cinsin tiirleri arasinda
degisebilmesi nedeniyle, bu diziler Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP) analizi ile fungal tiirlerin teshisinde ve aymi zamanda hizli prosediirlerin
gelistirilmesinde ve tiir spesifik primerlerin dizayninda yaygin bir sekilde kullanilmigtir

(Bridge ve ark., 1998).
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2.5.4. Mikrosatelitler

Mikrosatelitler hem prokaryot (Gur-Arie, R. ve ark., 2000) hem okaryotlarda bulunan
tekrarlit DNA dizileridir. Genellikle tekrarlayan 2—6 bp (baz ¢ifti) uzunlugunda tim
genoma rastgele dagilmis dizilerdir (tiirlerde ve kromozomlarda dagilimi ¢esitlidir) ve

¢cok korunmus dizilerce ¢evrilmistir (Chambers ve MacAvoy, 2000).

2.5.4.1. ISSR Markérler (Basit I¢ Dizi Tekrarlari)

Mikrosatelitler genellikle az ¢ok tiim genoma yayillmiglardir. Bununla birlikte, bu
dizileri bol miktarda igeren bolgeler bulunmustur ve “SSR hot spots” olarak

isimlendirilmistir (Zietkiewicz ve ark., 1994).

Boyle bolgeler ISSR markér kaynaklari olarak islev gorebilirler (Bolibok ve
Trojanowska, 2003).

ISSR teknolojisi ters diizenlenmis yakin aralikli mikrosatelitlerin arasindaki bolgelerin

(100-300 bg) amplifikasyonuna dayanmaktadir (Zietkiewicz ve ark., 1994).

Bu bolgelerin amplifikasyonu i¢in kullanilan 16-18 bp uzunlugunda tek primerleri
iceren c¢ok sayida basit dizi tekrarlar1 herhangi bir SSR motifi ve 5’ veya 3’ ucuna
baglanmis tesadiifi se¢ilmis niikleotidlere dayanabilir. Ayrica baglanmamis primerler de

kullanilmaktadir (Bornet ve ark., 2002).

PCR iirtinleri belirsiz SSR bolgeleridir. ISSR lar genellikle bir reaksiyonda 25-50 iiriin
cogaltabilirler. Bu metodun en biiyiik avantaji genomik kiitiiphanelerin yapim asamasi
pahali degildir ve ¢ok fazla zaman gerektirmez.

ISSR markorleri daha ¢ok dominant kalitim gosterirler; eger mikrosatelitlerde
primerlerin baglanma bdlgeleri arasindaki mesafe degismisse nadiren ko-dominant
kalitm gosterirler. ISSR  markorleri  ozellikle filogenetik ¢alismalar, genetik
cesitliliginin degerlendirilmesi ve kiiltlirlerin tanimlanmasi ¢aligmalar1 i¢in uygundur.
ISSR markdrlerin kolayligi onlar1 gen isaretleme i¢in de onciil kilar (Bolibok ve

Trojanowska, 2003).
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ISSR markdrleri somaklonal varyasyonu goriintiilemek i¢in de olduk¢a kullanislidir

(Rostiana ve ark., 1999).

ISSR markorlerinin diger bir yarar1 genomlardaki SSR miktarin1 ve dagilimini
calismay1 miimkiin kilmasidir. Belirli bir mikrosatelit tekrar1 ile ISSR primeri tarafindan

olusturulan bantlar belirli bir genomdaki motifin oransal frekansini yansitabilir.

Boletus edulis ektomikorizal bir tiir kompleksidir. Bu funguslar olduk¢a farkli
morfolojik o6zelliklere sahip oldugu i¢in tiirlerin belirlenmesi oldukc¢a zordur. Bu
calismada rDNA ITS dizi analizi yapilarak italya’dan elde edilen ¢ok sayida B. edulis
tirti analiz edilmistir. Molekiiler analizler B. edulis, B. aventivalis, B. pinophilus ve B.
aereus tiirleri arasindaki ve igindeki ayrima olanak saglarken, filogenetik iligkileri de

ortaya ¢ikarmistir (Leonardi ve ark., 2005).

Wipf ve ark. (1996) Morchella esculenta (Yellow Morel) ve Morchella conica (Black
Morel) lizerinde yaptiklari ¢alismada ITS bdlgelerinin kokeninin iki grup arasinda farkli
oldugunu gdstermistir. Iki tiirde de 740 bp’den 750 bp’ye kadar belirtmislerdir. Cins
diizeyinde non-coding polimorfizm derecesi ITS bolgesi mantarlar arasinda degistigini

sOylemislerdir.

Nazar ve ark. (1991) de PCR ile amplifiye edilen (cogaltilan) rDNA ITS dizileri
Verticillium albo-atrum ve V. dahliae’nin karakterizasyon, teshis ve belirlenmesinde
kullanilmistir. Bu ¢alismada hem ITS1 hem de ITS2 i¢indeki homolog olmayan farkli
niikleotid kiimelerinin belirlenmesi sayesinde, bu iki 6nemli bitki patojeninin giivenilir

bir sekilde teshis edilmesini saglamistir.

Maukhamedov ve arkadagslar1 da (1994) ayni prensibi kullanarak V. tricorpus’u ayirt
etmek i¢in 5.8-28S ITS bolgesinin amplifikasyon {irlinlerinin dizilemesini yapmistir. Bu
calismada 5.8S dizisinin  Verticillium un tirleri arasinda korundugu fakat V.
tricorpus’un ITS bolgesinin tiir spesifik primerlerin olusturulmasina izin verecek kadar

farkli oldugu belirlenmistir
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Nuytinck ve ark. (2007) Avrupada’ki Lactarius tiirlerinin filogenetik akrabaliklariyla
ilgili yaptiklar1 c¢alismalarda geni kodlayan gliseraldehit-3fosfat-dehidrogenazin 800
bp’lik fragmentlerini ve nuDNA ITS dizilerini kullanarak, Lactarius subesinin delicious
orneklerinin  Piperites {istgenusunun i¢inde monofiletik bir genus oldugunu
onaylamislardir. Ayrica AFLP teknigini kullanarak L. deterrrimus ve L. fennoscandicus

arasinda belirli bir fark oldugunu gostermislerdir.

Nuytinck ve ark. (2004) Laden ile ektomikorizal yasayan Lactarius tesquorum ile
yaptiklar1 ¢aligmada tiirtin anatomik ve molekiiler ozelliklerini, morfolojik olarak
yakinliklarin1 tanimlamiglardir. ITS rDNA dizi filogenetik analizler Avrupadaki
Lactariuslarin takson iliskilerine uygulamislardir.

Nuytinck ve ark. (2007) Lactarius delicious ile ilgili ¢alismaya filogenetik analizleri
bilinen biitiin tiirlerin toplayarak baglamiglardir. Genis cografik alanlardaki her bir tiiriin
cesitli 6rnekleri alinmis ve kullanilan iki DNA bdlgesi uyumsuz bir filogenetik sinyal
gostermistir. Taksonomik sonuglart ¢izmek i¢in mikro ve makro morfolojik karakterler
elde edilmistir. Bilim diinyasinda 4 tiirii yeni olan 38 takson kabul edilmistir. Subenin

monofilisi ve pozisyonu Lactarius alt genusu olan Piperatis oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

Bagka bir ¢aligmada yenilebilir ektomikorizal Lactarius deliciousun hayat dongiistiniin
farkli asamalar se¢ilip izole edilmistir. Karakterize ve teshis i¢in mikrosatellite primed
PCR ve ITS-SSCP analizleri uygulanmustir. Ornekler mikorizalar ve toprak igin
kurulmus fidelik deneysel arsalardan, elde edilen saf kiiltiirlerden yapilmistir. Yeni
tasarlanan revers primer (LDITS2R) tiniversal forward ITS ile kombine edilmis ve 6zel
Lactarius delicious tiirlerine uygulanmasina olanak saglamistir. PCR da kullanilan
(GTGs) oligoniikleotid primer gibi ¢esitli Lactarius delicious izolasyonlarinda agikga
polimorfizim goriilmiistiir. Mikorizal 6rneklerin modelleri plant DNA ile ayni1 ek bantlar
gostermistir. Ozel rDNA ITS fragmentlerinin tek iplik konformasyon polimorfizim
analizleri 18 tane Lactarius delicious izolasyonundan giiglendirilmis; 9 farkli modeli
mikoriza ve toprak 6rnekleri rastlantisal 6rneklerle beraber kendi mantar izolasyonlarini
gostermistir. Ozel r DNA ITS cogaltmalar1 daha nce dis mikorizal ve ekstraradikal
miselyumlarla SSCP analizleri i¢in kullanilmamuistir. Digerlerine nazaran basit ve ucuz

olan bu teknik Lactarius deliciousun gelisiminin farkli asamalarindaki izolasyonlarinin
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izlenmesine izin vermistir. Ozel ITS-SSCP analizleri L. delicious asilarmimn devamlilik
caligmalar1 ve onlarin yerli ektomikorizal mantarlarla karsilagtirilmasinda 6zellikle

ekstraradikal miselyum asamalarinda umut vermektedir (Hortal, 2006).

Taskin ve ark. (2010) Tiirkiye’nin giineyinin 6zellikle Ege ve Marmara bolgelerinden
247 mantarlik (Marchella spp) bir koleksiyon niikleer ribozomal genis alt birim (LSU) r
DNA gen dizini ve RNA polimeraz I (RPB1) boliimii kullanilarak tiir farkliliklar1 igin
analiz etmislerdir. Ilk ekran sonuglarma dayanarak 62 koleksiyon genetik ¢esitlilik
ornekleme tam araligini temsilen (izofen) kalitimsal uyuma dayali multigen filogenetik
tiire maruz birakilmistir. 62 tiir kategorisi 3 protein kodlama geni, RNA polimarez
I(RPB1), RNA polimeraz II(RPB2), aktarma elangasyon (uzama) faktorii (EF1-X) ve
kismi LSU rDNA gen dizininden meydana gelmistir. Bireysel ve kombin veri
kategorisinin filogenetik analizlerinde maksimum sikilik ve maksimum olabilirlik
kullanarak, neredeyse tamami ¢6ziimlenmis yiiksek uyumlu topolojik filogeni sonug
vermistir. 62 tiir kategorisinin GCPSR (genealogical concordance) analizi 15 tane
tiirlerin evrimsel gelisimiyle (filogenetikal) ilgili net tiir ¢dztimlemistir. Sirasiyla 13 ve
2 tir tarafindan Elata (siyah mantarlar) ve Esculenta clades (sar1 mantarlar)

aciklanmustir.

Fusarium cinsi olduk¢a heterojen bir gruptur, morfolojik ve biyokimyasal kriterlere
gore tiirlerin teshisi zor ve karigiktir. 28S rDNA ve ITS bolgesinin RFLP analizleriyle
tiir seviyesinde birka¢ F. oxysporum susu ayirt edilmistir (Edel ve ark., 1995).

Diagnostik protokoller gelistirmek ve filogenetik akrabaligi belirleyen karakterleri
degerlendirmek amaciyla, Rhizoctonia’daki rRNA genlerinin farkli anostomoz gruplari
(AGQG) arasindaki iliskisi incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, PCR ile ¢ogaltilan
rRNA genlerinin biniikleat (BN) Rhizoctonia tiirleri ve R. solani’nin farkli AG’leri
igindeki genetik akrabalig1 incelemek i¢in kullanisl olacagr belirlenmistir (Liu ve ark.,
1995; Cubeta ve ark., 1996: Hyakumachi ve ark.,1998).
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Liu ve Sinclair (1993) birkag¢ R. solani alt grubunun (AG1 ve AG2) ITS1-5.8S-1TS2
amplifikasyon iiriinlerinin restriksiyon analizini yapmistir. Bu ¢alismalarda AGI i¢inde

alt1 alt grup ve AG2 i¢inde bes alt grup belirlenmistir.

Uziimden elde edilen Aspergillus cinsine ait ¢ok sayida tiiriin teshisinde ITS-RFLP
analizleri hizli ve kolay bir yontem olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada Hhal, Nlalll ve
Rsal restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilarak A. niger, A. tubingensis, A. Carbonarius
ve A. Aculeatus’a ait dort farkli RFLP sablonuna ilaveten A.niger’e ait yeni bir RFLP
sablonu belirlenmistir (Martinez-Culebras ve Ramon, 2006). Elde edilen bu sonuglar

cok sayida Aspergillus cinsinin teshisinde arastiricilara hiz ve kolaylik saglamistir.

Afrika’da yapilan bir ¢alismada, bes farkli Fusarium tiirine ait dogal bir popiilasyon
icindeki genetik iligkilerin belirlenmesi amaciyla AFLP yontemi kullanilmistir.
Fusarium DNA’s1 EcoRIl and Msel restriksiyon endoniikleazlarla kesilerek AFLP
kaliplari ile birlikte, dort primer kombinasyonundan toplam 80 polimorfik AFLP profili
elde edilmistir. Sonuglar Fusarium’un molekiiler karakterizasyonu igin bu yontemin

kullanilabilir oldugunu gostermistir (Abdel-Satar ve ark., 2003).

Yine son dénemlerde F. avenaceum, F. culmorum ve F. graminearum tiirlerini ayirt
edebilmek i¢in ITS bolgesinin dizi varyasyonlarindan yararlanilmigtir. F. culmorum ve
F. graminearum’da ITS bolgesi tiire 6zgli primerler elde etmeye olanak saglayacak
derecede polimorfik iken F. culmorum ve F. graminearum’u F. avenaceum 'dan ayirt
etmek i¢in ITS1 ve ITS2 bolgelerindeki dizi varyasyonunun yeterli olmadigi
belirlenmistir (Schilling ve ark., 1996).

Rhizoctonia cinsi de yaygin bir bitki patojeni olup bu form cins i¢inde tarimsal agidan
onemli bir ¢ok tiir grubu bulunmaktadir. Bu organizmalarin da diger funguslar gibi
eseyli ve eseysiz sathalar1 bulunmakta (Sneh ve ark., 1996), fakat eseyli safthanin tespiti
her zaman miimkiin olmadig i¢in bu grubun ayrimi anostomoz temeline dayali olarak

gerceklestirilmektedir (Ozkog ve ark., 2002; Karaca ve ark., 2002).
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DNA dizi analizi Trichoderma taksonomisine énemli katkilar saglamistir. Bu yontem
kullanilarak yaklasik atmisdan fazla tir tamimlanirken, iki yada daha fazla gen
karakterize edilmistir. Sonug olarak molekiiler analizler sayesinde morfoloji temeline

dayal1 olarak belirlenenden daha fazla tiirlin varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (Samuels, 2004).



20

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Makro mantar tiirlerini toplama islemi ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde (Sivas,
Tokat, Yozgat ve Amasya) illerinden Morchella conica, Lepista nuda, Suillus luteus ve
Rhizopogon luteolus mantarlarinin gelismesi i¢in yeterli yagis ve sicaklik sartlarina
sahip zaman dilimlerinde yapilmistir. Mantarlar bitki floras1 bakimindan zengin, egimi
az, diizliik, su tutma kapasitesi ve nem orani yiiksek, kir ve ormanlik bolgeler tercih

edilerek toplanmustir.

Materyallerin toplanmasinda o6zellikle gen¢ ve olgun {ireme organlarindan
zedelenmemis olanlarin segilmesine 6zen gosterilmistir. Orneklere ait ortam ve flora
ozellikleri not edilerek Orneklere numaralar verilmistir. Renkli negatiflerin alinmasi
esnasinda makro mantarlarin morfolojik 6zelliklerinin miimkiin oldugu kadar fotografta

tespit edilebilmesi i¢in ¢oziiniirliigii yiiksek bir makine ile 6rnekler fotograflanmastir.

Araziden toplanan mantar ornekleri literatiirlerden yararlanilarak (Phillips. R, 1981,

Breitenbach, J. and Kranzlin, F., 1984, 1986, 1991) teshisleri yapilmistir (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1. Makro mantarlarin toplandig1 bolgeler

Toplandig1 Bolge Mantar Kod Numarasi Mantar Adedi
Tokat Al ve A4 arasi 4
Amasya B1 ve B4 arasi 4
Yozgat C1 ve C4 aras1 4
Sivas D1 ve D4 arasi 4
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3.2. Yontem

Arastirmamiz kullanilan materyalin  DNA izolasyonu, ITS primerleri ile PCR
uygulamasi ve PCR iriinlerinin agaroz jel ortaminda yiiriitillerek “jel goriintiileme

sisteminde” goriintiilenmesi islemlerini igermektedir.
3.2.1. Mantar Orneklerinin Laboratuar Calismalar: Icin Hazirlanmasi

Molekiiler analizlerde kullanilacak DNA materyalini izole etmek amaciyla mantarlar

ilkbahar doneminde toplanmistir. Toplanan mantarlar kuru buz igerisinde laboratuara

(0]
getirilerek -80 C ye konulmustur. Birkag¢ giin bekletildikten sonra sivi azot ile beraber

havanda doviilerek toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen mantar 6rnekleri DNA

(0]
izolasyonu yapilana kadar -80 C de bekletilmistir.

3.2.2. DNA izolasyon

DNA izolasyonu i¢in Fermentas marka Genomic DNA Purification DNA izolasyon Kkiti

kullanilmistir. DNA izolasyon islemi su basamaklardan olusmaktadir.

e 50-100 mg ogitilmis bitki Ornegi iizerine 400 pl lizis (pargalayict)
sollisyonu eklenmistir.

« 5dakika65 C de inkiibe edilmistir.

e Uzerine 600 ml kloroform eklenmis ve 3-5 kez alt {ist edilmistir.

e 2 dakika 10000 rpm de santrifiij edilmistir.

e Ust tarafta kalan kisim yeni bir tiipe alinmistir.

e 800 pl seyreltilmis yogunlastirict soliisyonu (Precipitation Solution)
eklenmistir.

e 1-2 dakika karistirilmigtir.

e 2 dakika 10000 rpm de santrifiij edilmistir.

e Ust tarafta kalan kisim atilmistir.

e Tiipiin dibinde kalan DNA pelleti 100 pl NaCI soliisyonu ile ¢ozilmiistiir.
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e Uzerine 0.7 ul RNAaz eklenmistir.

e 300 pl soguk etanol eklenmistir.

e 10 dakika -20 0C de inkiibe edilmistir.

e 4 dakika santrifiij edilmis ve iistte kalan kisim atilmastir.

e % 70’1lik soguk etanol ile DNA pelleti yikanmistir. DNA pelleti 100 pl TE
(Tris -EDTA Buffer) i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir.

3.2.3. PCR Uygulamasi
PCR islemi igin Apollo Instrumentation ATC401 cihazi kullanilmistir. PCR mix
icerisine asagida belirtilen hacimlerde ve konsantrasyonlarda PCR bilesenleri katilmigtir

(Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3).

Cizelge 3. 2. PCR bilesenlerinin konsantrasyonlar1 ve miktarlari

) Kullanilan Miktar
PCR 6geleri Final Konsantrasyon
()

Su 8.7
10x Buffer Mg free

1X 2,5
(BIOBASIC)
20 mM MgSO4

2.6 MM 3,50
(BIOBASIC)
10 mM dNTP (Vivantis) 0.3 mM 1
primer guM 2
Tag DNA polimeraz

0.3U 0,3
(BIOBASIC)
DNA 50 ng 5
Toplam 25




23

Cizelge 3.3. ITS primerleri i¢in PCR protokolii ( Hortal, 2006)

Sicaklik ( C) Siire (sn) Déngii Sayist
On denatiirasyon 95 300 1
Denatiirasyon 95 20
Baglanma 55 50 35
Uzatma 72 45
Son uzatma 72 500 1
Bekleme 4

3.2.4. Cahismada Kullanilan ITS Primerleri

Calismada baz dizileri asagida belirtilen ve 2 adet ITS primeri kullanilmistir (Cizelge

3.4).

Cizelge 3. 4. Kullanilan Primerlerin isimleri ve Baz Dizileri

) Primerlere Ait Baz Dizileri
Primer ™
(5-3")
ITS1 55 TCC GTA GGT GAA CCT GCGG
ITS4 55 TCCTCCGCTTATTGATATGC

3.2.5. Elektroforez Islemi

e 2 gragaroz, 200 mL 0.5x TBE buffer(0.09M Tris-borate ve 0.002M EDTA)

icersinde homojen hale getirildikten sonra mikrodalgada 1 dakika kadar

bekletilerek agarozun erimesi saglanmuistir.

e Ardindan sogutulan jel, jel aparatina dokiilmiistiir. Uzerine 1 pl etidyum

eklenerek dagilmasi saglanmistir. Daha sonra tarak yerlestirilir. Jelin

polimerizasyonu i¢in 10-15 dakika beklenir.
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e 3 ul blue loading dye, 25 ul DNA ile karistirilir. Bu oran uygulanan biitiin
ornekler icin sabit tutulmugstur. Hazirlanan jel polimerlestikten sonra tarak
cikartilir ve boyanmis DNA’lar kuyucuklara yiiklenir. 150V da ortalama 3
saat DNA’lar yiirtitiiliir.

3.2.6. DNA Bantlarmin Goriintiillenmesi

Elektroforez uygulamasi bittikten sonra KODAK Gel Logic 200 jel goriintiileme cihazi

kullanilarak U.V. 1s1k altinda resimler alinarak degerlendirilme yapilmistir.
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4. BULGULAR

ITS ¢alismasinda Lepista, Morchella, Suillus ve Rhizopogon ‘ a ait tiirlerde ITS1 ve
ITS4 primerleri calisilmistir. iki primer de her drnekte 600-700 bp araliginda tek bant
vermistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. ITS primerlerinin %2 lik agaroz jel goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC

Araziden toplanan mantarlarin laboratuar ortaminda incelenmesine baglama asamasina
kadar teshis agisindan bozulma olasiligi, sadece geleneksel c¢alisma yOntemlerinin
(morfolojik, biyokimyasal vb.) bugiin yeterli olmadigimi gostermektedir. Morfolojik
olarak mantar bozulmus olabilir fakat DNA’ s1 ayn1 kalacagindan geligmis teknolojileri
sistematik alana uyarlamanin, molekiiler ¢aligmalarda daha hizli, giivenilir ve

uluslararasi gecerliligi olan sonuclara ulasmada etkili olacagi sdylenebilir.

Gelismis teknolojilerden PCR teknigi, ¢ekirdek rDNA’ sindaki genetik farkliligin
arastirilmasinda miikemmel bir yoldur. ITS bolgeleri, rDNA’ daki biiyiik alt iinite
(LSU) ve protein kodlayan genler, filogenetik calismalarda kullanilacak karakterlerin

onemli kaynaklaridir ve sistematik bilgilere eklenmelidir.

Molekiiler alandaki bu gelismeler gz Oniine alindiginda, sistematikgilerin geleneksel
yontemlere gore teshisini yaptiklar1 organizmalari molekiiler olarak da incelemesi
zaman agisindan avantajli olacagi gibi yapilan ¢alismalarin daha giivenilir olmasin1 da
destekleyecektir ve kisisel hatalarla beraber onun doguracagi sonuglart da en aza
indirecektir. Su anda pahali bir islem gibi goriilse de, siirekli gelisen teknoloji bu
analizleri hem daha pratik hem de daha ucuz hale getirmektedir (Kilicoglu ve ark.,
2008)

Okaryotik canllarda gesitli uzunluklarda bant veren ITS primeleri fungal DNA larda
500-800bp arasinda bant verdigi bilinmektedir. Yapmis oldugumuz calismada 4 farkl
bolgeden toplanan 4 tiir (Morchella conica, Lepista nuda, Rhizopogon luteus ve Suillus
luteolus) mantar 600-700bp araliginda bant vermistir. Bilimsel dogrularla uyumludur ve

diger caligmalarla desteklenmistir.

Bu calismalardan bazilari; Wipf ve arkadaglari (1996) Morchella esculenta (Yellow
Morel) ve Morchella conica (Black Morel) tizerinde yaptiklari ¢alismada ITS primerleri
iki tiirde de 740 - 750 bp araliginda bant gostermistir. Cins diizeyinde non-coding

poliformizm derecesi ITS bolgesi mantarlar arasinda degistigini sdylemislerdir.
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Kaminski ve arkadaslar1 (2005) Ophiosphaerella agrostis’in ITS1 ve ITS2 bolgesi i¢in
spesifik primerler gelistirilmistir. Bu ¢alismada diger patojenler amplifikasyon {irlinii
olusturmazken seksen Ophiosphaerella agrostis tiiriine ait ITS bolgesi amplifikasyon
iriini olusturmus ve bu sayede teshiS siireci olduk¢a hizli ve giivenilir olarak

gerceklestirilmistir.

Diger yandan; Edel ve arkadaslar1 (1995) Fusarium cinsi ile yaptiklar1 ¢alismada 28S
rDNA ve ITS bolgesinin RFLP analizleriyle tiir seviyesinde birkag F. oxysporum susu
ayirt edebilmigken, Schilling ve arkadaslarinin  (1996) Fusarium tiirleri ile yapmis
olduklar1 bir ¢alismada ise; F. avenaceum, F. culmorum ve F. graminearum tiirlerini
ayirt edebilmek icin ITS bolgesinin dizi varyasyonlarindan yararlanilmistir. F.
culmorum ve F. graminearum’da 1TS bolgesi tlire 6zgl primerler elde etmeye firsat
saglayacak derecede polimorfik iken F. culmorum ve F. graminearum’u F.
avenaceum’dan ayirt etmek igin ITS1 ve ITS2 bdlgelerindeki dizi varyasyonunun

yeterli olmadig1 belirtilmistir.

Bu tez ¢alismasi da iilkemiz dogal bitki ortiisiinde var olan ekonomik olarak onemli
Morchella sp. ve Lepista sp. gibi tiirlerin bireylerinde gen potansiyelinin genetik
diizeyde tanimlanmasi, teshisinin hizli ve giivenilir olmasi agisindan yapilan ilk

uygulamalardan biri olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir.
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