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OZET

COLLYBIA TURLERININ GENETIK KARAKTERIZASYONU

ORHAN Ebru
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Perihan GULER
Haziran 2018, 57 sayfa

Bu c¢alismada, Kirikkale ve ilgelerinde dogal olarak yetisen Collybia tiirlerinde

molekiiler caligmalar yapilarak genetik yapilar1 belirlenmistir.

Tiirlerin kiiltiir calismalar1 patates dekstroz agarda siirdiiriilmiis, mantarlardan alinan

doku pargalar1 kat1 besiyerinde gelistirilmis ve miseller elde edilmistir.

Calismada Collybia’ya ait orneklerin genetik farkliliklarini degerlendirmek igin
RAPD markérleri kullanilmistir. RAPD analizi on adet primerle gerceklestirilmistir.
RADP analizi ile toplam 170 adet tekrarlanabilir fragment elde edilmis ve tiim
fragmentler polimorfik ¢ikmustir. Fragmentlerin biiytiklikkleri 100 2500 bg arasinda
degismistir. Her bir primer ile elde edilen bant sayis1 12 ile 22 arasinda olmustur.
Popiilasyonlar arasindaki genetik iligkileri belirlemek ig¢in benzerlik indeksleri

hesaplanmis ve dendogram elde edilmistir. Dendrogram 4 ana gruba ayrilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kirikkale ve ilgeleri, misel gelisimi, RAPD-PCR



ABSTRACT

GENETICAL CHARACTERIZATION OF COLLYBIA SPECIES

ORHAN Ebru
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ms.C Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Perihan GULER
Jun 2018, 57 pages

In this study; genetic structures were determined by conducting molecular studies in

Collybia species naturally grown in Kirikkale and its structures.

The culture studies of the species were carried out on potato dextrose agar, the tissues

obtained from the fungi were cultivated in agar medium and mycelium were obtained.

In this study, RAPD markers were availed of in order to evaluate the genetic
differences of Collybia samples. RAPD analysis was conducted with ten primers. In
consequence of the RAPD analysis, 170 repeatable fragments were obtained and all
fragments were found out to be polyphormic. The magnitude of the fragments varied
between 100 and 2500 bp. The number of stripes obtained from each primer was
between 12 and 22. Similarity indexes were also calculated to define the genetic
relations between populations and dendrogram were acquired. The dendrogram is

divided into 4 main groups.

Keywords: Kirikkale and its districts, mycelium cultivation, RAPD-PCR
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1. GIRIS

Mantarlar, 6karyotik, klorofilsiz, spor olusturan, kendi besinlerini yapamayan saprofit,
parazit, simbiyotik ve mikorizal olarak yasamaktadirlar. Gelismeleri igin hazir organik

maddelere ihtiyag gosteren heterotrofik organizmalardir (Giicin ve Tamer, 1997).

Glinlimiizde, mantarlar besin maddesi olarak, peynir, ekmek, bira, sarap yapiminda
kullanilmaktadir. Mantarlarin sentezledikleri alfa-amilaz, pektinaz, proteaz, lipaz,
seliilaz, intervaz gibi enzimler ile sitrik asit, fumarik asit, glukronik asit gibi asitler

gida ve kimya sanayisinde kullanilmaktadir (Siimer, 2006).

Mantarlar organik madde c¢oziimlenmesinde, antibiyotik, toksin, besin iiretiminde
onemli rol oynarlar. Mantarlar morfolojilerine gore siiflandirilip tanimlansa da son
zamanlarda bazi gen dizileri temel filogenetik ve taksonomik arag olarak kullanilmaya
baslandi (Hibbett vd., 2007). Bir ¢aligmada kiiltiir mantar1 Agaricus bisporus tiiriiniin
ic farkli varyetesinin yagam dongiilerinde spor sayilar1 ve basidiumlardaki ortalama

spor sayist farklilig1 karyolojik olarak agiklanmistir (Kamzolkina vd., 2006).

Collybia tiirleri retapamulin, tiamulin ve valnemulin gibi antibiyotiklerin ve
antifungal, antiviral izolat eldesi i¢in dnem tasimaktadir (Engler vd., 1998). Collybia
maculata antiviral aktiviteye sahiptir (Leonhardt vd., 1987). Collybia dryophila ve
Collybia maculata antitiimér polisakkkaritlere sahiptirler (Pacheco-Sanchez vd.,
2006).

Ulkemizde dogal yayilis gdsteren Collybia cinsinin morfolojik ve anatomik &zellikleri
ve miselyal gelisimleri (Margais ve Delatour, 1996; Lim vd., 2004) ile ilgili olarak
calismalar mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda Collybia velutipes’in (Kesarwani vd.,

2000), Collybia maculata’nin (Lim vd., 2005) molekiiler yapilar1 incelenmistir.

Son yillarda molekiiler biyolojideki hizli gelismeler biyolojinin biitiin alanlarini

olumlu yonde etkilemistir. Bu gelismeler mantar sistematiginde de etkisini gostererek



hizli ve giivenilir teshislere olanak saglamistir. Molekiiler biyoloji tekniklerindeki
gelismeler ve genom analizinin gerekliliginin bir sonucu olarak ¢ok sayida molekiiler
DNA markor (belirleyici) ortaya gikarilmistir. Molekdiler belirleyiciler primer baglama
bolgeleri ve restriksiyon enzimleri sayesinde farkli genotiplere ait DNA farkliligim
ortaya koyan giiclii birer aragtirlar ve boylece DNA’ya dayali polimorfizmleri ortaya
¢ikarmak i¢in kullanilirlar (Botstein, 1980; Bardake1, 2001). Polimorfizmlerin kaynagi
DNA dizi degisiklikleridir. Yer degistirmeler, ters donmeler, parca eksilmeleri ve
par¢a eklenmeleri ile meydana gelirler ve genleri, onlarin diizenlenmelerini,
biyokimyay1, gelismeyi, morfolojiyi, davranisi etkileyeceginden evrim siirecinde

fenotipik varyasyonun da kaynagidirlar (Britten 1986).

Molekiiler ¢aligmalar yayginlasmadan 6nce morfolojiye ve biyokimyasal tekniklere
dayal1 arastirmalar yapilmaktaydi. Ayrica, oOzellikle morfolojik olarak yapilan
gozlemlerde iyi bir deneyim ve fazla zaman gerektirmekte ve sonuglar arastiricilara
gore farkliliklar gosterebilmekteydi. Bu nedenlerle artik geleneksel yontemlerin yan
sira molekiiler yontemler de ozellikle PCR’a dayali teknikler ve DNA dizileme
caligmalar1 da mantar sistematiginde giderek yerini almaktadir. DNA’ ya dayali
calismalar, hem giivenilir hem de hizli sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. DNA
molekiiliinde organizmalarin evrimini yansitabilecek tiire 6zgii bolgeler oldugu igin
taksonomik calismalar da tercih edilmektedir (Stajic vd., 2005; Singh vd., 2006;
Chakraborty vd., 2010).

RAPD-PCR teknigi pek ¢ok mantar cinsinde tiir i¢i ve tiirler arasi genetik
farkliliklarin1 ve benzerliklerini belirlemek i¢in basariyla kullanilmistir (Stajic vd.,
2005; Singh vd., 2006; Chakraborty vd., 2010).

1.1. Calismanin Amaci

Ulkemizde heniiz ¢ok yeni ¢alisilmaya baslanan ancak diinyada oldukca fazla
calisilan, mantarlardaki genetik ¢aligmalara katki saglamak amaciyla Kirikkale’de

dogal olarak yetisen Collybia cinsine ait Collybia dryophila ve Collybia tuberosa



tiirlerinin molekiiler caigsmalar1 yapilarak tiir i¢i ve tiirler arasi genetik yapilarinin

belirlenmesidir.

1.2. Kaynak Ozetleri

Calisma materyalini olusturan Collybia tiirleri ile molekiiler genetik caligmalar

oldukga azdir. Ancak bu cins bir¢ok alanda incelenmistir.

Falanghe vd. (1964), ¢esitli soya proteini ve peynir alt1 suyu ortamlari ile hazirlanan
kiiltirde Collybia velutipes’in dahil oldugu yedi tiir mantar igin substrat olarak test
etmislerdir. Mantarlarin miselyal biiyiimelerini incelemisler ve kullanilan ortamlarin
hem yiiksek protein igerigine sahip {irlin tirctiminde hem de bu {irtinlerin ekonomik

degere sahip olabilecegini belirtmislerdir.

Taylor (1977), meyve agaglarinin ve diger bitkilerin koklerinden izole edilen
bazidiomycetes 6rneklerini, bazi misel kiiltiirlerin biyokimyasal karakterizasyonu igin,
yirmi alt1 biyokimyasal test ile ¢alismislardir. Mantarlarin doku parga izolatlar1 ile
bunlarin biyokimyasal reaksiyonlarii eslestirerek Collybia druce, Membranicium

utriculicum ve Heteroporus bienalin olarak tanimlamigladir.

Leonhardt vd. (1987), 6-Metilpurin, 6-metil-9-beta-D-ribofuranosilpurin ve 6-
hidroksimetil-9-beta-D-ribofuranosilpurin’i  Collybia maculata'nin kiiltiirlerinden

izole etmis ve bunlarin antifungal, sitotoksik ve antiviral aktivitelerini belirtmislerdir.

Vilgalys ve Johnson (1987), Collybia dryophila ornekleri ile yaptiklari ¢alismada
tirlesme ile iliskili genis genetik sapmay1 incelemislerdir. Bu mantarlardaki tiirlesme
ile iliskili DNA sekans sapma seviyesinin ¢arpici oldugunu ve Okaryotlarin diger
gruplarinda gozlenenlerden 6nemli dl¢iide daha fazla oldugunu belirtmislerdir. DNA-
DNA hibridizasyon yontemleri temel olarak mantarlardaki taksonomik iligkileri
tamimlamak ic¢in kullanilsa da g¢alismalarinda elde ettikleri veriler funguslardaki
tiirlesmenin muazzam genetik degisim ile birlikte oldugunu gostererek fungal evrim

hakkinda bilgi sagladigin1 vurgulamislardir.



Steffen vd. (2002), orman artiklarin1 ve topragi kolonize eden Collybia dryophila gibi
bazidiomyceteslerin yiiksek molekiillii kiitle humik maddelerinin geri doniigiimii ile

humus devresinde yer aldiklarin1 géstermislerdir.

Tuomela vd. (2004), i¢ farkli ayrigtirict mantarin (LDF) lignin cevherlesme
aktivitesini, kuzey orman topragindan alinan humus tabakasi Ornekleri ile
incelemislerdir. Orneklerdeki toplam Pb konsantrasyonu ve suda ¢dziiniir Pb
konsantrasyonlarini tespit etmislerdir. Collybia dryophila ve Clitocybe (Lepista)
nebularis tarafindan sentetik lignin cevherlesmesi kuvvetli bir sekilde inhibe edilirken,
Stropharia coronilla toprak ve sivi kiiltiirlerde Pb stresine daha toleransli olmustur.
Yiiksek konsantrasyonlarda Pb LDF'nin bilylimesini inhibe ettigini ve ligninolitik

enzimlerin aktivitesini etkiledigini belirtmislerdir.

Lim vd. (2004), Collybia maculata'nin misel kiiltiirii ve ekzopolisakkarit tiretimi i¢in
ortogonal matris yontemiyle ortalamanin optimizasyonu konusunu c¢alismiglardir.
Misel biiylimesi i¢in optimum ortam bilesenleri ve C. maculata'nin EPS iiretimi
basartyla belirlenmistir. Bu optimizasyon tekniginin diger siireclere yaygin olarak

uygulanabilirligini vurgulamiglardir.

Mircea vd. (2004), Romanya, Savinesti Fibrex-naylon Kompleksi'nin yakinindaki
Bistrita Vadisi'nde yetisen yenilebilir mantarlardan aralarinda Collybia butiracea’nin
oldugu 41 farkli 6rnekte nitrit miktarim1 belirlemislerdir. Nitrit konsantrasyonlarini
2001 yilinda toplanan ve 2002 yilinda toplanan Orneklerle karsilastirmislardir.
Mantarlardaki nitrit konsantrasyonu Ekim 2001'de toplanan 6rneklerde 2.06 ile 49.88
arasinda oldugunu, 2002 Eyliil ayinda toplanan 6rneklerde ise 1.98 ile 31.84 arasinda
oldugunu belirtmislerdir.

McErlean vd. (2006), Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Collybia sp. ve
Rhizoctonia solani icin toprak gereksinimleri potansiyelinin degerlendirilmesi ve

toprak iyilestirme uygulamalarinda ligninolitik enzimlerin iiretimini ¢alismiglardir.



Osono ve Takeda (2006), Collybia sp. 6rneklerinin ¢iiriimiis kalintilar1 ve inkiibasyon
sicakliginin, funguslarin orta ylikseklikteki daglarda yetisen agaglarin yaprak altimi
ayristirma yetenegi tizerindeki etkisini saf kiiltiir testi ile incelemislerdir. Ayristirma

kabiliyetinin basidiomyceteslerde daha yiiksek olgunu belirtmislerdir.

Yang vd. (2006), streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik si¢anlara Collybia
confluens miselyal tozunun (CCMP) agizdan verilmesinin plazma glikozu ve diger

biyokimyasal parametreler lizerindeki etkilerini arastirmiglardir.

Pacheco vd. (2006), glukan (1— 3) ve (1— 4) bag yapisi olan Beta—D glukan, Collybia
dryophila mantarindan ekstrakte edilmis olup Collybia dryophila polisakkarit (CDP)
olarak adlandirmig, CDP’nin makrofajlarda giiclii bir inhibitdr olarak nitrit oksit
tretimi  gosterdigi, polisakkaritin  bir anti-inflamutuar etki  sergiledigini

gostermislerdir.

Pacheco-Sanchez vd. (2007), Collybia dryophila’dan ekstrakte edilen bir
polisakkaritin, makrofajlarda nitrik oksit sentez ekspresyonu ve nitrik oksit iiretimi

tizerine inhibe edici etkisini incelemislerdir.

Gussem vd. (2007), Raman spektroskopisinin olanaklarini kullanarak Collybia,
Gymnopus, Laccaria, Lactarius, Mycena ve Russula cinslerinin sporlarinin

kemotaksonomik tanimlanmasini yapmiglardir.

Yang vd. (2007), streptozotosin (STZ) ile indiikklenen diyabetik si¢anlarda, misel
kiltirleri tarafindan iretilen Ganoderma applanatum ekzo-polimer (GAE) ve
Collybia confluens ekzo-polimer (CCE)’nin hipoglisemik etkileri arastirmiglardir.
Sonug olarak, deney hayvanlarinda diyabetle miicadelede GAE ve CCE potansiyelini
giiclii bir sekilde gostermislerdir.

Jeong vd. (2008), Collybia confluens, Ganoderma applanatum ve Pleurotus
eryngii’den elde edilen misel kiltiirlerinden dretilen exo-(EX) ve endo-
biyopolimerlerin (EN) anti-tiimér etkilerini, Sarcoma 180 tasiyan fareler kullanarak

incelemislerdir.



Sesli vd. (2008), Karadeniz Bolgesi’nin farkli yerlerinden toplanan, aralarinda
Collybia  dryophilanin da bulundugu mantar tiirlerinde iz metallerinin
konsantrasyonlari, nemli ve titresimli elektromanyetik dalga sonrasinda atomik
absorpsiyon spektrometresi ile belirlemislerdir. Baz1 yenilebilir mantar 6rneklerinde

analiz edilen kursun seviyeleri normal sinirlardan daha yiiksek bulunmustur.

Zhu vd. (2011), Cin'in Yunnan Eyaleti’nden Collybia velutipes dahil 14 farkl
yenilebilir tiir i¢in agir metallerin degerlendirilmesini yapmuslardir. Yenilebilir mantar

tiirlerinde ¢inko, kadmiyum ve kursun diizeylerini yiiksek bulmuslardir.

Wang ve Hou (2011), atomik absorpsiyon spektrofotometresi kullanarak anti-
influenza viriis mantarlarinin eser element kompozisyonunu belirlemek i¢in yaptiklar
calismada, Collybia maculata o6rneklerinde demir, selenyum ve ¢inko tespit

etmislerdir.

Mujic vd. (2011), Collybia platyphylla min aralarinda bulundugu doért yabani mantarin
yag asidi profilleri ve hipertansiyon tedavisinde potansiyel faydalarin1 aragtirmak i¢in
mantarlarin lipit profilleri ve mantar lipitlerinin eritrosit membraninin akiskanligini
degistirme yetenegi, gaz kromatografisi-kiitle spektometrisi, gaz kromatografisi-alev
iyonizasyon dedektorii ve elektron paramanyetik rezonans egirme probu teknigi

kullanilarak incelemislerdir.

Sarikiirkcti vd. (2012), Isparta, Mugla ve Osmaniye illerinden toplanan, aralarinda
Collybia dryophila’nin da bulundugu yabani yenilebilir mantarlarin metal
konsantrasyonlarini inceledikleri ¢alismalarinda Zn, Fe, Cu, Mn, Co, Ni, Pb, Cd, Cr,
Al, Ca, Mg ve K’nin igeriklerini, indiktif eslesmis plazma optik emisyon

spektrometresi ile belirlemislerdir.

Wang vd. (2014), Collybia dryophila tiiriniin igerisinde bulundugu on toprak
mantarlarinin, topraktaki karbon ve besin dongiisiindeki mantar enzimatik farkliliklar
ve toprak Kolloidleri ile etkilesimlerini arastirmislardir. Collybia dryophila yiiksek

aktiviteli 5 enzim salgilamistir. Mantarlardaki farkliliklar, fonksiyonel gruplarin ylizey



goriiniimiiniin degismesine ve toprak kolloidlerindeki element kompozisyonlarina

katkida bulunmustur.

Wang vd. (2018), Collybia radicata mantarindan izole edilen polisakkaritin makrofaj

immiinomodiilator aktivitesini incelemislerdir.

Collybia tiirleri ile molekiiler genetik ¢alismalar oldukca azdir. Ancak birgok mantar

tiirii ile yapilan molekiiler caligmalar mevcuttur.

Hopple ve Vilgalys (1994), Coprinoid taksonlart ve bazi yakin akrabalarinin
filogenetik ilisklilerini, rDNA biiyiik alt birimi ve ITS-2 bdlgelerinin PCR-RFLP ile
calismiglardir. Caligmalarinda Psathyrella cinsinin Coprinus igine alinmasi gerektigini

ve Bolbitius cinsinin Coprinus cinsiyle yakin iligkili oldugunu belirtmislerdir.

Gutierrez vd. (1995), Terfezia claveryinin identifikasyon ve karakterizasyonu igin
RAPD-PCR teknigini kullanmislardir. Terfezia claveryi MH ortami ile mikorize
edilmigtir. ~ Terfezia  claveryi’nin  ektendomikoriza  formuna  girdigini

gozlemlemislerdir.

Edel vd. (1995), Fusarium cinsinin morfolojik ve biyokimyasal kriterlere goére
teshisinin zor ve karisik oldugunu belirtmislerdir. Yapilan caligmada 28S rDNA ve
ITS bolgesinin RFLP analizleriyle tiir seviyesinde birka¢ F. oxysporum susu ayirt

etmislerdir.

Wipf vd. (1996), Morchella esculenta ve Morchella conica ile yaptiklar1 ¢alismada
ITS primerleri iki tiirde de 740 - 750 bg araliginda bant gostermistir. Cins diizeyinde

polimorfizm derecesi, ITS bdlgesinin mantarlar arasinda degistigini belirtmislerdir.

Nichalson, vd. (1997), Lentinula tiirlerinin genetik polimorfizm ¢alismalarinda
Lentinula tiirlerinin P. ostreatus ve Collybia dryophila gruplarindan yaklasik % 4.0
oraninda uzaklastigini belirtmiglerdir. Lentinula. Boryana’nin yaklagik % 3.5
uzaklikta oldugunu bulmuslardir. Lentinula boryana, Lentinula cinsinden ayrilan en

erken soy olarak kabul edilirken, bu molekiiler filogenetik ¢alismanin, Lentinula



tiirleri arasindaki filogenetik farkliliklarin1 vurgulamakta ve en son simiflandirma

tabanli morfolojik karakterlerini desteklemektedir.

Ito vd. (1998), calismalarinda 12 farkli RAPD primeri kullanarak Coprinus tiirleri
arasindaki farkliliklar1 belirlemeye ¢alismiglardir. Elde edilen RAPD profillerinin ayni
tiiriin ornekleri arasinda benzer ve bir¢cok ortak DNA bandinin tiire 6zgii oldugunu

gostermislerdir.

Park vd. (1999), Coprinus ve Psathyrella cinslerini igeren o6rneklerden rDNA
genlerinde ITS-I ve ITS-II bolgelerini PCR ile ¢ogaltmislar ve dizi analizlerini
yapmuglardir. ITS dizilerini tiirlerin karsilastirilmasinda kullanarak tiirler arasinda

yiiksek oranda homoloji tespit etmislerdir.

Hopple ve Vilgalys (1999), Coprinus cinsi ve yakin akrabalari arasindaki filogenetik
iligkileri arastirmak i¢in biiyiik alt birim (LSU) rDNA genlerindeki dizi bilgilerine
dayanan bir ¢alisma yapmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore Coprinus cinsinin

monofiletik olmadigini, polifiletik oldugunu géstermislerdir.

Ito vd. (1999), Coprinus ve Tricholama cinslerinin misellerinden izole ettikleri DNA
orneklerinde RAPD-PCR yo6ntemini kullanarak tiire 6zgii DNA bantlar1 elde ederek
tiirlerin ayrimin1 belirlemeye calismislar ve elde ettikleri 192 RAPD fragmenti ile

olusturduklar1 kiimeleme analizi ile Tricholama tiirlerinin ayrimini dogrulamislardir.

Kesarwani vd. (2000), Collybia velutipes’de oksalat dekarboksilaz enzimini elde
ederek, transgenik tiitlin ve domateste mantar enfeksiyonuna diren¢ kazandirmak i¢in

molekiiler calisma yapmiglardir.

Glen vd. (2000), bacidiomycetes mantarlarinda PCR-RFLP tekniklerini kullanarak
identifikasyonu saglamiglardir. Avustralya bolgelerinde basidiomycetes funguslarin
niikleer ribozomal DNA’daki ITS primer ¢iftlerinin spesifikasyonu ITS-I-F/ITS-
B’lerinkilerle karsilastirmislar, PCR ve RFLP yapmislar ve bu bélge mantarlarinin 28

familyaya ait 91 tiir altinda toplamalarin1 saglamistir.



Nuytinck vd. (2004), Lactarius tesquorum ile yaptiklar1 ¢alismada tiiriin anatomik ve
molekiiler 6zelliklerini, morfolojik olarak yakinliklarini tanimlamislardir. Ayrica
Avrupa’daki iligkili Lactarius tesquorum ile birlikte Piperites subgenusunda
smiflandirilan Lactarius tiirlerini iki ana kiimeye ayirmuglardir. Lactarius mairei ve

Lactarius spinosulus'un diger taksonlardan daha uzak olduklarini géstermislerdir.

Shimono vd. (2004), Russula ve Lactarius cinslerinin molekiiler filogenisini bilyiik alt
tinite rtDNA dizilerini kullanarak arastirmiglardir. Analizler sonucunda Russulaceae
ailesini alt1 gruba bolmiislerdir. Lactarius cinsi biiyilk ve monofiletik bir klad
olusturmustur. Buna ragmen Russula cinsinin monofilisinin net olmadigini belirterek
niikleer LSU rDNA bdlgesi, Russulla tiirlerinin taninmasinda faydali bir ara¢ oldugunu
ve Russula, Lactarius cinsleri arasindaki filogenetik iligkilerle ilgili bilgi

saglayabilecegini vurgulamiglardir.

Junzhi vd. (2004), Japonya, USA, Malezya, Filipinler, Kolombiya ve Cin’den elde
edilen Aschersonia’nin dort tiirtine ait 11 izolat ile yapilan ¢alismada 17 RAPD primeri
karakterize etmislerdir. Sonu¢ olarak Aschersonia izolatlar1 arasindaki genetik
cesitlilik RAPD analizleriyle belirlenirken bu cinsin teshis ve siniflandirilmasinda bu

yontemin kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmislardir.

Stajic vd. (2005), Pleurotus cinsinden elde edilen genetik veriler icin RAPD-PCR
kullanmislardir. Toplamda 260 farkli bant ( en az bant 25 ve en fazla bant 59) elde
etmiglerdir. Tiirlerin morfolojik ve molekiiler gruplamasi arasinda iyi bir korelasyon
gozlemislerdir. Bazi tiirler arasinda tutarsizlik gozlenmistir. Bazi tiirler arasindaki
molekiiler genomik iliskilerin morfolojik gruplandirma ile eslesmedigini tespit
etmislerdir. Tirlerin bir taksonomik gruba veya evrimsel soya hassas bir sekilde

yansimasi i¢in daha ileri molekiiler kriterler uygulanmasini vurgulamiglardir.

Cui vd. (2008), Albatrellus cinsine ait tiirlerin teshisinde morfolojik karakterlerin yani
sira niikleer ribozomal DNA’daki ITS bolgelerinden de faydalanmislardir. Albatrellus
piceiphullus, Albatrellus citrinus, Albatrellus ovinus, Albatrellus similis arasinda

yakin iligki oldugunu ve Albatrellus syringae nin diger tiirlerden uzaklastigini



belirtmislerdir. Albatrellus syringae’nin ITS dzilerinin diger Albatrellus tiirlerinden

belirgin bir sekilde farkli oldugunu sdylemislerdir.

Cebi vd. (2008), fungal sistematikte molekiiler gelismeler hakkinda bilgiler
vermislerdir. Mantar sistematiginde degisikligin meydana geldigi ilk molekiiler olan

DNA iizerinde yapilacak ¢aligmalarin giivenilir sonuglar verdigini belirtmislerdir.

Jang vd. (2009), Coprinus comatus tiiriiniin genetik iliskilerini degerlendirmek igin 12
RAPD primeri kullanmiglar ve UPGMA analizi ile olusturduklar1 dendrograma gore

bu tiirli ii¢ grupta toplamiglardir.

Isu vd. (2013), Cholorophylum molbdites, Lentinus squarrosulus, Daedelea elegans,
Pleurotus ostreatus ve Agaricus bisporus'un genetik 0Ozelliklerini RAPD-PCR
yontemini kullanarak ¢alismiglardir. A. bisporus tiiriinde 300-900 bg arasinda degisen
37 bant, L.squarrolus tiiriinde ise 19 bant elde etmislerdir. C. molbdites tiiriinde 66
bant L. squarrosulus 59 bant ve D. elegans 50 bant elde etmislerdir. Sonuglara gore 5
tiriin genetik uzaklik katsayilarinin %52-72 arasinda degistigini gostermislerdir.
Calismalarinda RAPD-PCR yo6nteminin genetk iliskilerin belirlenmesinde basarili bir

yontem oldugunu belirtmislerdir.

Col vd. (2017), Schizophyllum tiirtintin DNA izolasyonunu yapmislar ve ITS gen
bolgesini PCR ile ¢cogaltarak saflastirmislardir. ITS geninin dizi analizlerinin verdigi
sonuca gore Schizophyllum commune tiirine % 100 benzerlige sahip oldugunu
gostermisledir. Ornegin Schizophyllum commune oldugunu molekiiler yontemlerle

ortaya koymuslardir.
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1.3. Genel Bilgiler

1.3.1. Tiirlerin Sistematikteki Yeri

Divisio : Basidiomycota

Classis : Agaricomycetes

Ordo : Agaricales

Familya : Omphalotaceae

Genus : Collybia

Species : Collybia dryophila (Giincel isim: Gymnopus dryophilus, Index

fungurum, Erisim tarihi 25.06.2018)

Divisio : Basidiomycota
Classis : Agaricomycetes
Ordo : Agaricales
Familya : Tricholomataceae
Genus : Collybia

Species : Collybia tuberosa

1.3.2. Collybia Cinsinin Ozellikleri

Collybia’da sapka sap kismina farkli sekillerde baglanir ancak higbir sekilde asagi
sarkik olmayan alt kisima sahiptir, kismi yiiksiikten ve sapta halkadan yoksundurlar.
Collybia cinsinin sap yapis1 kikirdagimsi, ince etli, beyaz. Krem rengi veya pembemsi-
ten renginde spor izine sahip olup boyutlar1 kiigiik ile orta arasinda degisir. Bu iiyeler
etleri parcalandiginda ¢esitli kokular yayar ancak higbiri nisasta benzeri bir kokuya
sahip degildir. Sporlar genellikle amiloid olmakla birlikte ¢ok az1 dekstrinoid 6zellik
gosterir. Her ne kadar bir kismu yenebilir olsa da bunlarin sayis1 azdir ve biiyiik bir
kismimin yenebilirligi hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir (Bessette vd., 1997,
Evenson 1997; Arora 1997).
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1.3.3. Collybia dryophila’min Morfolojik, Mikroskobik ve Ekolojik Ozellileri

Sapka: 1-5 (7) cm genisliginde, kavisli, genis¢e disa dogru kabarik, zamanla yukari
kalkik ve hatta siklikla dalgali kenarli, bazen ise hafif kabarik; diiz yilizeyi nemlidir.
Gengken kestane kahverengi ile kirmizimsi kahverengi, sarimsi kahverengi veya koyu
sar1 arasinda, kurudugunda ise sarimsi kahverengi veya koyu sar1 arasinda degisen

renklere sahiptir. Ince etli, beyazdur.

Lamel: Cok yapili, genellikli ¢centikli ve beyaz veya ¢ok soluk sar1 renklidir.

Sap: 2-8 cm uzunlugunda, 2-6 mm kalinli§inda, sert ve esit veya siskin tabanli, ince,
diiz, oyuk; soluk krem renginde veya sapka kisminin rengine sahiptir. Tabanda veya

topraga yakin kisimda beyaz renklidir.

Spor izi: Beyaz veya soluk krem renginde, sporlar 5-7 X 2-3,5 pm, eliptik, diizdiir.

Yenebilirlik: Yenilebilirdir. Ancak bazi insanlar bu tiire kars1 hassastir. Yalnizca bas
kisimlar1 yenilebilir diizeydedir. Civa topladigi bilinir ancak civa birikme sonucu

zehirlemeye neden oldugundan kazara yenmesi bir tehlike arz etmez.

Yetisme Yeri: Ormanlik alanlarda veya agac diplerinde toplu halde veya kiiciik
Obekler halinde yasarlar. Genellikle yay ve halka olustururlar. Genis bir ¢evreye
yayilirlar. Genellik ilk sonbahar yagmurlariyla ¢okca ortaya ¢ikar ancak daha sonra
iyice seyreklesirler. Adindan anlasilacag: iizere, mese agacini oldukga severler ancak
cam veya diger kozalakli agaglarin altinda da yasarlar. Bununla birlikte aga¢ parcasi
birikintilerinin kenarlarinda da goriiliir. Yiiksek rakimli yerlerde genellikle bahar, yaz

ve sonbahar aylarinda ortaya ¢ikarlar (Bessette vd., 1997; Evenson 1997; Arora 1997).
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1.3.4. Collybia tuberosa’mmn Morfolojik, Mikroskobik ve Ekolojik Ozellileri

Sapka: 3-10 mm capinda, disa dogru kabarik, diiz veya merkezden basik arasinda
degisir. Kuru, beyazimsi ya da ten rengide ve bazen de merkezinde koyu renklidir.

Oldukga ince ve beyaz etlidir.

Lameller: Beyaz veya nadiren pembeye yakin bir renge sahiptir. Sapka kismi ve sap

kismina bitisiktir. Birbirlerine yakin veya kalabalik bir sekilde goriiliirler.

Sap: 1-3 cm uzunlugunda, 1 mm’ye kadar kalinlikta, esit, kuru, cok az asagiya kivrik,
beyaz veya ten rengine yakin, genellikle turuncu-kahverengiden kirmizimsi
kahverengiye donmekte ve yumruya benzer yapidadir.

Spor Izi: Beyaz renkli, sporlar 3-6 X 2-3 um ebatinda, eliptik, diizdiir.

Yetisme Yeri: Ozellikle Russula ve Lacratius tiirleri ve eski mantarlarin kararmis

kalintilar1 iizerinde koloni seklinde yagamaktadir. Bazen humusta da goriiliir ve genis

yayilima sahiptirler (Bessette vd., 1997; Evenson 1997; Arora 1997).

1.3.5. Tiirlerin Tiirkiye’deki Yayilis1
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Sekil 1.1. Collybia dryophila nin Tiirkiye’deki yayilisi
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Balikesir (Y1lmaz, vd. 1997), Dogu Karadeniz (Sesli ve Tiizen, 1999, 2000), Samsun
(Peksen ve Karaca, 2000), Konya (Hadim) (Oztiirk, vd. 2000), Bitlis (Kaya, 2001),
Kayseri-Yesilhisar (Kasik, vd. 2002), Alanya (Oztiirk, vd. 2003), Kayseri (Kasik, vd.
2003), Konya-Bozkir (Aktas, vd. 2003), Samsun (Peksen ve Karaca, 2003), Artvin-
Savsat (Demirel, vd. 2004), Bat1 Anadolu (Oner ve Gezer, 2004), Samsun (Peksen ve
Karaca, 2003), Antalya (Aktas, vd. 2006), Gaziantep (Kaya ve Akan, 2006),
Gilimiishane (Uzun, vd. 2006), Kahramanmaras (Kaya, 2006), Osmaniye (Bahge)
(Glinay ve Demirel, 2006), Ankara (Akata, vd. 2009), Nevsehir (Giilsehir) (Tiirkekul,
vd. 2010), Bolu (Avdan) (Tiirkekul ve Mersin, 2012).
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Sekil 1.2. Collybia tuberosa nin Tiirkiye’deki yayilist

Istanbul (Selik ve Siimer, 1982), Ankara (Akata, vd. 2009), Kahramanmaras (Kaya,
2009), Cankir (Oztiirk, vd. 2010).

1.4. Molekiiler Sistematik

Mantarlarin siniflandirilmasinda morfolojik, biyokimyasal ve mikroskobik yontemler

yaygin olarak kullanilmaktadir. Gelisen molekiiler yontemler mantar sistematiginde
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de etkisini gostermistir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008). Morfolojik yontemlerle teshis
edilen mantarlarin molekiiler g¢alismalar1 yapildiginda olduk¢a farkli sonuclara
ulagilabilmektedir. Morfolojik ve molekiiler yontemlerin bir arada kullanilmas1 daha

giiveniler sonuglara ulagilmasini saglayacaktir (Taylor vd., 2000).

Mantarlardaki molekiiler c¢aligmalar gelisen teknolojiler ile hizla ilerlemistir.
Mantarlarin orjinlerinin belirlenmesinde, diger canlilar aleminden hangi zamanda
ayrildigimin ~ belirlenmesinde, akrabalik derecelerinin  belirlenmesinde, gen
karakterizasyonunda molekiiler filogenetik c¢alismalar basariyla kullanilmistir

(Blackwell vd., 2006; Taylor ve Berbee 2006; James vd., 2006).

Mantarlardaki filogenetik ¢alismalarda 18S rDNA, 28S rDNA ve ITS gibi ¢ekirdek ve
mitokondriyel DNA boélgeleri ayrica RPB1, RPB2, EF- 1a gibi protein kodlayan baz
dizileri yaygin olarak kullanilmaktadir (Taylor ve Berbee, 2006; Hibbett, 2006;
Sugiyama vd., 2006).

Molekiiler ¢alismalarda genellikle DNA molekiilii kullanilmaktadir. DNA evrimsel
degisikligin ilk ortaya ¢iktig1 yapidir ve bundan dolay1 yapilan ¢alismalar daha
giivenilir sonuglar verebilmektedir (Taylor vd.,2000).

Protein sentezi tiim organizmalarda goriilen ortak bir 6zelliktir. Burada gérevli rRNA
lar evrimsel iligkiyi ayirt edebilmek i¢in kullanilan énemli molekiillerdir. Funguslarda
rRNA gen kiimesi (¢ekirdek rDNA) ardisik tekrarlanan rDNA birimleri olarak
organize olmustur. Her birimde kiigiik rRNA geni (18S vb.), 5.8S rRNA geni ve biiyiik
rRNA geni (28S vb.) olmak {iizere iic rDNA geni bulunmaktadir. Funguslarda
molekiiler ¢calismalar i¢in kullanisli olan korunmus diziler biiyiik alt birim (LSU) ve
kiigiik alt birim (SSU) genlerinde bulunur. Alt birimler arasindaki bolgeleri, ITS
(transkripsiyonu yapilamayan bdlgeler) ve IGS (genler arasi bolge) olarak
isimlendirilir. Bunlar alt birim dizilerinde degisken olup cins i¢inde tiirler aras1 veya
tiir i¢i calismalarda kullanilmaktadir. ITS ve IGS (kodlanmayan bolge) daha hizli
evrim gecirmekte ve tlir i¢cindeki suslarin karsilagtirllmasi i¢in kullamighdir. ITS
bolgesi dort nedenle funguslarin karakterizasyonu i¢in kullaniglidir (White vd., 1990;
Bruns vd., 1991; Lee ve Taylor, 1992).
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1. Transkripsiyonu yapilamayan bolgeler (ITS) kiigiik bolgelerdir (500-800 bg) ve
rRNA alt birimleri i¢indeki korunmus bolgelerin komplementeri kullanilarak PCR
teknigi ile kolaylikla ¢ogaltilabilir.

2. Morfolojik olarak farkli tiirler arasinda transkripsiyonu yapilamayan bolgeler
(ITS) oldukca degiskendir ve ITS-RFLP restriksiyon verileri genetik uzaklig:
tahmin etmek i¢in kullanilabilir ve filogenetik, sistematik analizler i¢in karakterler

saglayabilir.

3. ITS tiire 6zgii problari, bir kromozomal kiitiiphane olusturmaya gerek kalmaksizin
hizl1 bir sekilde PCR teknigi kullanilarak tiretilebilir. Dizilerin tekrarlayan sekilde
olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir i¢inde benzer olma egiliminde olmasindan

dolay1 tiire 6zgii problart gelistirmek icin diziler ITS bolgesinden se¢ilmektedir.

4. rDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasindan dolayi, seyreltik ya da
asinmis DNA 6rneklerinden bile ITS bolgesi kolaylikla ¢ogaltilabilir (White vd.,
1990; Bruns vd., 1991; Lee ve Taylor, 1992; Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

1.4.1. Molekiiler Markorler

Markor; tam yeri ve biiyiikligi bilinmeyen genlerin kalittimini izlemede kullanilan,
yeri ve etkisi bilinen bir gen ya da DNA parcasidir. Molekiiler markér genomda
herhangi bir gen bolgesi veya gen bolgesi alakali DNA pargasidir (Ridout ve Donini,
1999).

Molekiiler markorlerin giivenilir olmasi, tekrarlanabilir 6zellikte olmasi, genomda
birden fazla bolgeyi belirlemesi, ¢evre kosullarindan etkilenmemesi, kodominat ve
dominant 6zellik gostermesi, biitiin dokularda kullanilmasi gibi birgok 6zellige sahip

olmas1 gerekir (Bostein, 1980; Williams, 1990).
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Molekiiler markorler, molekiiler yontemlerle yapilamayan degerlendirmelerde
tanimlanmamis olan taksonlar1 ayirt etmede 6nemli bir fayda saglar. Nadir ve nesli
tikenmekte olan tiirler iginde aralarindaki filogenetik iligkileri ortaya ¢ikararak
koruma biyolojisi alanina hizmet eder. Molekiiler markorler tarafindan belgelenen
hibridizasyon ve genetik girisimleri tehlike altindaki birgok tiirtin durumuyla ilgili hem
biyolojik hem de yasal sorunlar1 giindeme getiren 6nemli araglardir. Filogenetik
iligskilerin molekiiler degerlendirmelerinde 6nemli yer tutar. Molekiiler markorler
melez organizmalarin tanimlanmasinda ve karakterize edilmesinde de 6nemli bir

aractir (Avise, 1993).

Kullanilan yontemler bakimindan molekiiller markorler, Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna (PCR) dayali markorler ve Hibridizasyona dayali markdrler olarak iki

ana gruba ayrilabilir (Kesawat ve Das, 2009).

1.4.2. Hibridizasyona Dayalh Markorler

Ik olarak DNA-DNA hibridizasyon teknigi gelistirilmistir. Farkl tiirlere 6zgii DNA
eksenlerinden olusan sarmal bir hibrit DNA molekiiliiniin olusturulmasina dayanan bir
tekniktir. 1980 yillarinda filogenetik iligkilerin agiklanmasinda kullanilmigtir. Genom
hakkinda 6n bilgiye sahip olunmasi gerekliligi ve uygulamadaki zorluklar nedeniyle
yerini PCR temelli yontemlere birakmistir (Avise 2004).

1.42.1. RFLP (Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi / Restriction
Fragment Length Polymorphism)

Sarmal DNA molekiiliinii kesen restriksiyon enzimlerinin kesfedilmesi ile molekiiler
biyoloji alaninda bir¢ok gelisme yasanmistir. Bu teknik DNA diizeyinde polimorfizm
elde etmek ic¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve ilk olarak kullanilan molekiiler

markdrdiir (Botstein vd., 1980).
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Genomik DNA’nin 6zgiin DNA dizilerini taniyan restriksiyon enzimlerince kesilmesi
ve DNA’nin melezlendigi DNA etrafindaki farkli kesim yapilarinin saptanmasina
dayanan bir yontemdir. PCR temelli olmayan ilk markor sistemi olup kodominant
Ozelliktedir (Bark ve Havey, 1995). Kodominant o6zelliginden dolayi heterozigot

bireyler karakterize edilmektedir.

1.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayalh Markorler

1.4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, DNA’nin hiicreden ayri bir ortamda milyonlarca kopyasinin sentezini
icermektedir. PCR, oldukga basit, 6zgiin, duyarli bir yontemdir (Saiki vd., 1985;
Mullis, 1990).

PCR, DNA’nin denatiire olmasi1 (Denaturation), primerin agilan zincire yapismast
(Annealing), primerin uzamasi (primer extension) olmak iizere 3 temel asamadan
olusmaktadir. Bu 3 asama bir zincir reaksiyonu olusturur ve DNA molekiilli
populasyonlarin katlanan bir bigimde artmasini saglar. PCR, otomosyonla birkac¢ saat
iginde hedef DNA segmentinin milyarlarcasini yapabilir (Watson vd., 1992; Hadidi
vd., 1995; Innis ve Gelfand 1990).

Mullis vd. tarafindan 1985 yilinda PCR kullanilarak yapilan ilk caligmalardan bu yana,
bu teknik biyolojik aragtirmalarda ve biyoteknolojik alanlarda biiyiik etki yapmustir.

PCR, DNA’ya dayali yapilan calismalarda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
PCR tekniginin gelisimi ile farkliliklarin belirlenmesi ve tanimlanmasi i¢in pek ¢ok

molekiiler teknik gelistirilmektedir (Ayad vd., 1997).

Mantarlarin genetik karakterizasyonu ve smiflandirilmasinda kullanilan PCR temelli
yontemler bulunmaktadir. Mikoloji alaninda PCR ile ilgili ilk ¢aligmalardan birini
White ve arkadaslar1 1990 yilinda yapmislardir. Bu ¢alisma mantarlarin taksonomik

iligkilerini arastirmak i¢in rDNA’ nin amplikasyonu ile ilgilidir ( White vd.,1990).
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Mantarlarin siniflandirilmasindaki karigikliklar kimi zaman ayni taksona farkli isim
verilmesi ya da farkli organizmalara ayni isim verilmesine neden olabilmektedir. PCR
ile genetik farkliliklarin belirlenmesi ve tanimlanmasi ile bu karisikliklar ortadan

kalkmaktadir (Kiligoglu ve Ozkog 2008).

1.4.3.2. RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA / Random Amplified
Polymorphic DNA ) - PCR Yo6ntemi

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) DNA dizilisi bilinmeyen DNA
fragmentlerinin analizlerinin yapilmasinda kullanilmaktadir. Polimeraz zincir

reaksiyonunu temel alan bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir (Williams vd., 1990).

RAPD tekniginin 6nemli avantajlarindan biri ¢aligilan 6rnegin genleri ile ilgili 6n bilgi

gerektirmemesidir (Welsh vd., 1990).

RAPD yontemi ¢ok sayidaki 6rnege uygulanabilen hizli bir tekniktir. Rasgele segilen
primerler ile PCR yapilmakta, elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilmekte,
ornekler arasinda goriilen aymi ve farkli bantlar goézlenerek sonuglara
ulagilabilmektedir.  Genetik  g¢esitliligin ~ arastirllmasinda  6nemli  &lgiide
kullanilmaktadir. Bu yontem cinslerdeki populasyon genetigini igeren genetik
analizlerde kullanilir (Williams vd., 1990; Chalmers 1992; Cenis 1993; Ashburner
1997).

Mantar karakterizasyonu ve taksonomisinde RAPD-PCR uygulamalar1 yogunlukla
kullanilmaktadir. DNA dizisi bilinmesine ihtiya¢ duyulmadan secilen primerler
mantar DNA bdlgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilabilir. RAPD yontemi tiirlerarasi ve tiir

i¢ci mantarlarin ayirt edilmesinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Kiligoglu ve

Ozkog, 2008).
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1.4.3.3. AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi /Amplified Fragment
Length Polymorphism)

Cogaltilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP) yontemi genomik DNA’nin iki
restriksiyon enzimi ile kesilmesi ve kesilen pargaciklarin, kullanilan enzimlere uygun
baglayicilarla baglanmasi temeline dayanmaktadir (Avise 2004). AFLP’nin
polimorfizmi oldukca yiiksek olup genom hakkinda herhangi bir bilgi olmadan
uygulanabilen bir tekniktir. Teknik, genom haritalarinin yapilmasinda, genom

degisikliklerinin belirlenmesinde, yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Vos vd., 1995).

1.4.3.4. ISSR (Basit Tekrarh Diziler Aras1 Polimorfizm / Inter Simple Sequence
Repeat)

Polimeraz zincir reaksiyonuna dayal1 bir teknik olan ISSR birbirine yakin olan SSR’ler
arasindaki niikleotitler ¢ogaltilir. Elde edilen firiinler elektroforezde yiiriitiilerek
karsilagtirilir. Dominant markorler {iretirler ve heterozigotlarin homozigotlardan ayirt

edilmesi giictiir ( Zietkiewicz vd., 1994).

1.4.35. SSR (Basit Tekrarh Diziler veya Mikrosatelitler / Simple Sequence
Repeat)

Mikrosatelit olarak adlandirilan SSR, genom boyunca dagilmis olan birbiri ardina
gelen tekrarlayan baz dizilerinin bir sinifi olarak kesfedilmistir. Tekrarlayan 2—6 bg
uzunlugunda tiim genoma rastgele dagilmis dizilerdir, tlirlerde ve kromozomlarda
dagilimi gesitlidir (Chambers 2000). Her bir mikrosatelit lokusu, tekrarlanan alellerden
olusan, kopya sayisindaki varyasyonlarla birlikte ardisik dizilmis 0Ozel kisa
sekanslardan olusur. Ornegin insanlarda yiizlerce mikrosatellit lokusu karakterize
edilmistir. Gen akis1 tahmini mikrosatellitler, populasyonlarin tanimlanmasi, genom
haritalamasi, filogenetik ile evrim ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Avise 2004).
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1.4.3.6. CAPS Markorleri (Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler/ Cleaved
Amplified Polymorphic)

DNA’nin PCR yontemi ile ¢ogaltilip, olusan iirlinlerin restriksiyon enzimleri ile
kesilerek agaroz jelde elektroforez yardimiyla yiiriitilmesini, yiiriitme sonucu

fragmentlerin karsilastirilmasini ifade eder (Konieczny ve Ausubel, 1993).

1.4.3.7. SCAR (Dizisi Karakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler / Sequence

Characterized Amplified Regions) Yontem
SCAR tekniginde RAPD ile elde edilen DNA bantlar1 kopyalanip DNA baz dizileri

belirlenir. Bu farklilik gosteren DNA’ya 18-24 baz uzunlugunda 6zgiin primerler
eklenerek PCR ¢alismasinda kullanilmaktadir (Weising vd., 1995).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismada Basidiomycota - Omphalotaceae familyasindan Collybia dryophila ve
Tricolomataceae familyasindan Collybia tuberosa tiirleri kullanildi. Mantar 6rnekleri
Kirikkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinden temin edildi.

Kullanilan Collybia suslar1 Cizelge 2.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan Collybia tiirleri

Sira Numarasi Tiir Ada
1 Collybia dryophila 144
2 Collybia dryophila 146
3 Collybia dryophila 152
4 Collybia dryophila 155
5 Collybia dryophila 156
6 Collybia tuberosa 158
7 Collybia dryophila 187
8 Collybia tuberosa 193
9 Collybia dryophila 196
10 Collybia dryophila 198
11 Collybia dryophila 199
12 Collybia dryophila 200
13 Collybia dryophila 212
14 Collybia dryophila 327
15 Collybia dryophila 356
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2.2. Kiiltiir Calismalari

2.2.1. Kat1 Besiyerindeki Calismalar

Kuru mantar 6rneklerinden alinan doku parcalari patates dekstroz agar (PDA) besiyeri
merkezine inokiile edildi. 27°C de, karanlikta, 7 giin inkiibe edildi. Primer miseller
elde edildi. Primer misellerden alinan 8 mm ¢apindaki miselyal agar diskleri 9 cm’lik
petrilerdeki patates dekstroz agar (PDA) besiyeri merkezine inokiile edildi. Sekonder
miseller elde edildi. Kiiltiirler +4°C’de buzdolabinda korundu (Fritsche, 1972).

2.2.2. Sivi Besiyerindeki Calismalar

Sekonder misellerden alinan 8 mm ¢apinda dort adet miselyal agar diski igerisinde 100
mL nutrient broth bulunan besiyerine ayr1 ayri olacak sekilde inokiile edildi. Miseller

27°C de 140 rpm’de 5 giin inkiibe edildi (Rangkhawong vd., 2014).

2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Tampon ve Cozeltiler

2.3.1.1. DNA izolasyonu i¢in Gerekli Cozeltiler

- Stok Tris ¢ozeltisi: S00 mM Tris (pH=8).

- Stok EDTA ¢ozeltisi: 500 mM EDTA (Etilendiamin-tetra-asetik asit disodyum
tuzu) (pH=8).

- Ekstraksiyon tamponu (2xCTAB tamponu): 50 mM Tris-HCI (pH=8), 10 mM
EDTA (pH=8), 0.7M NacCl, %2 (w/v) CTAB (Setiltrimetilamonyum bromid).

- Kloroform

- Izopropanol

- %70’lik Alkol

- TE tamponu: 10mM Tris-HCI (pH=8), 1ImM EDTA (pH=8).
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2.3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Tampon Ve Cozeltiler

- Taqg polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH=8.3), 500 mM KCI, 1 mg/mL
jelatin.

- MgCI2: 25 mM

- Niikleotit Karisimi: 25 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

- Taq polimeraz: 5 u/ pL

- Primerler: Kullanilan primerler Cizelge 2.2.” de verilmistir.

Cizelge 2.2. RAPD-PCR Caligsmalarinda Kullanilan Primerler

Primerin Adi

Primerin Dizisi (5°------- 3%)
M13 GAGGGTGGCGGTTCT
OPI18 TGCCCAGCCT
OPWO06 AGGCCCGATG
B18 CCACAGCAGT
BA1l AGTGGAAGGT
BAS5 ACCGCGAAGG
BC1 CACCGTATCC
BC2 CACCTAGTCC
OPCO02 GGTCTACACC
OPBO05 TGCGCCCTTC

2.3.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Cozeltiler

- Agaroz: %2’lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢dziilerek hazirlanmigtir.
- Tris asetat (TAE) tamponu (x50) (pH= 8): 242 g Tris base, 57.1 mL Glasial asetik
asit, 0.5 M 100 mL EDTA (pH 8), saf su.
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- Yiikleme tamponu: % 40 sukroz, % 0.025 bromofenol mavisi, % 0.25 ksilen
siyanol.
- Etidyum bromiir: 10 mg/mL derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde

muhafaza edilmistir.

2.4. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan mantarlara ait tiirlerin genomik DNA izolasyonlar1 Sabir
(2006)’e gore yapilmustir.

1- Nutrient Broth besiyerinde gelistirilen her tiire ait misel 6rnekleri, 7000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenerek besiyerinden ayrilmistir.

2-  Ornekler siv1 azotla ezilerek toz haline getirilmis ve 50 mg 6rnek alinarak 1.5 mL
ependorf tiipe konulmus ve tizerine 700 uL. 2XCTAB tamponu ilave edilmistir.

3- 65°C’de 30 dak. inkiibe edilmis ve iizerine 700 pL kloroform ilave edilerek
kanistirilmis ve 12 000 rpm’de 30 dak. santrifiijlenmistir.

4-  Siipernatant yeni bir tiipe alinmis ve tistiine 600 uL isopropanol ilave edilerek -
20°C’de bekletilmis ve 5 dak. yiliksek devirde santrifiijlenmistir.

5- Pelet iki kez 1 mL %70 etanol ile yikanmis ve kurutulmustur.

6- Ustiine TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=7.5) eklenerek -20°C’de saklanmuistir.

2.4.1. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD-PCR)

RAPD-PCR uygulamalari i¢in A¢ik vd. (1997), tarafindan 6nerilen yontem kullanilmig
olup Cizelge 2.2. ’de baz dizilimleri verilen 10 adet rastgele se¢ilmis primerlerin her
biri ile hedef DNA’nin herhangi bir boliimii rastgele ¢ogaltilmistir.

PCR programa:

DNA zincirinin agilmasi; 96°C’de 40 saniye

Primerlerin agilan DNA zincirlerine yapigmasi; 30°C’de 40 saniye

Primer uzamasi; 72°C’de 40 saniye

DNA zincirinin agilmasi, primerlerin agilan DNA zincirlerine yapigsmasi ve uzama
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asamalar1 45 dongii olacak sekilde tekrarlanmistir. Elde edilen PCR 6rnekleri -20°C’de

saklanmig olup agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir.

2.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Kullanilan elektroforez (BIORAD) yatay konumda olup jel plaklarinin biiytikligii
70x70 mm’dir. %2 (w/v) agaroz, TAE tamponu i¢inde kaynatilarak ¢oziildiikten sonra
etidyum bromiir ¢ozeltisi eklenmis ve jel tabagina dokiilmiistiir (Welsh vd., 1991). Jel
polimerlestikten sonra PCR iiriinii ile ylikleme tamponu karistirilarak jelde olusturulan
kuyucuklara yiliklenmistir ve 90 V serbest akimda Nyzfech DNA Ladder, (100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000, bg) ile birlikte
ylritiilmustir. Jeller UV transliiminatér iizerinde goriintiilenmis ve fotograflari

¢ekilmistir.

2.4.3. Genetik Uzakhk Tayini

Her sus icin her bir primer ile elde edilen PCR iiriiniiniin jel iizerinde olusturdugu DNA
bantlar1 birbirleriyle karsilastirilarak, bant yoklugunda 0, varlifinda ise 1 olarak
sayllmistir. Tiirlerin genetik uzakliklarinin belirlenebilmesi i¢in, jel iizerinde elde
edilen DNA bantlar1 birbirleriyle karsilastirilmis ve tiirlerin genetik uzakliklari
PHYLIP Version 3.5 bilgisayar programi ile Nei’nin benzerlik katsayilar1 kullanilarak
hesaplanmistir (Nei, 1972). Kiimeleme analizi icin UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using the Arithmetic Average) kullanilarak dendogram olusturulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. Kat1 Besiyerindeki Gelismeler

Kiiltiir ¢aligmalarinda kuru mantar Orneklerinden alinan doku pargalar1 patates
dekstroz agar (PDA) besiyerine inokiile edilerek 27°C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrasi gelisen misellerin yapisi incelendi.

3.1.1. Collybia dryophila *nin Kiiltiir Ozellikleri

Collybia dryophila miselleri PDA’ya inokulasyonun 3. giinii gelismeye basladi. Yavas

gelisen miseller zonlar gostererek, merkezden baslayarak kahverengimsi ve sarimsi-

kremsi pigmentasyon gosterdi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Collybia droyhila misellerinin kat1 besiyerindeki kolonizasyonu
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3.1.2. Collybia tuberosa’mmn Kiiltiir Ozellikleri

Collybia tuberosa’nin miselleri inokulasyondan 2 giin sonra gelismeye basladi.
Miseller petri kabinin tamamini saracak sekilde pamuksu beyazimsi sekilde gelisti.
Misellerde pigmentasyon gozlenmedi. Inokulasyonun 7. giinii  miseller

kolonizasyonlarini tamamladi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Collybia tuberosa misellerinin kati besiyerindeki kolonizasyonu

3.2. Sivi Besiyerinde Gelismeler

Gelisimini tamamlayan sekonder misellerden 4’er pelet alinarak nutrient broth’a
inokule edildi. Miseller 27°C’de 140 rpm’de 5 giinde g¢alkalamali etiivde gelisimini
tamamladi. Collybia dryophila’'nin miselleri yogun sekilde gelisti, herhangi bir
pigmentasyon gozlenmedi (Sekil 3.3.). Collybia tuberosa nin miselleri yumaklasarak

gelisim gosterdi ve pigmentasyon olusturmadi (Sekil 3.4.).

28



Sekil 3.3. Collybia dryophila misellerinin siv1 besiyerindeki kolonizasyonu

Sekil 3.4. Collybia tuberosa misellerinin siv1 besiyerindeki kolonizasyonu

3.3. Molekiiler Calismalar
3.3.1. RAPD-PCR Yéntemi ile Elde Edilen Sonuclar
Collybia cinsine ait Collybia dryophila ve Collybia tuberosa tiirlerinin yer aldigi 15

sus ile 10 adet RAPD primeri kullanilarak yapilan RAPD-PCR islemleri sonucunda
170 farklh bant elde edilmistir. Bu bantlarin hepsi polimorfik ¢ikmistir. BC1 primeri
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en yiiksek polimorfik bant (22 bant) veren primer olmustur. Her bir primer ile elde
edilen ¢ogaltilmis DNA fragment sayisinin 12-22 arasinda oldugu gézlenmistir ve
fragment biiytikliikleri 100 - 2500 bg arasinda degismistir. Primerler ile degerlendirme
yapildiginda en yiiksek bant sayisinin (22 bant) BC1 primeri verirken, en diisiik bant

sayisini (12 bant) B18 primerinde gézlenmistir.

Amplifikasyon iiriinlerinin jel goriintiileri Sekil 3.5.- Sekil 3.14.”de verilmistir.
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Sekil 3.5. M13 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba

dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.



(43

Sekil 3.6. OPI 18 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba

dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.7. OPWO06 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba

dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.8. B18 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba

dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.9. BA1 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba
dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.10. BAS primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 bg), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba

dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.11. BC1 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba
dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.12. BC2 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba
dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.13. OPCO02 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba
dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158.
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Sekil 3.14. OPBO5 primeri ile elde edilen agaroz jel elektroforezi.
M: Marker (Nyzfech DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1600, 2000, 3000 b¢), 1- Collybia dryophila — 356, 2- Collybia
dryophila — 198, 3- Collybia dryophila — 199, 4- Collybia dryophila— 152, 5- Collybia dryophila— 327, 6- Collybia dryophila— 156, 7- Collybia dryophila — 187, 8-
Collybia dryophila— 200, 9- Collybia dryophila — 144, 10- Collybia dryophila — 146, 11- Collybia dryophila — 155, 12- Collybia dryophila — 212, 13- Collyba
dryophila— 196, 14- Collybia tuberosa — 193, 15- Collybia tuberosa— 158
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Cizelge 3.1. Nei Benzerlik Katsayilar1 Kullanilarak Elde Edilen Benzerlik Matriksi Degerleri

Pop ID

C. dryophila 356

C. dryophila 198

C. dryophila 199

C. dryophila 152

C. dryophila 327

C. dryophila 156

C. dryophila 187

C. dryophila 200

C. dryophila 144

C. dryophila 146

C. dryophila 155

C. dryophila 212

C. dryophila 196

C. tuberosa 193

C. tuberosa 158

Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia dryophila
Collybia tuberosa
Collybia tuberosa

356
198
199
152
327
156
187
200
144
146
155
212
196
193
158

-
-
-
-

0.3996
0.1252
0.5407
0.5715
0.5108
0.5715
0.4914
0.4724
0.5207
0.4263
0.4445
0.4630
0.5207
0.3567

0.6706
AW
0.5306
0.5207
0.5715
0.5925
0.4724
0.5508
0.4724
0.5011
0.5207
0.5819
0.5407
0.5407
0.5207

0.8824
0.5882

B A
0.5011
0.5715
0.5108
0.6315
0.4914
0.4914
0.6032
0.4263
0.4818
0.4630
0.4630
0.3236

0.5824
0.5941
0.6059

3k ok
0.5207
0.6032
0.5011
0.6249
0.5611
0.5925
0.5306
0.4914
0.5306
0.5108
0.4353

0.5647
0.5647
0.5647
0.5941

b2 % % 3
0.6140
0.5508
0.3651
0.4914
0.5207
0.4630
0.4263
0.5011
0.4445
0.4263

0.6000
0.5529
0.e000
0.5471
0.5412
LR
0.6815
0.5508
0.5508
0.5611
0.5611
0.4818
0.5207
0.5611
0.3736

0.5647
0.6235
0.5059
0.6059
0.5765
0.5059

CET L
0.6815
0.6585
0.6249
0.5819
0.6249
0.6699
0.6032
0.5611

0.6118
0.5765
0.6118
0.5353
0.6941
0.5765
0.5059
ook
0.5108
0.3909
0.3736
0.3736
0.4818
0.4818
0.3567

0.6235
0.6235
0.6118
0.5706
0.6118
0.5765
0.5176
0.6000
R
0.5819
0.4084
0.3909
0.4818
0.6249
0.5011

0.5941
0.6059
0.5471
0.5529
0.5941
0.5706
0.5353
0.6765
0.5588

LR R
0.4914
0.4537
0.4914
0.6140
0.4914

0.6529
0.5941
0.6529
0.5882
0.6294
0.5706
0.5588
0.6882
0.6647
0.6118

EE R ]
0.2995
0.3996
0.5306
0.3155

0.6412
0.5588
0.6176
0.6118
0.6529
0.6176
0.5353
0.6882
0.6765
0.6353
0.7412

LS S
0.2683
0.5306
0.3822

0.6294
0.5824
0.6294
0.5882
0.6059
0.5941
0.5118
0.6176
0.6176
0.6118
0.6706
0.7647
EREH
0.5108
0.4353

0.5941
0.5824
0.6294
0.6000
0.6412
0.5706
0.5471
0.6176
0.5353
0.5412
0.5882
0.5882
0.6000

LS 2 ]

0.4173

0.7000
0.5941
0.7235
0.6471
0.6529
0.6882
0.5706
0.7000
0.6059
0.6118
0.7294
0.6824
0.6471
0.6588

ok ok



Collybia drvophila-356

Collybia dryophila-199

Collvbia dryophila-155

Collybia tuberosa-158

Collybia dryophila-212

Collybia dryaphila-196

Collybia dryophila-144

Collybia drvaphila-317

Collybia dryophila-200

Collybia dryophila-146

Collybia dryophila-152

Collybia tuberosa-193

Collybia drvophila-156

Collybia dryvophila-198

Collybia dryophila-187

Sekil 3.15. Collybia Tiirlerinin RAPD-PCR Sonuglarina Gore Elde Edilen

Genetik Uzaklik Dendrogrami
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Cizelge 3.1.deki benzerlik matriksine gore birbirine en ¢ok benzerlik gésteren
ornekler 0.8824 orani ile Collybia dryophila-356 ile Collybia dryophia-199, 0.7647
oran1 ile Collybia dryophila-212 ile Collybia dryophia-199, 0.7412 Collybia
dryophila-212 ile Collybia dryophila-155 ve 0.7294 orani ile Collybia dryophila-155
ile Collybia tuberosa-158’dir. Birbirine en az benzerlik gosteren 6rnekler ise 0.5059

orani ile Collybia dryophila-187 ile Collybia dryophila-200°dir.

Genel olarak genetik uzaklik matriksi incelendiginde benzerlik oranlarinin 0.8824—

0.5059 araliginda oldugu goriilmektedir.

Elde edilen dendrograma gore (Sekil 3.15.), calisilan 15 sus 4 ana gruba ayrilmistir.

Dort ana gruptaki suslarda kendi aralarinda alt gruplar olusturmustur.

Birinci ana grubu; Collybia dryophila - 356, Collybia dryophila — 199, Collybia
dryophila — 155, Collybia tuberosa — 158, Collybia dryophila — 212, Collybia
dryophila — 196, Collybia dryophila — 144, suslarindan olusmaktadir. Birinci ana grup

igerisinde toplamda 7 sus ve 2 tiir yer almaktadir.

ikinci ana grubu; Collybia dryophila — 327, Collybia dryophila — 200, Collybia
dryophila — 146, suslarindan olusmaktadir. Tkinci ana grup igerisinde 3 sus ve 1 tiir yer

almaktadir.

Uciincii ana grubu; Collybia dryophila — 152, Collybia tuberosa — 193, Collybia
dryophila — 156, suslarindan olusmaktadir. Ugiincii ana grup igerisinde 3 sus ve 2 tiir

yer almaktadir.
Dordiincii ana grubu; Collybia dryophila — 198, Collybia dryophila — 187, suslarindan

olusmaktadir. Dordiincii ana grup igerisinde 2 sus ve 1 tir yer almaktadir ve

dendogramin en kiigiik grubudur.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada, Kirikkale ve ilgelerinde dogal olarak yetisen Collybia cinsine ait
Collybia drophila ve Collybia tuberosa tiirlerinin molekiiler tekniklerden RAPD-PCR

kullanilarak tiir i¢i ve tiirler aras1 akrabalik iligkileri ortaya konulmaya ¢alisiimistir.

Tiirlerin belirlenmesi i¢in yapilan DNA temelli ¢aligmalarda RAPD molekiiler teknigi
i¢in yiiksek saflikta DNA’ ya ihtiya¢ vardir (Aljanabi, 1999). Pek ¢cok mantar tiiriinde
basar1 ile uygulanan degisik izolasyon yontemleri vardir. Calismamizda kullanilan
mantarlara ait tiirlerin genomik DNA izolasyonlar1 Sabir (2006)’e gore yapilmis ve

uygun miktarda DNA elde edilmistir.

Calismada Collybia cinsine ait Collybia dryophila ve Collybia tuberosa nin genetik
farkliliklarin1 degerlendirmek i¢in RAPD markérleri kullanilmistir. RAPD analizi on
adet primer (M13, OPI18, OPWOS6, B18, BA1, BA5, BC1, BC2, OPC02, OPB05) ile
gerceklestirilmistir. RADP analizi ile toplam 170 adet tekrarlanabilir fragment elde
edilmis ve tiim fragmentler polimorfik c¢ikmistir. Analizlere alinan genotipler
tanimlanmis ve aralarindaki genetik iliskiler ortaya cikarilmistir. Fragmentlerin
blyiikliikleri 100-2500 bg arasinda degismistir. Her bir primer ile elde edilen bant
sayist 12 ile 22 arasinda olmustur. Popiilasyonlar arasindaki genetik iliskileri
belirlemek icin benzerlik indeksleri hesaplanmis ve dendrogramlar1 elde edilmistir.
Genetik benzerlik oranlart 0.8824-0.5059 araliginda olup dendrogramda tiir ici

polimorfizm goériilmiistiir.

Elde edilen dendrograma gore Collybia tuberosa -158 ve Collybia tuberosa -193 ayni
tiir olmalarina ragmen genetik uzaklik gostermekte farkli ana grupta yer almaktadir.
Collybia tuberosa -158 birinci ana grupta, Collybia tuberosa -193 {igiincii ana grupta

yer almistir. Bu gruplagma tiirlerin farkli genetik karakter tasidigi ile agiklanabilir.
Collybia tuberosa- 158 ve Collybia tuberosa- 193 farkli ana gruplarda yer almasi

konusunda ayrica kullanilan DNA belirtecinin Collybia tiirlerini ayiracak kadar

farklilasmamis olmasi veya mantarlarin morfolojisinin ¢evrenin etkisiyle degisebilir
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Ozellikte olmasindan ve aralarindaki genetik uzaklhigin yetisme yerine baglh dogal

seleksiyonunun bir sonucu olabilecegi diisiiniilebilir.

RAPD-PCR molekiiler markorii Collybia dryophila i¢in uygun bir molekiiler markor
oldugu sonucuna ulasilabilir. Ancak Collybia tuberosa’daki problemlerin
¢oziilebilmesi icin molekiiler sistematik caligsmalarda tiirlerin temsil ettigi sus sayisinin
artirllmasi ve ITS, IGS, ISSR ve DNA dizi analizi gibi farkli molekiiler belirteclerin

kullanilmasi 6nerilmektedir.

Col vd. (2017), Gymnopus dryophilus ve Gymnopus ocior tiirlerinin geleneksel
yontemlerle ayriminin oldukga zor oldugunu belirtmislerdir. Calismalarda iki tiire ait
orneklerin teshisinde molekiiler sistematik yaklasimindan yararlanmislardir.
Gymnopus dryophilus ve Gymnopus ocior orneklerinin ayriminda ITS gen dizi
analizinin tiir teshisinde etkili oldugunu gostermislerdir. ITS gen dizilerinin BlastN
analizi sonuglarini degerlendirerek orneklerin teshisini saglamiglardir ve iki tiir

arasindaki ayrimi net olarak ortaya koymuslardir.

Mantarlardaki molekiiler ¢alismalar, yapilan ¢alismalarda giivenilir sonuglara ulasmak
icin fungal smiflandirmada, morfolojik ve biyokimyasal vb. yontemlerin yetersiz
kaldigim1 gostermistir. Molekiiler temelli calismalarla daha, giivenilir sonuglara
ulasilmistir. Geleneksel yontemlerle teshisi yapilan tiirlerin molekiiler olarak da

incelenmesi ¢aligsmalarin giivenilir olmasini saglayacaktir.

Bu calisma Kirikkale ve ilgelerinin dogal yapisinda var olan Collybia dryophila ve
Collybia tuberosa tiirlerinin gen potansiyelinin genetik diizeyde tanimlanmasi, teshis
yonteminin hizli ve giivenilir olmasi agisindan yapilan uygulamalardan biri olmasi

nedeniyle onem arz etmektedir.
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