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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE'DE BULUNAN Hypogymnia (Nyl.) Nyl. TURLERINDE rDNA ITS
BOLGESI DiZi ANALIZi ILE CESITLILIGIN TANIMLANMASI

Aybiike KABAOGLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. E. Siimer ARAS

Bu calismada, Tiirkiye’'nin farkli illerinden toplanan Hypogymnia -cinsine ait
Hypogymnia physodes, Hypogymnia tubulosa tirlerinin rDNA ITS boélgeleri
Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla (PCR) yardimiyla ¢ogaltilmis ve ilgili bolgeleri dizi
analiziyle incelenmistir.

Calismanin sonucunda, Hypogymnia physodes (Glumiishane), Hypogymnia tubulosa
(Antalya) tiirlerinden elde edilen ITS dizileri, gen bankasindan elde edilmis iki
Hypogymnia tiirii (H4phyAF141368 (isveg), Ho6phyAF058036 (Isveg) ve bu gruba
yakinligiyla bilinen Tiirkiye’den toplanmis farkli {i¢ liken (Neofuscelia pulla (Bolu,
Mengen), Melanelia septentrionalis (Karabiik), Parmelina tiliaceae(Karabiik))
tiirlerinin dizileri referans alinarak incelenmis ve dendrogram olusturulmustur. Olusan
dendrogramda, Giimiishane ve Isve¢ kokenli Hypogymnia physodes drnekleri bir grup
olustururken Hypogymnia tubulosa (Antalya) tiirii tek basina ayri bir grup
olusturmustur. Grup disi tlirler de ayrica bir grupda toplanmislardir.

Ocak 2007, 72 sayfa

Anahtar Kelimeler: Liken, polimorfizm, rDNA, ITS, dizi analizi



ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION OF VARIATION IN Hpogymnia (Nyl.) Nyl. SPECIES by
rDNA ITS REGION SEQUENCE ANALYSIS

Aybiikke KABAOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. E. Siimer Aras

In this study, species Hypogymnia physodes, Hypogymnia tubulosa that belongs to
Hypogymnia were collected from different regions of Turkey. rDNA ITS regions of
these species were amplified with Polimerase Chain Reaction (PCR) and analysed by
sequence analysis

According to results of the study, the sequence data of ITS regions obtained from
species Hypogymnia physodes (Gumiishane), Hypogymnia tubulosa (Antalya) were
compared with Hypogymnia (H4phyAF141368 (Sweden), H6phyAF058036
(Sweden)) that were taken from Gen Bank and three different lichens from Turkey
(Neofuscelia pulla (Bolu, Mengen), Melanelia septentrionalis (Karabik), Parmelina
tiliaceae(Karabiik)) that are known with their similarity to this group and dendrograms
were generated. In the dendrogram, Hypogymnia physodes specimens that were from
Gilimiigshane and Sweden formed a group while Hypogymnia tubulosa (Antalya)
formed another group. Outgruop species from Turkey formed another group on the
dendrogram.
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1.GIRIS
1.1 Likenler
Likenler baslibasina birer organizma degildirler. Mantarlar ile alglerin birleserek

morfolojik ve fizyolojik bir biitlin halinde meydana getirdikleri simbiyotik birliklerdir
(Gtiner 1986).

Likenlere katilan alg ve mantar genellikle serbest yasayan akrabalarindan farkli

formda ve tutumdadirlar (http://www.mdc.mo.gov/conmag/1998/10/20.htm, 2004).

Renksiz bir mantar hifinde olusan tallusun yapisina algin katilmasi sonucu ortaya
renkli klorofili olan yepyeni ototrof bir bitki ¢ikar (Gliner 1986). Likendeki alg ve
mantar kendilerini ¢ogaltabilecek bir form olusturmak i¢in bir araya gelirler

(http://www.mdc.mo.gov/conmag/1998/10/20.htm, 2004). Diger tiirlii tutunamadiklari

habitatlarda birliktelik olusturur ve yayilirlar (http://www.ipcc.ie/infolichens.html,

2004). Likenler, alg ve mantarlarin nadir olduklar1t yerlerde yayilmiglardir

(http://www.mdc.mo.gov/conmag/1998/10/20.htm, 2004). Mantar hifleri, liken

tallusunun ihtiyaci olan su, CO; ve mineral maddeleri temin eder. Alg hiicreleri ise
mantara, klorofili vasitasiyla sentezledigi organik maddeleri ve oksijeni saglar
(Yurdakulol ve Yildiz 2002). Mantar bu besinleri alg hiicrelerinin igerisine kadar
uzanan borular1 sayesinde emer. Ozgiil yasam sekilleri sayesinde likenler ekstrem
kosullarda yasam sansi kazanir (Giliner 1986). Alg hiicreleri mantar dokulariyla
kaplanmistir, bOylece mantar onlart siddetli 1s1k, kuraklik ve 1sidan korur

(http://www.mdc.mo.gov/conmag/1998/10/20.htm).

Likenlerin yapisina katilmada en cok rastlanan alg tiirleri 6zellikle Cyanophycea
(mavi-yesil algler) veya Chlorophycea (yesil algler) {liyeleridir. Mantarlardan ise

cogunlukla Ascomycetes nadir olarak ise Basidiomycetes cinsleri katilir (Gliner 1986).

Likenler mantarlarin sistematik bir grubu degildir, bir biyolojik gruptur. Liken

birlikteligini yalnizca mantar ile alg veya mantar ile siyanobakteri olusturmaz. ikiden



fazla organizmadan olugmus likenler de vardir ve bunlar igerdikleri canli sayist veya
cesidine gore Hawksworth tarafindan farkli gruplara ayrilmislardir (Hawksworth
1976).

Likenler sistematikgiler tarafindan degisik sekillerde siniflandirilmistir. Siiflandirma
yapilirken; tallus yapilari, morfolojik yapilari, lizerinde biiyiidiikleri bitki substratlari,

likeni olugturan mantarin sinifi dikkate alinmistir.

1.1.1 Likenlerin simiflandirilmasi

1.1.1.1 Tallus yapilarina gore likenler

Alg ve mantarin birbiri ile karigimi degisik sekillerde olabilir. Eger alg ve mantar
tallus yapisinda homojen bir dagilim gosteriyorsa boyle likenlere ‘Homeomerik’ liken,
alg ve mantar tiirleri arasinda farkli dagilim varsa bu tiplere ‘Heteromerik’ liken adi

verilir.

Homeomerik tip talluslu likenlerde tallus, jelatini andiran miisilajims1 yapidadir. Alg
ve mantar tiirleri ayr1 bir tabaka olusturmaksizin birbirleri ile karismiglardir (Giiner
1986). Mantar miselyumu, algin salgiladigi miisilaj icerisinde homojen olarak

dagilmistir. Likenin sekli alg tarafindan belirlenir (Yurdakulol ve Yildiz 2002).

Heteromerik tipi talluslu likenlerde algler iist kabuk tabakasi ile orta kisim arasinda bir
tabaka olusturur (Sekil 1.1). Diger kisimlar siki veya gevsek olarak mantar hiflerinden
olusmus dokular halindedir. Likenlerin ¢ogu bu tipe dahildir. Ust kabuk tabakasinin
altinda alglerin olusturdugu ‘gonidiyum’ tabakasi bariz olarak ayirt edilebilir (Giiner
1986). Bunun altinda mantar hiflerinden olusmus ‘medulla’ isimli tabaka bulunur.
Ornek olarak Hypogymnia cinsini verebiliriz. Heteromerik likenlerde, likenin sekli
icerisinde alg iceren zonlar1 olan mantar tarafindan belirlenir (Yurdakulol ve Yildiz

2002).



Sekil 1.1 Heteromerik talluslu likenin yapisi

Likenler bulunduklar1 ortama ve beraber yasadiklari bitkilerin durumlarina gore
degisik sekillerde olabilirler. Onlar dis goriiniislerindeki degisikliklere gore de cesitli

tiplere ayrilirlar.

1.1.1.2 D1s goriiniislerine gore likenler

1.1.1.2.1 Kabuksu (Crustose) likenler

Uzeri boyanmis tahta goriiniimiindedirler (http://www.ipcc.ie/infolichens.html, 2004).

Kayalar tizerinde gelisirler (Giiner 1986). Yassi talluslar1 kabuk seklindedir ve tiim alt
ylizeyi ile ortama siki sikiya baglanarak yasadiklar ylizeyde kabuk olustururlar. Bu
kabuk oldukc¢a kalin ya da yiizeyin i¢ine dogru gomiiliidiir. Substratindan kaziyarak
ayrilabilir (http://www.mdc.mo.gov /conmag/1998/10/20.htm, 2004). Salgiladiklar

liken asitleriyle bazen kayalar eriterek igine kadar girerler. Bunlara endolitik likenler

denir.

Liken asitleri, degisik karakterdedirler; parlaktirlar hiflerin ve tallusun yiizeyini
orterler, kristalimsi yapilart andiran pulcuklar halinde goze carparlar (Gliner 1986).

Sekil 1.2°de kabuksu likenin yapist ve dogadaki goriintiisii gdsterilmektedir.



Sekil 1.2 Kabuksu likenin yapis1 ve dogadaki goriintiisii
(http://www.earthlife.net/lichens/lichen.html, 2004)

1.1.1.2.2 Yapraksi (Foliose) likenler

Toprak istekleri ¢oktur. Ciplak kayalarin iizerinde goriilmezler. iki koruyucu mantar
tabakalar1 vardir. Talluslar kiigiik veya biiyiik loplara ayrilmistir (Giliner 1986). Kok
yapilart sayesinde yasadiklar1 yiizeyden biraz yiiksekte dururlar. Biiyiidiikleri
ortamlara rizoid seklinde hifler gonderirler (Sekil 1.3). Substratlarina hafifge

baghdirlar (http://www.ipcc.ie/infolichens.html, 2004).

Sekil 1.3 Yapraksi likenin yapist ve dogadaki goriintiisii
(http://www.earthlife.net/lichens/lichen.html, 2004)

Cogu foliose tipler yilda 2 veya 5 mm biiylirler (Armstrong 2004). Parmelia, Lobaria,

Hypogymnia cinsleri yapraksi likenlere 6rnek olarak verilebilir.



1.1.1.2.3 Dals1 (Fruticose) likenler

Tipk: galiya benzer, oldukca biiyiik likenlerdir. Yasadiklar yiizeylere tek bir noktadan

baglidirlar. Agaglar iizerinde gelisirler. Ipliksi veya seritsi talluslar1 diktir.

Likenler iizerlerinde biiyiidiikleri zemine gore de isimlendirilirler. Toprakta biiylirse
terrikolous, kayalarda biiylirse saksikolous, agaglarda biiyiirse lignikolous, agag
kabuklarinda biiylirse kortikolous, karayosunlari {izerinde biiyiirlerse musikolous,
likenlerin {izerinde yetisirlerse likenikolous likenler olarak isimlendirilirler.

Talluslar1 ¢ok sik dallanmistir (Giiner 1986). Kolayca substratlarindan ayrilirlar

(http://www.ipcc.ie/infolichens.html, 2004). Usnea cinsi likenler dals1 likenlere 6rnek

olarak verilebilir. Sekil 1.4.’de dals1 likenlerin yapis1 ve bir dalsi likenin dogadaki

goriintiisii gosterilmistir.

Sekil 1.4 Dals1 likenin yapisi ve dogadaki goriintiisii
(http://www.earthlife.net/lichens/lichen.html, 2004)

1.1.1.3 Yapisina katilan mantarin cinsine gore likenler

Likenler yapisina katilan mantarlarin sinifina uygun olarak baslica iki siifa ayrilirlar.

1.1.1.3.1 Ascolichenes (Aksuslu likenler)

Alglerin askuslu mantarlarla birlikte olusturduklar1 bir simbiyoz yasamli bitkilerdir.

Likenlerin ¢ogu bu gruba dahildir.



1.1.1.3.2 Basidiolichenes (Bazidiyumlu likenler)

Genellikle tropikal bolgelerde rastlanir.

Likenler, deniz kiyisindan en yliksek daglara, sicak bolgelerden kutuplara kadar genis
bir yayilim alanina sahiptirler, en kotii sartlar altinda dahi gelisebilmektedirler.
Talluslar1 ¢ok yavas biiyiir (Giiner 1986). Toprakta, kayalarda, taglarda, agaclarda,
aga¢c kabuklarinda dallarda, kemiklerde, deride, yiinde, kerestelerde, evlerin
duvarlarinda, anitlarda, kiremitlerde, mezar taslarinda, camlarda ve eski demir alet ve
esyalarda biiyliylip gelisebilirler (Yurdakulol ve Yildiz 2002). Likenler yagmurdan
hatta likenle c¢ok kisa siire temasa gecen cok seyreltik bir akintidan bile besin

saglayabilirler, biriktirebilirler.

Bazi likenler sadece 0zgiil habitatlarda bulunurlar mesela yalniz bir ¢esit agac veya
kaya lizerinde. Ayni1 zamanda bir aga¢ gdévdesinde 30 dan fazla liken ¢esidine
rastlamak da miimkiindiir. Dar habitat kosullarinda yasayan likenler habitat gartlarina
kars1 oldukca hassasdirlar, mesela bazi tiirler hava kirliligine hassasdirlar ve hava
kalitesinin Ol¢ililmesinde kullanilirlar. Bu hassasiyetlerine karsi1 c¢ok sert doga

kosullarina karst dayamikhdirlar (http:/www.mdc.mo.gov/conmag/1998/10/20.htm,

2004). Cok yavas biiyiirler ancak ¢ok yaslanabilirler, 6000 yildir yasayanlar1 tespit
edilmistir ve biiyiik ihtimalle diinyada yasayan en yasli organizmadir (Ulrik 1999).

1.1.2 Likenlerin cogalmasi

Likenler iki sekilde cogalirlar. Mantar kismi keselerde spor liretir ve bu sporlar
likenden salinir. Hafif olan bu sporlar belli bir mesafe taginabilir ve uygun alg veya

bakteri partnerini bulursa yeniden bir liken olusturabilir. Bulamazsa yasayamaz, oliir.

Ikinci sekil ise daha giivenlidir; cogu likenin yiizeyinde, ‘soredia’ adi verilen hem alg

hem de mantardan materyal tasiyan, kahverengi veya siyah diskler bulunur



(http://helios.bto.ed.ac.uk/bto/microbes/lichen.htm,2004). Likenin yiizeyinde toz

yumagi gibi goriiniirler, riizgar, yagmur veya otlayan hayvanlarca tasinan soredialar

yayilir ve yeni likenler olustururlar (Sekil 1.5).

Substrat

Sekil 1.5 Soredialarin yayilmasiyla likenin ¢ogalmasi

1.1.3 Likenlerin o6nemi

Kayalar iizerinde gelisen kabuksu likenler olusturduklar1 liken asitleri yardimi ile
kayalar1 pargalayarak ortamda toprak olusumuna neden olurlar. Liken asidi kalkerli ve
granitik kayalar1 kademeli olarak pargalar. Zamanla buralarda pargalanma sonucu
olusan ufak tasciklar iizerinde az topraga ihtiya¢ gosteren yaprakli kara yosunlari
gelismeye baslar. Daha sonralari da pargalanmanin ilerlemesi ve karayosunlarinin
artiklarinin birikmesi ile toprak miktar1 ¢ogalmaya ve bdyle yerlerde yiiksek bitkiler
bliylimeye yonelir (Giiner 1986). Boylece likenler bitki oOrtiisiiniin gelisim siirecinde

oncii bitkiler olmus olurlar (Yurdakulol ve Yildiz 2002).

Likenler, genellikle ac1 kimyasallar igerdiklerinden yaban hayatin ana besin kaynagini

olusturmazlar ancak besin zincirinde Onemli yere sahiptirler (http://www.mdc.

mo.gov/conmag/1998/10/20.htm, 2004). Tirtillar, solucanlar, siimiikliibocekler,

salyangozlar likenlerle beslenirler. Likenle kapli agaclar iizerinde yetiskin giliveler

mimikri yaparak dinlenirler (http://www.ipcc.ie/infolichens.html, 2004). Agac

kabuklar1 ve rutubetli ortamlardaki kayalar iizerinde gelisen yapraksi ve dalsi likenler



hayvan besini olarak kullanilmaktadir. Bunlarin basinda arktik bolgelerde bol gelisen
ve ren geyiklerinin 6nemli besinlerini olusturan Cladona rengiferina ve Cetraria
islandica tirleri gelmektedir. Ayrica bu tip likenlerden alkol de elde edilmektedir

(Giiner 1986).

Cogu kus likenleri yuva yapiminda kullanir, Missouri’nin en renkli 6tiicii kusu Parula

yuva yapiminda Usnea likenini ya da Ispanyol yosununu tercih eder.

Insanlar, yiizyillardir likenleri boyamada kullanmislardir, Romanlar mor boyasini
likenlerden elde etmislerdir, Iskocya’daki geleneksel erkek eteklikleri liken
ekstratlartyla boyanmustir (http://www.mdc.mo.gov/conmag/1998/10/20.htm, 2004).

Hintliler kilimlerinde liken boyalarini1 kullanmiglardir. Ressamlar vivid morunu elde
edebilmek icin likenlerden faydalanmislardir (http://www.mdc.mo.gov/conmag/

1998/10/20.htm, 2004).

Likenlerden yapilan ¢ay ve merhemler tiim diinyada geleneksel ilag olarak
kullanilmigtir. Likenler ayrica modern ilag, antibiyotik ve kremlerde kullanilmigtir.
Parfiim endiistrisinde, fiksatif olarak kullanilirlar, parfiimiin kokusunun yavasca

dagilmasin saglarlar (Ulrik 1999).

Liken asitlerinin bazi maddelerle reaksiyon vermeleri, ayrica bazi boya maddelerini
icermeleri ve antibiyotik i¢eren cinslerinin olmasi likenlerin 6nemini arttirmaktadir.
Roccella tiirlerinden asit/baz indikatorli olarak kullanilan turnusol elde edilir. Afrika

ve Arabistan’da yetisen Aspicilia esculanta (Manna likeni)’ dan ekmek yapilmaktadir.

Calims1 yapida ve sert olan tiirlerin {iretimi yapilarak evlerde ve benzeri yerlerde
dekorasyon islerinde kullanilmak {izere pazarlarda satilmaktadir. Iskandinav
iilkelerinde bu tiirler mezarlarda ¢igcek yerine tabutun basina konmaktadir (Giiner

1986).

Bazi liken tiirleri kumlu topraklarda olduk¢a yaygindir. Riizgara karsi topraga iyi



tespit olarak erozyonu Onlerler. Amerika’nin dogusunda kullanilmayan yollarda
Baeomyces roseus killi topraklara iyi tutunarak su erozyonunu onler (Yurdakulol ve

Yildiz 2002).

Likenler kirliligin belli bir seviyesine siilfiirdioksitten dolay1 hassastirlar, Bu ylizden
cevreciler tarafindan hava kirliliginin 6l¢iimiinde kullanilirlar. Likenler siinger gibi
kirletici maddeleri emerler, onlarin kimyasal analiziyle arastiricilar havada ne

oldugunu sodyleyebilirler (http:// www.ipcc.ie/infolichens.html, 2004)

1.1.4 Hypogymnia Cinsi

Bu c¢alismada Tiirkiye’nin degisik yorelerinden toplanmis Hypogymnia cinsine ait
liken tiirleriyle calisilmistir. Bu calismada kullanilan Hypogymnia cinsine ait

orneklerden bazilar1 Sekil 1.6’da gosterilmistir.

Hypogymnia’lar, uzun siire ¢cok fazla benzer 6zellik tasidigi Parmeliceae familyasinin
tiyesi olarak kabul edilmistir. 1960 yilinda Nylander tarafindan rizoidlerinin
bulunmayist ile Parmelia cinsinden ayrilmig (Nylander 1896) ve Poelt tarafindan
Hypogymniaceae familyas1 olarak tanimlanmistir (Poelt 1973). Sonrasinda
Hypogymnia cinsinde tallusun siskin ve i¢ kismini bos oldugu goz oniine alinarak
talluslar1 dolu bireyleri, Goward tarafindan Brodoa cinsi olarak ayr1 bir familya altinda
toplanmistir (Zeybek vd. 1993a). Bitter Hypogymnia tiirlerinin siiflandirmasinda
soralia morfolojisinin iyi bir karakter oldugunu savunmustur (Bitter 1901). Modern
liken sistematiginde Hypogymnia cinsi, Hypogymniacea familyasi, Lecanorales

ordosu altindadir (Zeybek vd. 1993a).

Sonraki donemlerde bu cins iizerine Krog ve Elix’in ¢alismalar1 olmustur. Krog Artrik
ve Boreal Kuzey Yarimkiiredeki tiirlere yogunlasirken (Krog 1968), Elix Avusturalya
ve Dogu Asya’daki bireyleriyle ilgilenmistir (Elix 1979).



(©
Sekil 1.6 Hypogymnia cinsi liken drnekleri a. Hypogymnia tubulosa
b.Hypogymnia physodes ¢.Hypogymnia farinaceae

Ulkemizde ise bu cins iizerine ¢alisan arastirmacilar Ulvi Zeybek ve Volker John’dur.
Bu arastirmacilar, Tiirkiye’deki Hypogymnia tiirleri {izerine yaptiklari taksonomik
caligmada tiirlerin morfolojik 6zelliklerine gore ayrimini saglayan bir tiir tayin anahtari
olusturmuglar ve Tirkiye'deki yayilis alanlarini agiklamiglardir (Zeybek vd. 1993a).
Baska bir caligmalarinda ise yalnizca morfolojiyle tanimlamalarinin zor oldugunu
sOyledikleri Hypogymnia bireylerinin farkliliklarini kimyasal analizler yaparak ortaya
koymuslardir. Bu c¢aligmalarinda likenlerin ikincil metabolitlerini tanimlamislardir

(Zeybek vd. 1993b).

Hypogymnia cinsi, i¢i bos siskin loplara sahip birbirine morfolojik ve anatomik olarak
oldukca benzeyen tiirlere sahip bir taksondur. Talluslari iyi gelismistir. Rizoidleri
yoktur. Loblarin kenarlar1 siyah burusuk, iist kisimlar1 ise beyaz-beyazimsi gridir, bazi
tiirlerinde uglar1 ince kahverengi veya siyah g¢ercevelidir. Loplarin kenarlar1 ige kivrik
ve i¢ kisimlar1 baglantisizdir (hypo:alt, gymnia:giplak ) (Sekil 1.6.). Tiirlere gore bassi,
dudaksi, yiizeysel veya yiiksiikk seklinde soralleri vardir. Apotesiyum bulunan
tiirlerinde sorallerin ender olusu tipiktir. Tallusun anatomik yapis1 heteromeriktir.
Apotesiyumda gelisen askosporangiyumlar 8 sporludur. Sporlar renksiz, ug

kisimlarinda iyod ile maviye boyanan yiiksiik bulunur (Zeybek vd .1993a).

Bu cinsin tasidigi en onemli karakteristik ozellikleri; Sorelia lokasyonu, kisa yan
loplarin varlig1 veya yoklugu, loblarin renklenmesi, lop caplar1 ve dallanma sekilleri,
siskin, topuz-bogum tipi loplarin varligi, yass1 veya yassit olmayan biiyiime seklidir.

Ancak bu o6zellikler de tiirlerin birbirinden ayriminda bazen yeterli olamamaktadir
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(http://www.blm.gov/or/plans/surveyandmanage/MR/Lichens/20041022/Lichens-
346949.pdf., 2004).

Hypogymnia cinsine ait Dbireyler, kiiglik yilizeyler iizerinde biiyiiyebilme
yeteneklerinden dolay1 geng¢ dallar ve kokler lizerinde bulunabilmektedirler. Kirlarda
nemli kosullarda genellikle c¢aliliklarin kdklerinde bulunmaktadirlar. Yaygin olarak
asit habitatlarinda yasarlar. Agaclik alanlarda hus gibi diisiik pH’I1 kabuklu agaclar ya
da Picea gibi korniferler iizerinde yetismektedirler (http://www-biol.paisley.

ac.uk/bioref/Fungi_lichens/ Hypogymnia physodes.html, 2004).

Asidik  kosullara dayanikliligindan dolayr stilfiirdioksit  kirliliginin  yiliksek
seviyelerinde yasayabilirler ve bu oOzellikleri sayesinde biyoindikatdr olarak da
kullanilmaktadirlar. Ayrica Fransa’da, Kuzey Avrupa ve Giiney Afrika meselerinden

elde edilen Hypogymnia cinsi liken ekstraktlar1 parfiim endiistrisinde kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada Tiirkiye’de bulunan Hypogymnia cinsine ait tiirlerin rDNA ITS bolgesi
dizi analizi ile gesitliliklerinin tanimlanmasi amag edinilmistir. Calismaya bu cinse ait
dort farkli tiirtin farkli lokalitelerden toplanmig 6renekleriyle baslanmistir. Bu tiirlerin

isimleri ve morfolojik 6zellikleri asagidaki soyledir.

Hypogymnia farinacea Zopf
Sinonimleri: Parmelia farinacea Bitter, Hypogymnia bitteriana (Zahlbr.) Krog,

Parmelia bitteriana Zahlbr.

Talluslar1 gri renkli, rozet durumludur, 1-3mm eninde dar loplu ve yatiktir. Yukar
kalkik lop uclarinda bassi soralleri siktir. Ibreli ve iri yaprakli orman agaglari
kabuklarinda yogun birlikler olusturur. Odun ve taglar iizerinde seyrek bulunurlar.

Ulkemizde izmir, Mugla, Hatay illerinde yaygindir.
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Hypogymnia laminisorediata D. Hawksw. et Poelt

Talluslar1 gri renkli, parlak degildir. Loplar1 2-5 mm eninde genistir. Uglar1 cogunlukla
siyah ¢ergevesiz, ender olarak ¢ergevelidir. Tallus yiizeyinde sigilimsi isidiyuma
benzer c¢ikintilar vardir. Apotesiyumlari irili ufakli gruplar halinde ve kalin saphdir.

Ulkemizde izmir, Manisa illerinde dagilim gdstermektedir.

Hypogymnia physodes, (L.) Nyl.

Sinonimi: Parmelia physodes (L.) Ach.

Talluslarinin morfolojik yapisi ortama gore degiskendir, gri renklidir, parlak degildir.
Lop uclart iist tarafa doniik ve uglarinda tipik dudaksi soraller vardir. Loplarin alt
taraflarinda yuvarlak korteks agikliklar1 yoktur. Yiiksek dag formlarinda soraller ender
goriiliir. Apotesiyumlara ender rastlanir. Akdeniz bolgesinden arktik bolgeye kadar
daglarda ve 3000 metreden fazla yiiksekliklerde aga¢ kabuklar iizerinde, ph s1 diisiik
taglar lizerinde yetisirler. Toprakta yetisen dag formlarinda ¢ogunlukla soraller
olusmaz. Ulkemizde Zonguldak, Bolu, Kizilcahamam, Trabzon (Magka, Uzungél,

Siimela), Artvin, Izmir, Aydin, Hatay illerinde dagilim gostermektedir.

Hypogymnia tubulosa (Schaer) Hav.

Sinonimi: : Parmelia physodes (Schaer.) Bitter.

Talluslar1 gri renklidir, talluslari gri olan Hypogymnia physodes tiirleriyle
karigtirilabilir ancak H. physodes’de dudaksi olan soraller, H. tubulosa’da kiiciik bags1
tiptedir. Avrupa’da Alplerde 2000 metreye kadar yer yer bulunur. Ulkemizde Trabzon,
[zmir, Manisa, Canakkale, Mugla, Hatay illerinde yaygindir (Zeybek vd. 1993a).

Calismaya dort farkl tiire ait 6rnekle baslanmasina ragmen Hypogymnia farinacea,
Hypogymnia laminisorediata tiirlerine ait Orneklerde yasanan teknik sorunlar
nedeniyle calismaya iki tiirle devam edilmis ve bu tiirlerin ITS bolgesi dizi analizleri
gerceklestirilmistir. Cesitliligin tanimlanabilmesinde yalnizca iki tiire ait dizi bilgisi

yeterli olamayacagi icin, farkli lokalitelerden yine ayni gruba ait ve bu gruba
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yakinligiyla bilinen bireylerin dizileri ¢aligmaya dahil edilmis ve tiim bu ornekler

arasindaki filogenetik iliski incelenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Molekiiler Belirtecler (Markirlar)

Likenlerdeki sistematik c¢alismalar, diger bitki gruplarinda da oldugu gibi klasik
olarak daha ¢ok morfolojik karakterlere dayali tanimlamaya goére yapilmaktadir.
Morfolojik karakterlerin yaninda, kemotaksonomik yontemler kullanilmaktadir. Ancak
bu tanimlama caligmalarinin liken veya bitki sistematik kategorilerini tanimlamaya
tam olarak yetmiyor olmasi, son yillarda taksonomi ¢aligmalarinda daha ¢ok
molekiiler yontemlere agirlik verilmesiyle sonuclanmistir. Bu molekiiler ¢caligmalarda

da molekiiler belirtecler 6n plana ¢ikmiglardir.

Bitki teshisleri icin geleneksel teshis anahtarlari, organizmalarin morfolojik, anatomik
ve nadiren kimyasal 6zelliklerine gore calisirlar. Oncelikle organizmalarin kesin
belirlenebilmesi i¢in degisik tiirler arasinda morfolojik ve anatomik 6zelliklerin
farkliliklar1 yeterli olmayabilir. Ayrica, farkli habitatlarda yasayinca organizmalar
oldukca sik birbirinden farkli degisimler gosterebilirler, bdylece aym tiirlere ait
organizmalar farklt morfolojik ve anatomik Ozellikler gosterebilirler. Bu nedenle
genotip fenotipten daha stabildir. Morfolojik olarak ortaya g¢ikan cesitlilik, genetik
cesitliligin ancak kiigiik bir yiizdesini olusturdugu gibi, genetik ¢esitliligin biiyiik bir
kismi da morfolojiye yansimamaktadir. Morfolojiden elde edilen bilgiler genetik
farkliliklar1 belirlemekte kullanilsa da genotip-gevre etkilesimi, bir karakterin birden
fazla lokus tarafindan belirlenmesi ve bir genin birden fazla karakteri etkilemesi gibi
nedenlerden dolayr her zaman yeterli olmamaktadir. Bu sebeple genotipleme
konusunda DNA’ya bagl olarak gelismis olan molekiiler teknolojiler ve molekiiler

belirtegler ¢6ziim olusturmaktadir.

Molekiiler belirteg, DNA’nin bir parcast diger bir deyisle belirli bir genle beraber
kalitilan bir DNA pargasidir. Aslinda tanimlanan bir gendir ama genomun belirli bir
parcasini ifade ettigi i¢in belirteg denmistir. Canlilarin yapisini belirleyen sifre de

DNA zincirlerinde oldugundan molekiiler belirtecler, canli populasyonundaki ¢esitlilik
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veya o populasyon icindeki canli genotipleri arasindaki iligkilerin tespitinde %100’e

yakin giivenilirlikle degerlendirilirler (Giilsen ve Mutlu 2005).

2.1.1 Molekiiler belirteclerin avantajlari

1.  Cevre faktorlerinden etkilenmezler.

2. Cekirdek ve farkli kalitm sekline sahip kloroplast, mitokondri, ribozom gibi
farkli organeller ayr1 ayri ¢alisilabilir.

3. Genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklari i¢cin daha az pleiotrofiktir.

4.  Her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi icin bitkilerin
genetik orjini tespit edilebilir.

5. Sonsuz sayida molekiiler belirteg elde edilebilir.

2.1.2 Hibridizasyona dayal molekiiler belirtecler

2.1.2.1 RFLP : Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi ( Restriction fragment
lenght polymorphism )

DNA belirtegleri icerisinde ilk kesfedilenidir (Saiki et al. 1998). Bu ydntemde
genomik DNA, 4-6 niikleotid tanityan restriksiyon endoniikleaz enzimlerle kesilir,
bdylece bir tek enzimin kesebildigi ancak farkli uzunluklarda DNA fragmentleri
olusur (Giilsen ve Mutlu 2005). Bu olusan DNA fragmentleri elektroforezde
bliyiikliiklerine gore ayrilir. Kesim bdlgelerindeki tek bir niikleotidin bile sebep
oldugu mutasyonlardan dolay1 restriksiyon fragmentlerinin uzunlugundaki varyasyon
saptanir (Jones ef al. 1991). Southern Blot teknigi ile uygun bir membrana aktarilan
DNA lar, biyotinilasyonla isaretlenmis ve radyoaktif olmayan veya radyoaktif
problarla (genellikle P32 ile isaretlenmis, 300-3000 bp uzunlugunda kisa DNA
zincirleri) hibritlestirilir. Olusan bu radyoaktif hibritler otoradyografi teknigiyle
gozlenir. Boylece bitki tiir ve c¢esidine 0Ozgili restriksiyon bantlar1 belirlenir.
Karsilastirmada eger DNA’larin uzunluklarinda bir farklilik varsa polimorfizm elde
edilir. Likenlerle yapilan bir ¢alismada; Armaleo ve Clerc (1991), Pseudocyphellaria

rufovirescens (kloromorf) ve Pseudocyphellaria murrayi (siyanomorf) igindeki
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mikobiontlarin LSU rDNA larinda sadece 2 restriksiyon bolgesinde farklilik gosteren,

nerdeyse 6zdes RFLP patternlerinin oldugunu bulmuslardir.

Teknigin en 6nemli agsamasi uygun problarin se¢cimidir. RFLP probu olarak, genellikle
200-2000 baz uzunlugunda DNA pargalart kullanilir. Prob DNA’nin en Onemli
ozelligi genomda az sayida kopyasinin bulunmasidir (Yildirim ve Kandemir 2001). Bu
amacla rastgele genomik veya cDNA kiitiiphanelerinden olusturulan, homolog ve
heterolog problar kullanilmaktadir (Striem et al. 1990). Genler ¢ogunlukla az kopya
olup kendilerine 6zgii dizilisler tasidiklar1 i¢in ¢cDNA’lar da az kopya olurlar.
cDNA’lar disinda az kopya olduklart belirlenmis olan genomik DNA pargalar1 da
RFLP probu olarak kullanilir (Y1ldirim ve Kandemir 2001).

RFLP’nin ¢ok 6nemli iki avantaji vardir. Tiirler, cinsler ve hatta familyalar arasinda
transferleri miimkiindiir, boylece bir tiirde bir RFLP belirteci bir kez haritalandiginda

akraba pek cok tiir i¢in o haritalama bolgesinde potansiyel bir belirteg belirlenmis olur.

Diger oOnemli avantaji ise giivenilir olmalaridir, farkli laboratuarlarda farkli
aragtirmacilar tamamen ayni sonuglar1 elde edebilmektedir. Ayrica RFLP belirtegleri,
heterozigot bireylerin de karakterize edilmesine olanak saglayan esbaskin
(kodominant) o6zelliktedir. Polimorfizmin belirlenmesi i¢in  radyoizotoplarin
kullanilmasi ve sonuglarin alinmasinin uzun siire almasi RFLP analizlerinin en énemli
dezavantajlaridir. Ayrica RFLP teknigi icin biiyilk miktarlarda saf DNA
gerekmektedir. Laboratuvar ve materyal masraflart RFLP nin  kullanimim

sinirlandirmaktadir (Yildirim ve Kandemir 2001).

Teknigin son bir dezavantaji ise, genomlarda az kopya olan dizilisler belli noktalarda
kiimelendikleri icin RFLP belirtecleri genom iizerinde rastgele dagilis gostermezler.
Bu belirteclere dayali haritalarda yaygin olarak biiylik bosluklar goriilebilir (Walton
1993)
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2.1.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu: PCR

PCR teknigi 1985 yilinda K. Mullis ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilmis ve molekiiler
biyolojide bir devrim yaratmistir. 1988’de termostabil DNA polimerazin kesfiyle
beraber PCR’in arastirmalarda ve laboratuarlardaki kullanimi ¢ok ilerlemistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 6zel DNA dizilerinin, uygun primerlerin
kullannmiyla in vitro sartlarda enzimatik olarak cogaltilmasi teknigidir (Erlich 1989).
DNA fdiretim islemi birbirini izleyen bir seri 6zgiil sicaklik devrelerinde yapilir.
Oldukca diisiik miktarlarda kalip DNA kullanilarak bir veya daha fazla DNA
fragmentinin milyonlarca kopyas: {iretilir ve bunlar, otoradyografi veya boyama
yapilarak gozlenir (Weissing 1995). Hizli, hassas ve pahali olmayan bir tekniktir. PCR
teknigi DNA belirte¢lerinin olusumunda temel olusturmustur.

Polimorfizmin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan teknik olan RFLP nin uygulamasinin
cok zaman almasi ve oldukg¢a pahali bir metod olmasi nedeniyle PCR’1n kesfiyle
beraber DNA’nin se¢ilmis bolgelerinin ¢ogaltilmasina dayanan genetik yontemler

gelismeye baslamistir (Tingey et al. 1992).

2.1.4 PCR’a dayal molekiiler belirtecler

PCR belirteg sistemlerinde 10-25 baz ¢ifti uzunlugunda primer olarak adlandirilan
oligoniikleotidler kullanilir. Bu primerler genomda baglandiklart yerlerin arasini eger
3-4 kb nin altinda olursa 1-1.5 milyon defa ¢ogaltirlar. Genomdaki degisik yerlerdeki
polimorfizmi bulmak i¢in primerler degisik sekillerde tasarlanabilir. Farkli primer ve
primer kombinasyonlart kullanilarak farkli  belirtegler gelistirilebilir. PCR
reaksiyonlar1  swrasinda  kullanilan  sartlar, {iretilen bantlar1 ve bantlarin
tekrarlanabilirligini etkiler. Bunlar DNA ve magnezyum konsantrasyonu (MgCl,),
primerlerin DNA dizinine en uygun yapisma sicakligir (primerin G+C miktari
belirleyicidir) ile primerlerin uzunlugudur. Yapisma sicakligi, 30-40C° gibi diisiik
sicakliklara inildiginde baslatict DNA pek cok yere kolayca yapisacagi i¢in pek ¢ok
yere ait 6zgiil olmayan DNA {iiretimi yapilir. Yapigma sicakliginin yiiksek tutulmasiyla
(55-60 °C) ise baslatict DNA sadece 6zgiil bolgelere yapisir ve buradan liretim yapar
(Yildirim ve Kandemir 2001).
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2.1.4.1 RAPD: Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (Randomly amplified
polymorphic DNAC(s))

PCR’mn kesfiyle baslangicta belirli DNA bolgelerinin ¢ogaltimi i¢in baz dizilimi
bilinen bolgelerin primer c¢iftleri kullanilarak bazi ¢aligmalar yapilmigtir. Bu
caligmalardaki ilgili dizilerin belirlenmesinde karsilagilan giicliikler ve dizisi bilinen
bolgelerle calismanin getirdigi kisitlamalar, sonrasinda rastgele primerle ¢alisilan daha
kolay ve etkin bir yontem olan RAPD’in kesfini getirmistir. Bu teknik birbirinden
bagimsiz farkl iki bilim adami grubu (Williams et a/. 1990 ve Welsh and McClelland
1990) tarafindan gelistirilmistir. Welsh ve McClelland bu teknige AP-PCR (Arbitary
Primed-PCR) adin1 vermislerdir. iki teknikte prensip olarak aynidir.

RAPD teknigi, 9-10 baz ¢ifti uzunlugundaki rastgele oligoniikleotitlerin (primerlerin),
DNA’nin iki iplik¢igi lizerinde, birbirine karsit iki farkli noktada tamamlayicilarini
bulmast ve bu ara boélgenin g¢ogaltilmasi esasina dayanir (Welsh and McClelland
1990). Diger PCR uygulamalarinin aksine 2 yerine tek bir primer kullanilir (Welsh
and McClelland 1990), en az %50 G-C igerigine sahiptir (Satchwell, 1998). Primer
kalip DNA iizerinde komplementeri olan, birbirine yakin iki bolgeye baglanarak arada
kalan DNA bdlgesinin amplifikasyonunu saglar. Bu sekilde ¢ogaltilan DNA dizileri
elektroforez ile agaroz veya poliakrilamid jel iizerinde ayrilip etidyum bromiir veya
glimiis boyama ile boyanir (Staub et al. 1996). Sonugta bazi dizilerin ¢ogaltildigi,
bazilarmin ise c¢ogaltilmadigi goézlenir (Welsh and McClelland 1990). Primer
baglanma noktalarindaki mutasyon veya dizi degisikliklerinin sonucunda
amplifikasyon bantlarinin varlig1 ya da yokluguna bakilarak polimorfizm tespit edilir.
Genom boyunca rastgele bir sekilde polimorfizmin ortaya ¢ikarilmasinda oldukga
duyarli ve etkili bir tekniktir (Rafalski et al. 1993). Primerdeki tek bir niikleotidin
yerdegisimi RAPD’de tamamen farklt bir degisiklige yol acar. Bu da sistemin
duyarhiligimmin gostergesidir. Bu teknikte basarili bir sonug alabilmek i¢in genomik
diziye uygun primerin se¢imi olduk¢a oOnemlidir. RAPD bantlariin varligi veya
yoklugu ile belirlenen bireyler arasindaki polimorfizmleri gdsteren bu belirtecler

genellikle dominant belirteglerdir (Staub 1996).
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Bu teknigin temel prensibi, uygun bir PCR optimizasyonu, uygun primer se¢imi ve
sonu¢ asamasinda amplifikasyonu iyi olan bantlar1 degerlendirmektir. Sonug
degerlendirirken zayif bantlar elenir, kuvvetli bantlar secilir (Waugh and Powell

1992).

RAPD belirtegleri, 6zellikle hem ayni cinse ait tiirler arasindaki genetik farkliligi hem
de aynu tiir icindeki ve alt tiirleri arasindaki genetik farklilig1 ortaya ¢ikarir. En biiytlik
dezavantaji, belirtecin {retildigi populasyonun disinda o belirtecin ¢ogu zaman

bulunamamasidir.

2.1.4.2 AFLP: Amplifiye parca uzunluk polimorfizmi (Amplified fragment length
polimorphism)

Zabeau ve Vos tarafindan 1993’de gelistirilen AFLP teknigi, RFLP tekniginin
giivenilirligine PCR tekniginin giiciiniin katilmasiyla olusturulan olduk¢a giiclii ve
giivenilir bir yontemdir (Zabeau and Vos 1993). Kullanilan primerler hem rastgele
hem de oOzgiildir. Yontem, DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve
oligoniikleotid adaptorlerinin  olusan  fragmanlara baglanmasi, restriksiyon
fragmanlarina adaptorlerin  baglanmasiyla olusan uygun dizilere primerlerin
baglanmas1 ve restriksiyon fragmanlarmin segici amplifikasyonu basamaklarindan
olusur. Restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA fragmanlarina adaptor DNA larin
baglanmasinin ardindan secici primerler kullanilan iki PCR reaksiyonu yapilir. Ilk
asamada her iki ugdan DNA kesim enzimlerinin tanidig1 diziden sonraki ilk niikleotide
gore secici cogaltimin yapildig1 On iiretim yapilir. Asil iiretimde 6n {iretimde elde
edilen pargalarin kullanimiyla kesim enzimi tanima yerinden sonraki ikinci ve tigiincii
niikleotidler i¢in segici Uretim yapilir. Biitiin baslaticilar sentetik uglarin niikleotid
dizilisini de tasidigi i¢in iiretim oldukca 6zgiil sartlarda yapilmis olur (Zabeau 1993).
Her iki primer c¢iftinin 3’ucundaki sec¢ici bazlar degistirilerek veya degisik
kombinasyonlar kullanarak her seferinde yeni fragmanlar klonlanir ve bu yolla yeni

polimorfizm elde edilir ki bu 6zellik bu yontemin en biiyiik avantajidir.
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Ayni jel tizerinde tesadiifi olarak pek cok belirte¢ olusturan bu ydntem genetik
haritalama c¢aligmalarinda bol miktarda belirteg vererek haritanin belirteglerle
doyurulmasini saglar. Bu yontem kantitatif belirteg iiretir. Homozigot belirtecler daha
koyu bantlar olustururken kii¢iik bantlar heterozigot genotipi ifade eder. Cok sayida
test edilen primerle ¢ok sayida belirte¢ iiretmesi sayesinde son yillarda ¢ok kullanilan
tekniklerdendir (Gililsen ve Mutlu 2005). Teknigin dezavantajlari; saf ve yiiksek
molekiiler agirlikta DNA’ya gereksinim duyulmasi, genellikle dominant belirtecler

vermesi ve farkli genetik haritalar arasinda transferinin gii¢ olmasidir (Walton 1993).

2.1.4.3 SSR: Basit dizi tekrarlar1 (Simple sequence repeats) / VNTRs: Cesitli
sayida ardisik tekrarlar ( Variable number tandem repeats)

Yiiksek organizmalarda heniiz gorevleri tam olarak bilinmeyen ancak diizenleyici
rollere sahip olduklar1 disiiniilen, rastgele olarak ardisik tekrarlanan, 2-6 niikleotid
gruplarindan olusan bolgeler bulunmaktadir. Bu tekrarlar igerdikleri niikleotid sayisina
gore mikrosatellit veya minisatellit olarak adlandirilirlar. (AT), (GT), (ATT), (CTT)
veya (GATA) gibi nikleotitlerinin n sayisinda tekrarlarindan  olusurlar.
Mikrosatellitler aynt zamanda STR (Short Tandem Repeats) veya SSR (Simple
Sequence Repeats) olarak da anilir. 11-60 bp uzunlugundaki tekrarlardan olusan
minisatellitlerden (VNTR:Variable Number Tandem Repeats) farklidirlar.

Minisatellitler genellikle kromozomlarin u¢ kisimlarinda telomere yakin yerde
bulunurken, mikrosatellitler yiiksek organizmalara ait kromozomlarda daha bol ve
gelisiglizel dagilim gosterirler (Giilsen ve Mutlu 2005). Mikrosatelitleri ¢evreleyen
DNA dizileri genellikle aym tiiriin bireyleri arasinda korunmus olduklarindan, farkli
genotiplerde ¢akisan SSR’larin PCR primerleri ile ¢ogaltilarak sec¢imine izin
vermektedir. Ardisik tekrarlarin sayisindaki farkliik PCR sonucu farkli uzunlukta
par¢a cogaltimiyla sonuglanir. Bu tekrarlar ¢ok yakin tiir ve cesitler arsinda dahi
tekrarlanan iinitelerin sayisinda degisiklige yol acan mutasyonlar nedeni ile oldukca
polimorfiktir (Gupta et al. 1994) Bu sayede Okaryotik genomda polimorfizmin
miikemmel kaynaklar1 olup genetik ¢aligmalarda oldukca etkili olmuslardir (Staub et
al. 1996).
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Tekrarlanan DNA’y1 ¢evreleyen korunmus diziler tekrarlara 6zgiidiir, yani 6zgiildiir.
Bu diziler SSR primerlerini dizayn etmek i¢in kullanilarak belli bir lokus PCR’la
klonlanip ¢ogaltilir. PCR firiinleri ise jeller iizerinde biiyiikliiklerine gore ayrildiktan
sonra floresan, giimiis nitrat veya etidyum bromiir yontemlerinin biriyle tespit edilir.

Polimorfizmin kaynag tekrar sayilaridir (Giilsen ve Mutlu 2005).

SSR’lar yiiksek miktarda polimorfik olmalari, kodominant olmalari, PCR yoluyla hizli
cogaltima olanak tanimalar1 ve bilinen primer dizileri sayesinde Oteki belirteg
uygulamalarina gore daha kullamshdirlar (Saghai et al. 1994). Ote yandan SSR’da
primer gelistirme safhasi olduk¢a pahali, teknik uzmanlik gerektiren, zaman alici
caligmalar icerir. DNA klonlarinin tekrarlanan olgoniikleotid iceren problarla
melezlenme yoluyla bulunmasi, niikleotid dizilislerinin belirlenmesi ve yan yana
tekrarlanan yapilarin baslangic ve bitis yerlerinden 06zel baglatict DNA’lar

gelistirilmesi gerekmektedir (Y1ildirim ve Kandemir 2001).

2.1.4.4 ISSR: Basit i¢ dizi tekrarlar (Inter simple sequence repeats)

Teknik 5° ve 3’ sonda giiclendirilen kisa, tekrarlanan DNA zincirlerinin primer olarak
kullanilmasini, PCR iiriinlerinin elektroforez ile biiyiikliiklerine gore ayrilmasini ve jel
tizerinde DNA’larin tespitini igerir. Primer olarak 2-4 farkli veya ayni niikleotidlerle
sabitlestirilen, basit olarak tekrarlanan DNA zincirleri kullanilir. Bir reaksiyonda
tekrarlanan zincir aymi kalmak kaydiyla, sabitlestiricic DNA’larin  farkh
kombinasyonlar1 primer olarak aym reaksiyonda kullanilarak bir tek PCR
reaksiyonunda gli¢lendirilen hedef DNA dizilerinin sayilart arttirilir. Bdylece bir jel
tizerinde yiiriitilecek bant veya belirteg sayist arttirilmig olur. Bu diger DNA
belirteglerinin {iretebildigi sayilarla karsilastirildiginda onemli bir avantaj saglar

(Giilsen ve Mutlu 2005).

2.1.4.5 SCAR: Belirlenmis ve c¢ogaltilmis polimorfik diziler (Sequence
characterized amplified regions)

RAPD ve ISSR gibi belirteg spesifitesi diisiik olan belirteclerin giicii, bu yontemlerle
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elde edilen bantlarin jel tlizerinden ¢ikarilarak 3’ sonlarindaki DNA  zincirlerinin
tespiti ve bunlarin daha uzun, dolayisiyla da daha 6zgiil primerler olarak PCR
reaksiyonlarinda kullanilmasi ile arttirilir. Orjinali olan RAPD ve ISSR belirteclerine
gore daha tstlin Ozelliklere sahiptirler, tekrarlanabilirlikleri ytiksektir. Genellikle
dominant belirtegler olusturmasina ragmen, tek tek bantlarin restriksiyon enzimleriyle

kesilmesiyle kodominant belirteclere doniistiiriilebilir (Giilsen ve Mutlu 2005).

Cok diisiik miktarlarda kalip DNA gerektirmesi, yiiksek duyarlilikta olmasi ve kolay
ve hizli kullanim sunan SCAR belirtecleri bu avantajlarinin yaninda primer

gelistirmede DNA bilgisini gerektirir.

2.1.4.6 CAPS: Kesilip cogaltallmus polimorfik diziler (Cleaved amplified
polymorphic sequence)

Bu teknik, PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elektroforezle
biiyiikliiklerine gore ayrilan bu kesilmis fragmentlerin tespitini igerir. Primerler cDNA
veya genomik DNA klonlarindan, klonlanan ve DNA zincirleri tespit edilen RAPD,
ISSR bantlarindan elde edilir. Cok diisiik miktarda kalip DNA ancak, primer i¢in DNA
bilgisi gerektirir.

Hem SCAR hem de CAPS primerleri gelistirebilmek icin DNA zincir bilgisine ihtiyag
oldugundan bu iki yontem de yaygin olarak kullanilmayip daha ¢ok RAPD, ISSR ve
AFLP gibi spesifitesi diisiik belirteclerin spesifitesini arttirmak amaciyla kullanilirlar.

2.1.4.7 ESTs :isaretli ifade edilen diziler (Expressed sequence tags)
Basit olarak; 150-400 bg biiyiikliigiinde olup degisik mRNA’larin tamamina veya belli

bir boliimiine karsilik gelen cDNA klonlarinin dizi analizi sonucu olusturulmus DNA

belirtecleridir. Tanimlama ve haritalama ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
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2.2 Ribozom ve Ribozomal DNA (rDNA)

Genetik bilginin ifadesindeki 6nemli roliinden dolayi, ribozomlar ayrintili olarak
incelenmistir. Prokaryot hiicrelerde bu yapilardan yaklasik 10.000 tane bulunur.
Okaryotik bir hiicrede ise cok daha fazla sayida ribozom vardir. Elektron mikroskobu
ile bakteri ribozom ¢apinin 250um oldugu, ve bir biiylik bir de kiiclik olmak iizere iki
alt birimden olustugu gdsterilmistir. Her iki alt birim de bir ya da daha fazla rRNA ve
cesitli ribozomal proteinler icermektedir. iki alt birimin birleserek tek bir ribozomu
olusturdugu yapi1 bazen monozom olarak adlandirilir. Prokaryotlarda monozom
70S’lik bir yap1 iken, 6karyotlarda yaklasik 80S’dir. Farkli biiyiikliikteki taneciklerin
ve molekiillerin degisik hareket hizin1 yansitan ¢okeltme katsayilari birbirinin toplami
degildir. Ornegin prokaryotlardaki 70S monozomu 50S ve 30S alt birimlerinden,
okaryotlardaki 80S monozomu ise 60S ve 40S alt birimlerinden olusmaktadir (Sekil

1.7).

Prokaryotlarda, ribozomun biiyiik alt birimi bir 23S rRNA molekiilii, bir 5S rRNA
molekiilii ve 31 farkli ribozomal proteinden olusmustur. Okaryotik ribozomun biiyiik
alt birimlerinde ise bir 28S rRNA molekiilii, 5.8S ve 5S rRNA molekiilii ve yaklasik
50 farkli protein bulunur. Kii¢lik prokaryotik alt birimler, bir 16S rRNA bileseni ve 21
protein igerir. Okaryotik ribozomun kiigiik alt biriminde ise bir 18S rRNA bileseni ve
yaklagik 33 protein bulunmaktadir. Sekil 1.7°de bu bilesenlerin yaklasik molekiil

agirliklar1 ve niikleotit sayilar1 verilmistir.

Ribozom bilesenleri gbz oniine alindiginda, RNA molekiillerinin translasyonla ilgili
biitiin 6nemli katalitik islevleri gordiigii artik agiktir. Uzun zaman islevleri sir olarak
kalan bir ¢ok proteinin, translasyonda rol alan ¢esitli molekiillerin baglanmasini
sagladiklar1 ve genelde sentez hizina ince ayar yaptiklart diisiiniilmektedir. Bu
genelleme, “ribozomal proteinden arindirilmig” ribozomlarla yapilan ¢aligmalarda hala
baz1 katalitik fonksiyonlarin devam etmesi yonilindeki bulgu ve gozlemlere

dayanmaktadir.
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Hiicre metabolik olarak ne kadar aktif ise, ribozomun bir bileseni olan ribozomal
RNA’ya o kadar c¢ok ihtiyaci vardir. Birgok hiicrede rRNA kodlayan genin bir

kopyasinin bulunmasi yetersiz olabilir.

Molekiiler hibridizasyon ¢alismalari, TRNA bilesenlerini kodlayan genlerin kopya
sayisinin ka¢ tane oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Bu yontemle, 6zgiil RNA dizilerini
kodlayan genom yiizdesi tayin edilir. E.coli genomu, 23S, 16S ve 5S bilesenlerini
sifreleyen tek bir DNA diziliminin yedi kopyasini bulundurur. Bu genlerin ilk
transkripsiyon {riinii (transkript) 30S RNA olup, enzimatik olarak pargalanarak bu
kiigiik bilesenlerine ayrilir. Bu iic RNA bileseninin sifrelenmesi ile ilgili genetik
bilgiler bir araya getirildiginde, bir¢ok transkripsiyonel olayin ardindan ribozomal yap1

olusturulurken, ii¢ bilesenin esit miktarlarda ortamda bulunmasi saglanmaktadir.

Prokaryotlar Okaryotlar
Monozom 70S (2.5 X 10° MA) Monozom 80S (4.2 X 10° MA)

505 1.6 X 10° | 30S 0.9 x 10° 60S 2,85 1107 408 1.4 x 10° i
MA MA MA MA |

P oy e ap
i v i ‘

|

23S rRNA 16S rRNA 28S rRNA 18S rRNA ‘
(2904 nukleotit) (1541 nukleotit) (4718 nukleotit) (1874 nukleotit) i
b e e dr vt I
+ + - + ‘

31 protein 21 protein 49 protein 33 protein ‘

} 35 i

B :'-. i ‘

5S rRNA 5S rRNA 5.85 rRNA ‘
(120 nukleotit) (120 + (160 [
protein) protein) |

| i [

Sekil 1.7 Sukroz gradiyetinde ¢okelme davranislaria gore ayristirilan prokaryotik ve dkaryotik
ribozomlar, alt birimleri ve rRNA bilesenleri (Klug and Cummings 2002).
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Okaryotlarda, 28S ve 18S rRNA’larmi kodlayan DNA dizisinin ¢ok daha fazla kopya
sayis1 bulunmaktadir. Drosophila’da haploit genom bagina 120 kopya bulunur ve ilk
transkriptleri 34S RNA molekiiliidiir. Bu RNA’ nin igslem gormesi sonucu, 288S, 18S ve
5.8S rRNA’lar meydana gelir. Bunlar E.coli’deki tic RNA bileseninin homologlaridir.
X. laevis’de, genom basma 500’{n istiinde kopya bulunur. Memeli hiicrelerinde

olusan ilk transkript 45S RNA’dir (Klug and Cummings 2002).

Bu rRNA’lan kodlayan genler ribozomal DNA (rDNA) iizerinde bulunur. rDNA
ilimh tekrarlanan DNA dizilerinin bir grubudur ve ¢esitli kromozom bdlgelerinde
kiimeler halinde bulunur. Okaryotlarda, her bir gen kiimesinde ardisik tekrarlar
(tandem repeats) yer alir ve her birim kodlayici olmayan aralayicit DNA (spacer DNA)

dizileri ile birbirinden ayrilmistir.

Ribozomal RNA genlerinin karsilastirmali niikleotit dizi c¢alismalar1 taksonomik
basamaklardaki filogenetik yakinliklarin incelenmesinde yeni olanaklar saglamistir.
Niikleer kii¢iik alt {inite (Small Subunit :SSU) rDNA dizileri (16S gibi) olduk¢a yavas
evrimlesir ve uzaktan iligkili organizmalarin filogeni ¢alismalarinda kullanilabilirler.
Mitokondriyal rRNA genleri ise daha hizl1 evrimlesir ve ordo veya familya diizeyinde
kullanisli olabilir. Niikleer rRNA tekrar {initelerinin internal ara bolgeleri (Internal
Transcribed Spacer: ITS) ve intergenik ara bolgeleri (Intergenic Spacer: IGS) ¢ok hizl
evrimlesirler. Ayni cins igerisindeki tilirler arasinda ve hatta populasyon igerisinde

cesitlilik olustururlar.

Bir¢ok rRNA dizisi, belli klonlanmisg genlerin izolasyonu ve dizi analizi ile elde
edilmistir. Direk rRNA dizi analizi, yiiksek miktarlarda RNA gerektirdigi ve yalnizca
bir zincir dizisi hatalara yatkin oldugu halde dizi bilgisi elde etmek i¢in de
kullanilmigtir. PCR ve direk dizi analizi, klonlama ve direk dizi analizinden daha iyi
avantajlar sunar. Bu metod DNA’y1 kaba haliyle kullanir ve ¢cok az miktarlarda DNA
(her amplifikasyon i¢in 0.1-10ng) gerektirir. Her iki zincirin de dizi analizini
gerceklestirerek hata oranini diisiliriir ve floresan isaretli dizi primerleri veya

dioksiniikleotit trifosfataz enzimi kullanan otomatik DNA dizi analizi aletleriyle
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uyumlu ¢alisabilir (White et al. 1990). Ornegin, Bruns ve arkadaslar1 (1990), dort
farkli herbaryumdan elde ettikleri 1-50 yila kadar saklanmig, otuzbes kuru mantar
orneklerinin 5-30mg 6giitiilmiis dokularindan DNA izole etmislerdir. Mitokondriyal
rRNA LSU genlerinin 6zgiil bir par¢asini ¢cogaltmislardir ve 16 6rnegin dizi analizini

gerceklestirmislerdir (Bruns ez al. 1990).

Belirli dongili parametreleri kullanilarak yapilan kalip genlerin amplifikasyonunda
primerlerin spesifitesi kusursuzdur. Baglanma sicakligin1 degistirerek calisilabilecek
organizmalarin alam1 bazi miktarlarda arttirilabilir veya kisitlanabilir (Innis et al.

1989).

ITS bolgeleri de onciil mRNA da bulunan, olgun mRNA olusurken splaysla
uzaklastirilan bir bolgedir. Bu diziler rDNA tarafindan kodlanir. Ribozomal genler ve
spacerlar binlerce kopya uzunlugundaki tekrarlanan dizilerde (tendom tekrarlarda)

bulunur (http://en.wikipedia.org/wiki/Internal transcribed_spacer, 2005).

ITS primerleri dkaryotlarda, 18S, 5.8S, ve 28S rRNA genlerinin korunmus bolgelerini

ve bunlar arasindaki kodlanmayan bolgeleri ¢gogaltmak i¢in kullanilirlar.

2.3 ITS: Internal Transcribed Spacer

PCR-restriksiyon enzim analizi yonteminde son yillarda se¢ilmis hedef bolgelerin biri
de ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgeleridir. Bu bolge, bakterilerde 16S ve 23S
rRNAlar kodlayan genler arasinda bulunan bir diziden olugmaktadir (Alpaslan 2003).
ITS bolgesi mantarlarda en ¢ok dizi analizi yapilan bolgedir. Hem tiir hem de alttiir
seviyesinde tanimlama yapabilmek i¢in ITS bolgelerinin dizi analizinden yararlanilir,
bu bolgelerin ¢esitliligi rDNA’nin diger bdlgelerinden daha fazladir. Bu dizide her tiire
Ozgi farkli niikleotidlerin bulunmasi nedeniyle yapilan ¢aligmalarda mikobakterilerin
identifikasyonu saglanabilmistir (Alpaslan 2003). rDNA’in SSU ve LSU gibi diger
gen bolgelerine kiyasla, yiiksek seviyedeki cesitliliginden dolay1 rDNA tekrarlarindaki
cesitlilik bazen ITS ve IGS bolgelerinin her ikisinde de gézlemlenebilir.
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Okaryotik organizmalar 2 tane ITS bolgesi igerirler. ITS1 18S-5.8S genleri arasinda,
ITS2 ise 5.85-26S genleri arasinda bulunur (Sekil 1.8).

ITS5 angloaparm IS4
-
185 ITS | 545 | ITS 268
Niikleer DNA o | 2 Niikleer DNA
200-250 00-250bp
op N
I
ITS
Baolgesi

Sekil 1.8 18S-26S niikleer ribozomal DNA (nrDNA)’m Internal
Transcribed Sequence (ITS) bdlgesi. Primer pozisyonlar: ‘—’
ile gosterilmistir. (White et al. 1990)

Bir¢ok laboratuvarda kullanilan ITS1 ve ITS4’e ek olarak fungal dizilerin segici
amplifikasyonuna izin veren bircok taksona 0zgli primerler tanimlanmistir

(http://en.wikipedia.org/wiki/Internal transcribed spacer, 2005). Mantara 0zgii

primerler tiim liken DNA’sindan istenilen mantar DNA sinin amplifikasyonunu saglar
(Goffinet and Randall 1997). Mantarin niikleer rDNA ITS genlerinin ¢esitli
segmentlerini ¢cogaltmak icin tasarlanan primer dizileri asagidaki gibidir (Innis et al.

1989).

ITS1 : TCCGTAGGTGAACCTGCGG (White et al. 1990)

ITS4 : TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITSIF : CTTGGTCATTTAGAGAAGTAA (Gardes and Bruns 1993)
ITS2 : GCTGCGTTCTTCATCGATGC

ITS3 : GCATCGATGAAGAACGCAGC

ITSS : GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Mantara 6zgii primerler, ilk olarak Gargas ve Taylor tarafindan 1992°de tasarlanmigtir.

Sonra parazitik ve simbiyotik mantar caligmak i¢in Gardes ve Bruns 1993° de
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sonrasinda da ektomikorizal komuniteleri ¢alismak i¢in Egger 1995’de aksuslu
mantarlara 6zgii primer dizayn1 yapmistir (Egger, 1995). ntDNA tekrarlar1 ribozomun
kiiciik ve biiyiik alt iinitelerinin RNA larin1 kodlayan genleri, ITS bélgesini, 5.8S
genini ve ardisik iki tekrar bolgesini ayiran IGS bolgesini igerir (Goffinet and Randall

1997).

ITS1F primeri mantarlar i¢in 6zgiil bir primerdir ve tDNAnin SSU geninin 3’ucunda
bulunur. ITS4 primeri ise iiniversal bir primer olarak tanimlanmistir ve Biiyiik Alt

Unite (LSU:Large Subunit:) geninin 5> ucuyla hibritlesir ( Sekil 1.8).

Mantara 6zgii primerlerin kullanilmas1 (Gargas and Taylor 1992, Gargas and DePriest
1996), PCR inhibitorlerinin etkisini minimize eden DNA izolasyon teknikleri ve liken
tallusundan ayrilmis mantar dokusunun PCR reaksiyonlarinda dogrudan kullanilmasi
(Grube et al. 1995, Cubera et al. 1999, Wolinski et al. 1999) gibi DNA tekniklerinin
gelistirilmesiyle likenlenmis mantarlardaki caligsmalarda dnceden beri siiregelen bircok
engelin iistesinden gelinmistir (Grube and Kroken 2000). Goffinet ve Bayer, askuslu
mantarlara 6zgii bir primer kullanarak, Peltigera malacea, Peltigera aphthosa,
Peltigera britannica ve Peltigera leucophlebia fotomorflari, Nephroma expallidum ve
Nephroma arcticum fotomorflarinin ntDNA ITS bolgelerini ¢ogaltmislar ve 5.8 S
dizilerinin karsilagtirllmasiyla, toplam liken DNA’sindan fungi DNA’sinin
cogaltilmas: i¢in askomisese Ozgii primerlerinin yeterli oldugunu belirtmislerdir

(Goffinet and Bayer 1997).

ITS ve Kiigiik Alt Unite (SSU:Small Subunit) gibi daha hizli evrimlesen nrDNA
bolgeleri daha alt taksonomik basamaklardaki iliskileri aragtirmak igin

kullanilmaktadir.

ITS, Rocella gibi daha az farkli familyalarda filogenik iliskinin tespiti i¢in 6nemli veri
saglamistir (Mattsson and Wedin 1998). Parmaliaceae gibi ¢ok genis bir familyadaki
filogenetik iliskiyi ¢ozmede ITS bilgisi, beraberinde SSU bilgisi kullanilarak dahi
basarili olamamistir ( Wedin ez al. 1999).
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ITS cesitliligi tlirlerin tanimlanmasinda da kullanilabilmektedir. ITS dizilerindeki
farkliliklar, Peltigera physllidiosa (Goffinet and Miadlikowska 1999) gibi yeni tiirlerin
tanimlanmasinda veya Ramalina fastigiata’dan Ramalina pannizei (Groner and La
Greca 1997), Teloschistes villosus’dan Teloschistes lacunosus ( Martin and Llimona
1998), Xanthoria parietina’dan Xanthoria calcicola (Franc and Karnefelt 1998) gibi
cok benzer tiirlerin ayriminda destek olarak kullanilmigtir. Bu durumlarin hepsinde
ITS dizilerine ait verilere dayanilarak olusturulan ayri dallar, bu dallardaki tiirler

arasindaki morfolojik farkliliklarla da dogrulanmastir.

Physciaceae ailesinin ¢esitli gruplart ve Rinodina ve Buellia cinslerinden se¢ilmis bazi
tiirleri, ¢esitli referans dizilerine dayanarak niikleer ITS dizi bilgisine dayali bir
filogenetik arastirma yapmislar, Physcia ve Buellia gruplarinin igerdikleri cinsleri

belirlemisler (Grube and Arup 2001).

Ayrica ITS bilgisi 4 farkl tiir ¢iftinin ¢alismasinda kullanilmistir. ( Lecanorales’deki
Phaeophyscia ciliata (seksiiel) ve Phaeophyscia orbicularis (aseksiiel) (Lohtander et
al. 1998b), Roccellina capensis’in seksiiel ve aseksiiel formlar1 (Lohtander et al.
1998a), Dendrographa leucophae f. leucophaea (sekstiel) ve Dendrographa leucophae
f- minor (Lohtander et al. 1998c) ve Arthoniales’deki Rocella canariensis (seksiiel) ve
Rocella tuberculata (aseksiiel) (Myllys et al. 1999) ITS verilerine gore ¢aligiimistir.
Bununla beraber, ITS cesitliliginin, morfolojik olarak kesin ayrimlari yapilmis tiirleri
bile ¢ozemedigi durumlar olmustur ( Parmeliaceae’de Thell and Miao 1999,

Umbilicariaceae’da Ivanova et al. 1999).

ITS veya herhangi bir lokus bilgisi bir filogenetik hipotezi desteklemeye yeterli
olabilmekte fakat reddetmek i¢in yeterli olmamaktadir. Fenotipik veya biyocografik
karakterlere dayali filogenetik hipotezle, bir gene ait verilerle elde edilmis soyagacinin
uyusmasi, filogenetik tilirler arasinda ayrim saglayabilir. Aksine bir gene ait verilere
dayal1  filogenetik  hipotez, biyocografya veya  fenotipik  karakterlerle
desteklenmediginde tiir tanimlamada yetersiz kalmaktadir (Grube and Kroken 2000).
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L. pulmonaria tiriiniin mantar simbiyontundaki genetik ¢esitliligi aragtirmak amaciyla
Isvigre Alpleri, pre-Alp ve Jura daglarindan 6 populasyondan toplanan 143 tiiriin tiim
niikleer ve mitokondriyal bolge dizileri incelenmis ve ¢esitliligin yalnizca ITS1°de 3
polimorfik boélgeyle ve nrLSU’da 4 polimorfik bolgeyle smirli  oldugu
aciklanmiglardir. Bu iki bolgenin 81 tiir i¢in dizi analizi sonucu 6 farkli genotip
saptanmig, bu genotiplerden 2 tanesi genel Ozellik gosterirken 2 tanesi yalnizca
farklilasmis populasyonlarda, 2 tanesi ise sadece tek bir populasyonda gdézlenmistir.
En yiiksek genetik cesitliligin fungal simbiyontlarin sekstiel cogaldigi populasyonlarda
oldugu gozlenmistir (Zoller ef al. 1999).

Crespo ve arkadaglar1 (2002), arastirmalarinda Parmelia saxatilis’in 5 kitadan 35
populasyonunun ITS rDNA dizilerinin iki monofiletik grubu ortaya c¢ikardigini
belirtmiglerdir. B-tubulin gen dizilerinden elde ettikleri sonuglarin da bu kaniyi

destekledigini savunmuslardir (Crespo et al. 2002).

2.4 DNA Dizi Analizi

DNA Dizi Analizi ya da Siralama, DNA nin niikleotid dizilerinin saptanmas1 anlamina
gelmektedir. 1940’larda DNA baz kompozisyonunu saptama yontemleri bulunmasina
karsin DNA’daki niikleotit dizilerinin dogrudan kimyasal analizi 1960’larda gelistirilip
kullanilmaya baslanmistir. Ornegin 1965’ de Robert Holley 74 niikleotidlik tRNA
molekiiliiniin dizisini bir yillik bir ¢aligma sonucunda saptamistir. 1970’lerde daha
etkin ve dogrudan nikleotit dizi analizine yonelik yontemler gelistirilmeye
baslanmistir. Herhangi bir organizmadan c¢ok miktarda saf DNA fragmentleri elde
edilmesini saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelistirilmesine paralel olarak

dizi analizi yontemleri de gelistirilmeye baglanmistir (Klug and Cummings 2002).

Niikleotid dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Allan
Maxam- Walter Gilbert’in Kimyasal Degredasyon Metodu DNA’nin belirli bazlardan
kirilmasia dayanmaktadir. Fred Sanger ve Coulson’un gelistirdigi ‘Zincir Sonlanma

Metot’unda ise  belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
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gerceklestirilmektedir. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya dort ayri
reaksiyon uygulanmaktadir (her baz icin bir tane). Bu dort reaksiyonun firiinleri, bir
niikleotit uzunlugu kadar farkli, bir dizi DNA parcaciklaridir. Do6rt reaksiyonun
iirlinleri bir jelde dort ayr1 kuyucukta yan yana elektroforez ile ayristirilmaktadir. Jel
hattindaki her bir bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve jeldeki bantlardan DNA
parcaciginin dizisi okunabilmektedir (Klug and Cummings 2002).

Enzimatik DNA sentezine dayanan Sanger’in dizi analizi yonteminde, dizisi
saptanacak olan DNA zinciri yeni sentezlenecek olan DNA zinciri i¢in kalip olarak
kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA polimeraz I ile katalizlenir. Yontemde, modifiye
(kimyasal degisiklige ugratilmis) dideoksiniikleotit trifosfatlar kullanilarak bir dizi
DNA parcaciklar elde edilir. Dideoksiniikleotit trifosfatlarda 3’-OH grubu bulunmaz
(Sekil 1.9). Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA’ya katilir ancak 3’-OH grubu
tasimadigr icin kendisine niikleotit ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir

DNA pargacigr elde edilir.

Sekil 1.9 2'3' dideoksi analogu
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sekanslanacak DMA

Vs
i

3 GAATTCGCTAATGC
5 CT:[}'—'\.&

primér
| DMA palirmeraz |
dATP, dTTP, dCTP, dGTP
J dATP'in dideoksi analodu

3 ——GAATTCGCTAATGC —
5 —CTTAAGCGATTA
-
3 GAATTCGCTAATGC —
5—CTTAAGCGA

weni DMNA ZInciFler aynir ve
elektroforez yvapilir

Sekil 1.10 Dideoksi niikleotitler varliginda DNA sentezi

Deneyde dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon karisimi kalip DNA
zinciri, bir primer, radyoaktif niikleozittrifosfatlarin dordii ve az miktarda
dideoksiriboniikleozit trifosfatlardan sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort
reaksiyon tiipiinde farkli bir dideoksiriboniikleozit trifosfat bulunur (Klug and

Cummings 2002).

DNA sentezi olurken DNA polimeraz, arada sirada uzayan DNA zincirinin yapisina
niikleotitlerin yanisira dideoksiniikleotitleri de sokar. Bu niikleotit analogu 3°-OH
grubu icermedigi i¢in bir sonraki niikleotid ile fosfodiester bag1 olusturamaz ve bu
nedenle DNA sentezi sonlanir (Sekil 1.10). Her bir tiipte uzunluklar1 birbirinden birer

niikleotit farkli olan degisik uzunluklardaki DNA molekiilleri birikir.

Sentez sonrasi, dort reaksiyondan elde edilen radyoaktif DNA pargaciklari
elektroforez jelinde yan yana dort ayrt kuyucukta yiritilir. DNA bantlari
otoradyografi ile goriintiilendiginde merdivene benzer bantlar serisi ortaya ¢ikar (Sekil
1.11). Dizi asagidan yukariya dogru okunarak baz dizilimi gergeklestirilen DNA

kalibinin tamamlayicisinin 5° den 3’ ne dogru niikleotit dizisi belirlenmis olur.
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Sekil 1.11 Sentez sonrast DNA bantlarinin otoradyografi goriintiisii

Genomlarin dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi aletleri ve radyoaktif izotop
yerine floresan boyalar kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilir ve
sonugta, dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir

model ortaya c¢ikar (Sekil 1.12).

L] =38 250 24 F. 1] Te0 Fy ) TE0
ITCTIATCTTCCTLCCACAGE TCCT G660 FAC BT ETTHOIC TR TET ETTSGCC CATCAS T TTGR0RAS GART TCAE €

Sekil 1.12 Dort farkl floresan boyanin kullanilmasiyla olusan pikler
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Gen bolgesi PCR isglemiyle ¢ogaltilir, ¢ogaltilan bu bolgeler florokrom maddelerle
isaretli bazlarla tekrar PCR reaksiyonuna (Multiplex Flourescent PCR) sokulur.
Reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan hedef bolgelerdeki baz dizisi sifresini olusturan

bazlar genetik analizorler (DNA Sequencer) ile tek tek okunur.

DNA dizi analizi ile bir¢gok organizmanin genlerinin yapisi ve organizasyonu hakkinda
onemli bilgiler elde edilmistir. Viriislerin tiim genomlar1, E.coli ve maya gibi birgok
organizmanin genomlar1 aydmnlatilmistir. Genlerin organizasyonu, dogasi ve ayrica
gen lrlinlerinin de8ismesine neden olan mutasyonlarin sayisi, yeri, ¢esidi ile ilgili
bilgiler verir. Ayrica prokaryotik ve dkaryotik genlerde yer alan kontrol bdlgelerin
organizasyonu ile ilgili ¢alismalarda ve proteinlerin aminoasit dizilerinin ortaya

¢ikarilmasinda kullanilir.

Niikleotit dizilerinin bilgisayar analizleri, klonlanmis parcanin bir genin tamamini mi1
yoksa bir kismin1 mi igerdiginin anlasilmasini saglar. Bu ekzon/intron birlesme
noktalarinin arastirilmasi ile ve cesitli verilere gore daha onceden ortaya cikarilmis
genlerin DNA dizileri ve proteinlerin aminoasit dizileri ile karsilastirilarak yapilir

(Klug and Cummings 2002).

Mutant fenotiplere neden olan DNA bozukluklarinin tanimlanmasinin yanisira, DNA
dizi analizi genlerin organizasyonunu (intron ve ekzonlarin sayisini ve intron-ekzon
sinirlarini) belirlemek, genin iirlinii olan proteinin yapis1 ve gorevi hakkinda bilgi
edinmek ve diger organizmalardan elde edilen benzer proteinler arasindaki evrimsel
iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla kullanilir (Klug and Cummings 2002). Bu
caligmada, Tiirkiye’de bulunan Hypogymnia cinsine ait 2 farkl tiiriin (Hypogymnia
physodes, Hypogymnia tubulosa ) tDNA ITS bolgesi dizi analizi ile bu tiirler

arasindaki muhtemel farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

2.5 Filogenetik Analiz

Organizmalarin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilir. Filogenetik analiz farkli

tirler arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla gergeklestirilir. Molekiiler
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filogenetik caligmalar, DNA ve proteinlerde olusan degisikliklerin hizin1 ve karakterini
saptamaya ve boylece genler ve organizmalarin evrimsel tarihini arastirmaya
yoneliktir. Filogenetik incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi gostermede en
uygun yaklasim elde edilen verilerin g¢esitli akis semalar1 ve istatistiksel analizlerle

filogenetik agaca doniistiiriilmesidir (Saitou and Imanishi 1989).

Bir filogenetik agac, dallanma olaylarimin modelini ve bazi durumlarda zamanini
tanimlar. Tiirlesme sirasini ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarini
kaydeder. Agag, baslica bir diiglim (node) ve dallardan (branch) olusur (Sekil 4.3)
Dallar, tiirlerin atasal populasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarimi gosterir.
Diiglimler ise bir tiirlin iki veya daha fazla tiirev populasyona ayrildigi noktaya karsilik
gelir (Freeman and Herron 1999). Agactaki 6nciilii olmayan diigiim koktiir. Kok ortak
bir atayr temsil eder, agacin herhangi bir yerinde yer alabilir. Koksiiz agaclarda ise
ortak ata gosterilmeden sadece tiirler arasi iliski on plana cikarilir (Mount 2001).
Filogenetik agacta her bir diigiim evrimsel siirecte ayrilan taksonomik bir gruba
karsilik gelir. Agacta dis dallar taksonlari, i¢ dallar ve diiglimler ise taksonlar arasi
iliskiyi yansitir. Birbiri ile yakin iligkili tiirler agagta birbirine komsu dallarda yer
almalan ile ayirtedilirler. Aga¢ dallarinin paterni topoloji olarak adlandirilir ve dal

uzunlugu genellikle dalda olugmus degisikliklerin sayisini belirler (Mount 2001).

Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha sonra bu
diziler istenirse referans dizi denilen daha O6nce saptanmis ve {izerinde uzlagilarak
dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilagtirilabilir. Son yillarda molekiiler filogeni
alaninda kaydedilen gelismeler neticesinde ¢esitli tiirlerden elde edilen diziler
GenBank, EMBL gibi 06zel veritaban1 sistemlerinde toplanarak kullanicilarin

hizmetine sunulmustur (Mount 2001).

Molekiiler filogenetik analiz temel olarak dort basamakta gergeklestirilir. Bu

basamaklar:

35



Hizalama
Yer degistirmenin saptanmasi

Filogenetik agacin olusturulmasi

b

Filogenetik agacin degerlendirilmesi

2.5.1 Dizilerin hizalanmasi

Niikleotid ya da aminoasit dizilerinin ikili ya da ¢oklu karsilastirilabilmesi i¢in bu
dizilerin altalta ayni hizada dizilmesi igslemidir. Bunun i¢in ¢ok c¢esitli yontemler
vardir, kullanilacak yontemin se¢imi dizilerin sayisina ve uzunluguna baghdir.
Hizalama elle veya gozle yapilabilir ancak dizi sayis1 ve uzunlugu arttikca elle yapilan
hizalama zaman alic1 ve hatalara agik hale geleceginden Clustral, TreeAlign gibi
bilgisayar programlar1 gelistirilmistir (Mount 2001). Hizalama dizilerin hangi
pozisyonunun korunmus oldugunu ve hangilerinin ortak diziden farklilagsmis oldugunu
gosterir. Evrimsel iliski gosteren diziler homolog olarak kabul edilir. Genel bir kural
olarak iki DNA dizisi arasindaki farklilik ne kadar ¢oksa bunlarin ortak atalarindan

farklilasma  zamanlari da o kadar eskiye dayanir (http:/www.mrc-

Imb.cam.ac.uk/genomes/cvogel/Tutorials/MolEvol.htm, 2005).

Hizalama sirasinda eslesen ve eslesmeyen niikleotidler c¢esitli isaretler ile
gosterilebilir. Siklikla tercih edilen eslesen niikleotidlerin yildiz (*) ile eslesmeyenlerin
ise bosluk ile gosterilmesi seklindedir. (-) ile gosterilen bosluk (gap) evrim siiresince
bir ya da daha fazla dizi karakterlerinin insersiyon ya da delesyonlaridir. Bu
bosluklarin dizideki insersiyonlart m1 delesyonlart m1 gosterdigi bilinemeyeceginden

noétral bir terim olan ‘indel’ (insersiyon-delesyon) kullanilmaktadir.

Diziler ve dizi gruplarindaki degisikliklerin saptanmasinda en gorsel yol agag
olusturmaktir (Mount 2001). Burada dogru hizalamanin yapilmis olmasi baglangi¢
noktasini olusturur. Yapilan yanlis bir hizalama filogenetik agacin yanhis
olusturulmasina neden olur ve bu durum ¢ok uzun dallarin varligi ile kendini gdsterir

(http://cmgm.standford.edu/help/manuel/software/sequence/phylogenetic.).
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2.5.2 Yer degistirmenin saptanmasi

Yer degistirmede yer alan yontemlerden bazilar1 ve genel 6zellikleri soyledir.

1. Jukes-Cantor : Yer degistirmelerin rastgele ortaya ¢iktig1 ve mutasyon hizinin tiim
niikleotidler i¢in esit olasilikta oldugu varsayilir.

2. Kimura 2-Parameter: Transisyonlarin, transversiyonlardan daha sik oldugu
varsayilir.

3. Tajima- Nei: Jukes-Cantor’a benzer. Transisyon/Transversiyon oraninin tim

niikleotidlerde ayn1 oldugunu varsayar.

4. Jin- Nei Gamma: Belli kurallara gore, niikleotid yer degisim oraninin bdlgeden
bolgeye farkli oldugunu varsayar.

5. Tamura: Sabit bir yer degistirme oranim1 varsayar. Transisyon ve

transversiyondaki farkliliklar1 da dikkate alir.

2.5.3 Filogenetik agacin olusumu

Filogenetik aga¢ olusturulurken genellikle ii¢ yontem kullanilir. Bu yontemlerden ikisi
karakter temelli yontemler olarak bir baslik altinda toplanabilen Maksimum parsimoni,

ve Maksimum Benzerlik yontemleridir. Digeri ise uzaklik yontemidir.

2.5.3.1 Farkhiliklar1 en aza indirme (Maximum parsimony:MP) yontemi

Incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir agac elde etmek icin gerekli
en az mutasyonlarin saptanmasma dayanan bir yontemdir. Maksimum Parsimoni
(MP), minimum evrimsel metod (parsimoni = tutumluluk) olarak tanimlanabilir.
Evrimsel biyolojide tutumluluk demek, evrimsel siire¢de neler olduguna iligkin sonuca
varilirken, aragtirmacinin karmasik yerine basit aciklamalari, bagka bir deyisle agiga
cikan evrimsel degismenin miktarini azaltan veri yorumlarimi tercih etmesi demektir.
Parsimoniye gore tercih edilen agag, agiga ¢ikmis olan evrimsel degismenin toplam

miktarini en aza indirgeyen agactir (Freeman and Herron, 1999).
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MP yontemi uygulanirken, dizi pozisyonlarinin farkli puanlamalar tercih edilebilir.
Ormegin; korunmus bolgede gerceklesen bazi mutasyonlar, degisken bolgedeki
mutasyonlardan daha ¢ok wvurgulanmak istenebilir. Ya da transversiyonlar
transisyonlardan daha 6nemli olarak vurgulanabilir. MP analizi ile en iyi sonuglar dizi
ciftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok giiclii oldugu ve az sayida dizinin oldugu
durumlarda alinir. MP ile agaglarin olusturulmasinda ‘kesin’ ve ‘tahmini’ yaklagimlar
sozkonusudur. Kesin yaklasimda olasit tiim agaclar gézden gecirilir ve kullanilan
optimalite Olgiitline en uygun agag belirlenir. Cok zaman alicidir ve yirmiden fazla
ornekleme varliginda uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda

‘tahmini’ yaklagim uygulanmaktadir.

En tutumlu agaglarin giivenirlilik dereceleri istatiksel olarak da degerlendirilebilir. Bu
probleme yoOnelik yaklasimlardan biri seg¢-bagla testi (bootstrapping) olarak
adlandirilir. Se¢- Bagla testi, belli bir aga¢ iizerindeki dallardan hangilerinin
digerlerine gore daha iyi desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir. Se¢-Bagla
testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti
olusturur. Ornegin, ¢alismada 300 baz ciftlik bir dizi bulunuyorsa, bilgisayar bu
pozisyonlardan birini rastgele se¢gmek ve bunu yeni veri setinde ilk 6ge olarak
kullanmakla seg-bagla testine baslar. Daha sonra rastgele segtigi bir pozisyon, yeni
veri setinin ikinci veri noktasini olusturur (ikinci veri setinin birincisinin ayni olma
sans1 1/300°diir). Bilgisayar orjinal verinin rastgele bir 6rneklemesini temsil eden, 300
baz ¢ifti iceren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu isleme devam eder. Sonra, bu
yeni veri seti filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilir. Bu islemi tekrarlamak suretiyle
aragtirmaci, yeniden 0rneklenmis veri setinden olusan agaglarda belli bir dalin agiga
cikma ylizdesini %50, %80 ya da %100 seklinde ortaya koyabilir. Se¢-Bagla
tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere agiga cikarsa, bu dalin gergekte var oldugu
konusundaki gilivenimiz artmaktadir. Eger belli bir dal i¢in se¢-bagla destegi az ise,
%350’nin altinda diyelim, arastirmact genellikle agacin bu kismindaki dallanma
modelini belirleyemedigi sonucuna varacak ve bunun sonucunda da yayinladigi agagta
bu dal tek diiglimden cok-catalli (politomi= belirsizlik noktasi) olarak verecektir

(Freeman and Herron, 1999).
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Niikleer ITS rDNA bolgesi dizilerini kullanarak Diploschistes cinsinin filogenisinin
aragtirlldigt bir calismada, 22 Diploschistes tlriniin dizileri, Thelotremataceae,
Graphis scripta ve dis grup olarak Aspicillia cinerea tiirlerinin referans dizileriyle
siralanmislar ve farkliliklar1 en aza indirme (MP) yontemiyle incelenmislerdir. (Martin

and Llimona 1998).

Pertusaria cinsinin filogenisini arastirmak i¢in 15 Pertusaria cinsi mantarin LSU
rDNA gen dizileri, farkli bir grup olan Agyriales referans dizileriyle siralanmis ve

farkliliklar1 en aza indirme yontemiyle incelenmistir (Lumbsch and Schmitt 2001).

Farkli aksuslar1 ve pigmentsiz spor duvarlariyla ayrilan Coniocybaceae ve
Chanenotheca familyalarina ait olarak tamimlanmis Cybebe gracilenta ve
Chaenotheca gracillima tiirlerinin ITS1-5.8S-ITS2 rDNA dizileri farkliliklar1 en aza

indirme yontemiyle incelenmistir (Tibell 2001).

2.5.3.2 En yiiksek ihtimal (Maximum likelihood:ML) yontemi

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak ortaya konulmus
bir yontemdir (Felsenstein, 1987). Arastirmaciya sunulan biitiin bilginin daha etkili
kullanmak ve olas1 bir¢ok agac icerisinden en iyi agaci se¢mede istatiksel testler
kullanma olanag1 yaratmak i¢in ortaya konmustur. Bu yontem, farkl tipdeki niikleotit
degisikliginin agiga ¢ikma olasiliklarini tanimlayan bir matematiksel formiil ve dal
uzunluklar1 bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu belli DNA dizisi setini elde etme
olasilig1 nedir sorusunu sormaktadir. Bu yontem i¢in bir bilgisayar programi, her agag
topolojisinin degerlendirir veya gozlenen verinin olusturulmasi olasiligint hesaplar.
Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasilifi toplami, gozlenen verinin
olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik agac¢larin olasiligi olarak temsil edilir.
Boylece, yarisan agag topolojilerinin kabul ya da reddi icin kriter en yiiksek olasilig
olan agact se¢cmektir, en olas1t aga¢ en iyi agactir. Ancak olasiik metodlari,
hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle ¢ok biiyiik veri setleri, parsimoni yontemleriyle

oldugu kadar kapsamli analiz edilemezler.
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2.5.3.3 Uzaklik (Distance) yontemi:

Genetik uzaklik yontemi filogenetik agaci olusturmak icin dizi grubunda her bir ¢ift
arasinda degisikliklerin sayisin1 temel alir. Birbirlerine genetik uzakligi en az olan
tirler birlestirilerek bir aga¢ olusturulur. Aralarinda az sayida niikleotid degisikligi
olan bu dizi c¢iftleri komsu (neighbours) olarak adlandirilir. Uzaklik metodlar ile
hizalanan diziler arasindaki farkliliklarin miktarina gore aga¢ olusturulur. Agacin
dallar1 boyunca ortaya c¢ikan degisiklik sayisi diziler arasindaki uzakligi gosterir
(Mount, 2001). Tercih edilen agag, taksonlar arasindaki mesafeyi enaza indirgeyen

agactir ( Freeman and Herron 1999).

Bu yontemler digerlerinden daha kolay ve hizli olup, ¢ok sayida dizi i¢in kullanilabilir.

Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilanlart su sekilde siralanabilir.

- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean ( UPGMA)
- Neighbour Joining (NJ)
- Fitch-Morgoliash (FM)

Umbrilicariaceae ailesinde Lasallia cinsinden 3, Umbilicaria cinsinden 17 tiirliniin
rDNA ITSI1 ve ITS2 dizi analizleri, taksa digi Eurotalies, Onygenales ve Caliciales
referans dizileriyle siralanarak maksimum parsinomi, en yiiksek ihtimal ve neighbour-
joining analizleriyle incelenmis ve Lasallia’nin filogenetik olarak ayr1 bir grup oldugu
ve bunun kimyasal ve morfolojik karakterlerle desteklendigini belirtilmistir (Ivanova

et al. 1999).

Tek bir lokus tiirleri ayirmakta kesin olarak yeterli olmayabilir. Fenotipik olarak
belirlenmis tiir kavramlarii reddetmek i¢in yeterli derecede kanit sayilamazlar, o
ylizden filogenetik tiir kavramiyla tiirleri ayirmada bir¢ok genetik lokus
kullanilmalidir. Bu filogenetik tiirler fenotipik karakterlerle, biyocografyayla
ortiisebilir veya gozlenebilir dzellikleri gizli de kalabilir. Isimlendirmede sadece

molekiiler verilere dayanan resmi degisiklikler Olglilii ve yalnizca yeterli bilgiyi
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saglayan her gesit calismanin eksiksiz incelenmesinden ve grubun taksonomik tarihi

incelendikten sonra yapilmalidir (Grube and Kroken 2000).

Cogu liken tiirti, 1800 lerde ve gegtigimiz yiizyilin ilk yarisinda monomorfizmi esas
alan fenotipik tiir kavramiyla tanimlanmistir. Morfolojik karakterlerdeki farkliliklar
ve belli 6l¢iide anatomik 6zellikler tiirlerin ayriminda kullanilmistir. Bu farkliliklar
genetik olmaktan ziyade ¢evreseldir. Bu taksonomik c¢aligmalar birgok sinonim tiiriin
birikimiyle sonuglanmistir. Sonug¢ olarak biyocografik orijin biliyiilk bir 6nem

tagimaktadir ve ¢ogu allopatrik populasyonlar ayr tiirler olarak isimlendirilmistir.

Likenlerde, kimyasal tiir kavramina da morfolojik olarak ayirt edilemeyen ¢ok sayida
taksonlarin tanimlanmasinda bagvurulmaktadir. Ancak bu durum, dncelikle morfolojik
karakterlerin tanimlanmasinin gerekli oldugunu diisiinen yazarlarca elestirilmistir

(Hawksworth 1976, Lumbsch 1998).

Bazi tlir kompleksleri, farkli ¢evresel kosullarda, farkli fotosentetik canlilarla, farkli
birliktelikler meydana getirirler. Ornegin bir mantar tiirii, nemli bir yer igin bir
siyanobakterle simbiyoz yaparken, kuru bir habitat i¢in bir yesil algle birlesebilir
(James and Henssen 1976). Tiir kompleksleri, fotobiontlarla birliktelik kurabilen bir
dimorfik tiir veya bir fotobiontla birlesen 2 tiir igerebilir( 6rnegin; likenler i¢in iki
fotobiont ve bir mantar tiirii veya bir fotobiont ve iki farkli mantar tiirii) (Grube and

Kroken 2000).

Kendilerini 6zgiil ekolojik kosullara adapte etmeleri gerekli oldugu icin degisik liken
tiir kompleksleri yaygindir,. Bu ekotipik tiir kompleksleri, genellikle kimyasal olarak
cesitlilik gosterirler. Ornegin; Culberson et al. (1997) Ramalina siliquosa’m ekolojik
tercihi ile kemotipleri arasinda yiiksek bir korelasyon oldugunu ortaya ¢ikarmislardir,
benzer sonuglar Xanthoparmelia (Nash and Zavada 1977, Benedict and Nash 1990)

turleri arasinda da bulunmaktadir.

Habitat, kimyasal veya genellikle morfolojik 6zellikler bakimindan gesitlilik gosteren
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bu tir kompleksleri, bu farkli O6zelliklerine gore filogenetik agidan da ayrim

gostermektedirler (Grube and Kroken 2000).

Molekiiler karakterlere dayanan filogenetik tiir kavramlar, tiir kompleksleri i¢erisinde
bulunan tiirleri tanimlamak, ileriki kusaklardaki fenotipik karakterlerin likenlesmis
mantarda nasil yavas yavas gelistigini gostermek ic¢in kullanilmaktadir. Yeterli bir
zaman siiresince genetik olarak izole edilmis, tiirlerin ¢calismasinda, tek bir lokus bile
tiirleri sabit fenotipik karakterlerle ilintili olarak ayirabilmektedir. Bununla birlikte,
fenotipik karakterler gibi molekiiler karakterler, filogenetik tiirler iginde ve tiir
komplekslerinin kardes tiirleri arasinda polimorfik olabilir (Avise and Wollenberg
1997). Tek bir lokusun, fenotipik karakterlerle veya biyocografyayla ilintili olan tiirleri
acik bir bigimde ¢ozemedigi durumlarda, tiirleri dogru bir bigimde tanimlamak i¢in
bir¢ok lokus kullanilmalidir.

Son zamanlardaki ¢ogu ¢alismalar nrDNA dizi bilgisine dayanmaktadir. Ilk olarak
Vanio tarafindan yapilmis olan ¢alismalarda, likenlesmis ve likenlesmemis mantari
tanimlayan filogenetik agac¢, Gargas ve arkadaslan tarafindan ntDNA’ya ait daha
yavas evrimlesen bolgelere (SSU, LSU) ait veriler kullanilarak dogrulanmistir. (Vanio

1890, Gargas et al. 1995).

Cansaran ve arkadaslari, (2006) Rhizoplaca liken cinsinin ITS bdlgesinin dizi analizini
gerceklestirerek, filogenetik iliskileri konusunda inceleme yapmislardir. Olusturulan
filogenetik agacin incelenmesi ile genetik yakinlik hakkinda bilgi edinilmistir

(Cansaran vd. 2006).

42



3. MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Liken Materyali

Bu caligmada onceden toplanmis ve korunmaya alinmis Hypogymnia cinsine ait 4
farkli yapraks1 liken tiiriinden (Hypogymnia farinacea (Marmara Universitesi
Herbaryumu), Hypogymnia laminisorediata (Marmara Universitesi Herbaryumu),
Hypogymnia physodes (Tugrul, Yaylacik, Giimiishane, Giresun, Marmara Universitesi
Herbaryumu), Hypogymnia tubulosa (Antalya, Ankara, Marmara Universitesi
Herbaryumu) on 06rnek calisilmistir. Ayrica laboratuarimizda, farkli caligmalar
kapsaminda elde edilmis, bu gruba yakinligiyla bilinen ii¢ farkli liken tiir{iniin
(Neofuscelia pulla (Bolu, Mengen), Melanelia septentrionalis (Karabiik), Parmelina
tiliaceae(Karabiik)) dizileri kullanilmis ve Gen Bankasindan elde edilmis Isvec
kokenli Hypogymnia cinsine ait iki tiiriin (H4phyAF141368 Ho6phyAF058036) dizileri

calisilmstir.

3.2 Yontem

3.2.1 Liken orneklerinin hazirlanmasi

Liken tiirleri, diger liken tiirleriyle veya bitkilerle bir arada gelisebildigi icin
kullanilacak liken 6rneginin farkli diger organizmalardan ayristirilmasi ¢ok onemlidir.
Calismamizda kullanacagimiz 6rnekler, mikroskop altinda pens yardimiyla farkl bitki
veya liken tiirlerinden ve ayrica topraktan ayristirildiktan sonra petrilerde distile su
icerisinde bekletilerek kalan toprak partikiillerinin uzaklastirilmasi saglanmistir.

Sonrasinda liken 6rnekleri kuru petrilere alinmis ve tekrar kurumaya birakilmastir.

Simbiyoz bir birliktelik olan likenlerdeki molekiiler calismalar birlikteki mantar
bileseninin niikleer rDNA'sina odaklidir. Caligmalarda mantarin genetik materyalinin

tercihini saglayan iki yontem bulunur. Birincisi liken tallusundan mantarin mekanik
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olarak izole edilebilmesi, ikincisi ise oligoniikleotid primerler ile mantar DNA’sinin

secilip ¢ikartilabilmesidir.

3.2.2 DNA izolasyonu

Hypogymnia cinsine ait (Hypogymnia farinacea (Marmara Universitesi Herbaryumu),
Hypogymnia laminisorediata (Marmara Universitesi Herbaryumu), Hypogymnia
physodes  (Tugrul, Yaylacik, Giimiishane, Giresun, Marmara Universitesi
Herbaryumu), Hypogymnia tubulosa (Antalya, Beynam, Marmara Universitesi
Herbaryumu) tiirlerimizin DNA izolasyonu, Aras ve Cansaran (2006) tarafindan
likenler i¢in bildirilmis olan mini prep yontemine gore gergeklestirilmistir. Bu

yontemin safhalar1 agagidaki gibidir.

0.1g liken Ornegi sivi azot kullanilarak havanda ezilir. 1.5ml lik ependorf tiiplere
alman orneklerin tizerine 1ml DNA ekstraksiyon ¢ozeltisi ( 0.04 M Tris pH:8, 0.04 M
EDTA pH:8, 0.8 M LiCl, %2 CTAB, %4 PVP) ve 10ul merkaptoetanol eklenir.
Ornekler 65°C’ye ayarli su banyosunda ara ara ¢alkalanarak 15 dk bekletildikten sonra
oda kosullarinda sogultulur. 0.5 ml kloroform/isoamilalkol (24:1V/V) eklenir ve
karigtirilir. Sonrasinda 14000 rpm’de 4 dk santrifiij islemi yapilir. Santriflij sonrasi
siipernatan kisim diger bir ependorf tiipe alinip {izerine bir hacim (yaklasik 0.8 ml)
isopropanol eklenir. 15 dk siire buzda bekletildikten sonra 6rnekler 14000 rpm de 10
dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi siipernatan kisim atilir ve tiipte kalan DNA
%70’lik etanolle yikanir. Etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra DNA, 50-100ul TE
(10 mM Tris-Cl pH:8, 1 mM EDTA pH:8) igerisinde ¢oziiliir.

Izole edilen DNA miktar1 ve saflig1 spektrofotometrik ve elektrofroretik yontemlerle
belirlendi. DNA konsantrasyonu 260 nmde 1 ODnin 50 pg/ml ¢ift zincir DNA’ nin
absorbsiyon degeri oldugu gbéz Oniine alinarak hesaplandi ve ayrica 260nm/280nm
degerine gore DNA’nin saflik derecesi degerlendirildi. DNA’nin varlig1 agaroz jelinde
elektroforetik olarak da gozlemlendi. Son konsantrasyon 0.5 mg/ml olacak sekilde

etidyum bromiir boyas: eklenmis, %1’lik agaroz jeline ornekler yiiklendikten sonra
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100 voltta 30 dk yiiriitiildii ve UV 15181 altinda bantlarin varlig: tespit edildi. Syngene

Gene Snap Version 6.04 jel analiz sisteminde fotograflari ¢ekildi.

3.2.3 PCR analizleri

PCR reaksiyonlari, 200ng DNA, 0.8uM ITS1F (CTTGGTCATTTAGAGAAGTAA;
Gardes ve Bruns 1993) ve 0.8uM ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC; White ef al.
1990) primerleri, SmM MgCl, , 0.1mM dNTP ler, S5ul 10X PCR tamponu, 0.5 U Taq
Polimeraz (Promega) igerecek sekilde 50ul toplam hacim igerisinde, asagidaki

sartlarda Progene-Techne markali PCR cihazinda PCR reaksiyonlar1 baslatilir.

PCR Dongii kosullari:

95°C 2 dk 6n denatiirasyon
"94°C 30 sn, 52 °C 1dk, 72°C 1.5 dk" (35 dongii)
72°C 8 dk son uzama

Bu PCR kosullarinda ¢ogaltilan DNA lar yine %]1°lik agaroz jel iizerinde etidyum
bromiir varliginda, 100 voltta 30 dk yiiriitiildiikten sonra Syngene Gene Snap Version

6.04 jel analiz sisteminde, UV 15181 altinda gbzlemlendi ve fotograflar ¢ekildi.

PCR sonucunda elde edilen jel goriintiilerinde PCR iirlinlerinin, istenilen saflikta elde
edilemedigi gézlemlendigi i¢in reaksiyonlar degisik PCR optimizasyon kosullarinda

birgok kez tekrarlandi. MgCl, konsantrasyonlar1 degistirildi.

3.2.4 Dizi analizi:

Dizi analizine alinacak PCR f{irtinleri Wizard DNA piirifikasyon sistemi (Promega) ile
saflagtirilmistir. Bunu takriben saflagtiritlan PCR {iriinlerinin miktarinin tespiti igin
iiriinlerin bir kism1 100bp DNA ladder molekiiler agirlik belirteci ile beraber %1.5 lik

agaroz jellerinde incelenmistir.
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PCR firiinlerinin boya sonlandirici dongii dizi analizi kiti (Amersham Biosciences
Corp., Piscatway, A.B.D.) ile dongii dizi analizi metoduna gore iireticinin protokoliine
uygun olarak ‘Open Gene & Automated DNA Sequencing System’ (Visible Genetics
Piscatway, A.B.D.) cihazinda dizileri ¢ikartilmistir.

PCR sonucunda elde edilen iiriinlerde ¢ift bant gozlenen 6rneklerin Wizard DNA
piirifikasyon sistemi (Promega) ile jelden purifikasyonu yapilmigtir. PCR sonrasi
ornekler diisiik erime sicaklikli jelde (%1°lik nusieve agaroz jel) ylriitilmiis ve UV
altinda gozlenen istenilen DNA bantlari, jilet yardimiyla jelden kesilip ¢ikartilmistir.
Cikarilan bantlar bir ependorf tiibe alinarak 70 °C’de tamamen eriyinceye kadar
inkiibe edilmistir. Eriyen agaroza 1ml rezin eklenip, 20 dk boyunca karistirilmistir.
Her bir 6rnek i¢in Wizard miniklonu hazirlanmis, hazir siringa haznesi miniklona
takilmigtir. Rezin-DNA karisimi, siringa igerisine pipetle aktarilmig, vakumla
miniklon igerisine ilerletilmistir. Kolon %80’lik izoprapanol ile yikanmis ve yine
izopropanolu miniklon boyunca ilerletmek i¢in vakum uygulanmistir. 30 dk boyunca
vakum yoluyla rezin kurutulmus, minikolon bir mikrosantrifiij tiipe konularak 2dk
boyunca 10000 rpm’de santrifiije tabi tutulmustur. Miniklon yeni bir mikrosantrifiij
tiiptine aliarak tizerine 50 pul TE eklenip 1 dk beklenmistir. Sonrasinsa DNA
fragmentlerine ayirmak i¢in minikolon 20 dk boyunca 10000rpm’de santrifiij
edilmigtir. Santrifiij sonras1 elde edilmesi beklenen DNA Ornekleri agaroz jelde

yiiriitiilmiis ancak herhangi bir sonug alinamamastir.

ITSIF ve ITS4 primerleri ile kiiclik alt {inite geninin sonu, ITS1, 5.8.geni ve ITS2 ve
biiyiik alt {inite geninin 5° ucunu igeren bolge ¢ogaltilmis ve dizi analizine alinmstir.
Cift zincirden dizi analizi gergeklestirildigi i¢cin okuma hatalar1 sonucu ortaya ¢ikan
kararsiz durumlar, tamamlayict zincirin Clustral W.1.83 programi ile kiyaslamasi
sonucunda ¢oziilmiistiir. Diziler ayrica, yine ayni1 programla siralanmis ve gorsel
olarak ayarlanmistir. Diziler siralandiktan sonra kararsiz kalinan bolgeler ¢ikartilmig
ve kayip veri olarak degerlendirilmistir. Hypogymnia cinsine ait Anadolu’dan elde
edilen iki tiir Hypogymnia tubulosa (Antalya) ve Hypogymnia physodes (Glimiishane)
bu c¢alismada dizisi ¢ikartilan ve yeni veri olarak Gen Bankasina sunulacak olan

tirlerdir. Yine bu gruba yakin olarak bilinen tiirlere (Neofuscelia pulla (Bolu,
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Mengen), Melanelia septentrionalis (Karabiik), Parmelina tiliaceae(Karabiik)) ait
diziler laboratuarimizda elde edilmis verilerdir. Bunlara ilave olarak Gen Bankasi
verilerinden, Hypogymnia physodes tiirine ait H4phyAF141368 (Isveg),
H6phyAF058036 (Isveg) iki drnege ait diziler indirilmis ve filogenetik analizlerde

kullantlmistir.

3.2.5 Filogenetik analiz:

Anadolu’dan elde edilen Hypogymnia tubulosa (Antalya) Hypogymnia physodes
(Giimiighane) tiirleri ile Neofuscelia pulla (Bolu, Mengen), Melanelia septentrionalis
(Karabiik), Parmelina tiliaceae(Karabiik) tiirlerine ait diziler ve Gen Bankasindan
indirilmis diziler siralanmis, tiim veriler MEGA3 programi ( Kumar et al. 2004 ) ile

analiz edilip, dendrogram elde edilmistir.
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4. BULGULAR

Tiirkiye’nin ¢esitli yerlerinden toplanmis Hypogymnia farinacea, Hypogymnia
laminisorediata, Hypogymnia physodes, Hypogymnia tubulosa tiirlerinin Miniprep
yontemi ile DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA’larinin agaroz jel

elektroforezinde gozlenebilen bantlar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

1.6rnek:  H. laminisorediata (Marmara Universitesi Herbaryumu 693)
2.6mek:  H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 262)
3.0rnek:  H.tubulosa (Antalya)

4.6rnek:  H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 1003)
5.6rnek:  H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 241)
6.6mek:  H. farinaceae (Marmara Universitesi Herbaryumu 570)
7.6rmek:  H. tubulosa (Glimiighane)

8.0rnek:  H. tubulosa (Ankara, Tugrul)

9.6rnek:  H. tubulosa (Ankara, Beynam)

10.6rnek: H. physodes (Glimiishane)

11.6rnek: H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 044)
12.6mek:  H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 569)
13.60rmek: H. tubulosa (Karabiik, Yaylacik)

14.6rmek:  H.physodes (Giresun)

15.6mek: H.physodes (Karabiik, Yaylacik)
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Sekil 4.1 Hypogymnia tiirlerinin mini prep yontemine gore gerceklestirilen DNA izolasyonu
sonucunda elde edilen DNA bantlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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Cizelge 4.1 Hypogymnia tiirlerinin mini prep ydntemine gore gergeklestirilen DNA
izolasyonu sonuglar1

Kuyu | Ornek ismi (Lokalite) Sonug¢
1 1. H. laminisorediata (Herbaryum) -
2 2 H.. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 262) -
3 2 H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 262) -
4 3. H. tubulosa (Antalya) +
5 4. H. physodes (Herbaryum 1003 nolu érnegi) -
6 4. H. physodes (Herbaryum 1003 nolu érnegi) -
7 5. H. physodes (Herbaryum 241 nolu drnegi) +
8 6. H. farinaceae (Marmara Universitesi Herbaryumu 570) +
9 7. H. tubulosa (Guimiighane) +
10 8. H. tubulosa (Ankara, Tugrul) +
11 9. H. tubulosa (Ankara, Beynam) ++
12 10. H. physodes (Glimiighane) ++
13 Bos kuyu 0
14 10.H. physodes (Giimiighane) ++
15 11.H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 044) -
16 12. H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 569) +
17 13. H.tubulosa (Karabiik, Yaylacik) +
18 Bos kuyu 0
19 14.H.physodes (Giresun) ++
20 15.H.physodes (Karabiik) ++
21 14.H.physodes (Giresun) ++
22 Bos kuyu 0

- bant yok, + hafif bant var, ++ belirgin bant var, 0 érnek yok

Cizelge 4.1°de gosterildigi lizere DNA izolasyonu sonucunda, her 6rnegin DNA si1
elde edilememistir. DNA bantlar1 ¢ok net veya hi¢ gozlenemeyen 6rneklerin tekrar
DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmis ve elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2 ik DNA izolasyonunda sonug alinamayan Hypogymnia tiirlerinin mini prep ydntemine
gore gerceklestirilen ikinci DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA bantlar1

Cizelge 4.2 1k izolasyonda sonug alinamayan Hypogymnia tiirlerinin mini prep
yontemine gore gerceklestirilen ikinci DNA izolasyonu sonuglari

Kuyu | Ornek ismi (Lokalite) Sonug
1. H. laminisorediata (Herbaryum) +

[

1. H. laminisorediata (Herbaryum) +

2 H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 262) -

2 H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 262) -

4. H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 1003) -

. H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 1003)

. H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 241)

. H. farinaceae (Marmara Universitesi Herbaryumu 570)
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. H. tubulosa (Ankara, Tugrul)
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16 8. H. tubulosa (Ankara, Tugrul)

17 11.H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 044)
18 11.H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 044)
19 12. H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 569)
20 12. H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 569)

21 12. H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 569)

22 13. H.tubulosa (Karabiik, Yaylacik)
- bant yok, + bant var

e e o e e e e e o S o e o
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Cizelge 4.1 ve 4.2’de DNA bantlarinin varlig1 gosterilen Hypogymnia drneklerinin ITS
bolgelerini ¢cogaltmak i¢in PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Bu islem sonucunda
cogaltilan DNA’larin, agaroz jel elektroforezinde gozlenen bantlar1 Sekil 4.3°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Hypogymnia tiirlerinin PCR sonucunda elde edilen DNA
bantlarinin elektroforez goriintiisii

Cizelge 4.3 Hypogymnia tiirlerinin PCR sonuglar1

Kuyu | Ornek ismi (Lokalite) Sonu¢
2 1. H. laminisorediata (Herbaryum) +
3 3. H. tubulosa (Antalya) +
4 6. H. farinaceae (Marmara Universitesi Herbaryumu 570) -
5 7. H. tubulosa (Giimiishane) +
6 8. H. tubulosa (Ankara, Tugrul) +
7 9. H. tubulosa (Ankara, Beynam) +
8 10.H. physodes (Giimiishane) +
9 11.H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 044) -
10 12. H. tubulosa (Marmara Universitesi Herbaryumu 569) -
11 13. H. tubulosa (Karabiik, Yaylacik) +
12 14.H.physodes (Giresun) +
13 15.H physodes (Karabiik) +

- bant yok, + bant var

PCR sonucunda bazi drneklerden (H. farinaceae (Marmara Universitesi Herbaryumu
570), H. physodes (Marmara Universitesi Herbaryumu 044), H. tubulosa (Marmara
Universitesi Herbaryumu 569)) PCR’lar1 sonucunda ITS bélgeleri elde edilemedi,

sonu¢ gozlenen birgok oOrnekde ise (H.laminisorediata (Herbaryum), H.tubulosa
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(Antalya), H.tubulosa (Giimiigshane), H.tubulosa (Ankara,Tugrul), H. tubulosa
(Ankara,Beynam), H.tubulosa (Karabiik), H.physodes (Giresun), H.physodes
(Karabiik) ITS bolgesi disinda istenmeyen, 6zgiil olmayan bantlar gozlendi. Bu 6zgiil
olmayan  bantlarin  ortaya ¢ikmasimi  engellemek icin  farkli  MgCl,
konsantrasyonlarinda PCR reaksiyonlar1 tekrarlandi ve primerlerin 6zgiil olmayan
bolgelere baglanip, o bolgeleri ¢ogaltmalar1 engellenmeye calisildi. Sekil 4.4.°de
Hypogymnia physodes (Giresun) tiiriiniin farkli MgCl, konsantrasyonlarinda ITS

primerleriyle PCR sonuglar1 gosterilmektedir.

H.physodes (Gireson)

2. 83 AN 6 7
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Sekil 4.4 Hypogymnia physodes (Giresun) tiiriiniin [MgCl,]=3mM, [MgCl,]=3.5mM,
[MgCl,]=4mM, [MgCl,] =4,5mM, [MgCl,]=5mM, [MgCl,]=5.5mM
konsantrasyonlarinda yapilan PCR’lar1 sonucunda elde edilen DNA bantlar1

Cizelge 4.4 Hypogymnia physodes (Giresun) tiiriiniin farkli MgCl, konsantrasyonlarinda PCR

sonuglari
Kuyu | Ornek ismi (Lokalite) [MgClL] Sonu¢

1 Hypogymnia physodes (Giresun) 3mM ++
2 | Hypogymnia physodes (Giresun) 3,5mM ++
3 Hypogymnia physodes (Giresun) 4mM ++
4 | Ornek yok 0

5 Hypogymnia physodes (Giresun) 4,5mM ++
6 Hypogymnia physodes (Giresun) SmM ++
7 | Hypogymnia physodes (Giresun) 5,5mM ++

+ hafif bant var, ++ ¢ift bant var, 0 6rnek yok

52



Hypogymnia physodes (Giresun) tiiriiniin farkli MgCl, konsantrasyonlarinda ITS
primerleriyle PCR sonuglart dikkate alindiginda, Cizelge 4.4’de de belirtildigi gibi
biitiin MgCl, konsantrasyonlarinda, Hypogymnia physodes (Giresun) tiiriine ait 6zgiil
olmayan bantlar gozlemlenmistir. Bu bantlarin igerisinde en az belirgin olan bantlar
[MgCl,]=3mM ve [MgCL]=4mM kosullarinda ortaya ¢ikmistir. Bu sonu¢dan yola
cikarak diger DNA Orneklerininde [MgCl,]=3mM ve [MgCl]=4mM kosullarinda
PCR’lar1 gergeklestirilmis ve reaksiyonlar sonrasi Sekil 4.5’de gosterilen DNA

bantlar1 elde edilmistir.
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Sekil 4.5 Hypogymnia tiirlerinin farkli MgCl, konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan PCR
sonucunda elde edilen DNA bantlarinin elektroforez jel goriintiisii.

Tiim calismalar sonucunda elde edilmis tim DNA’lar dizi analizine gonderilmis dizi
analizi Oncesi istenilen bolgeye 6zgii DNA’lar Wizard DNA piirifikasyon sisteminin
(Promega) PCR firiinlerinden DNA saflastirilmasi protokoliine gore saflastirilmaya
calisilmis ancak yalnizca [MgCl,]=3mM PCR kosullarinda elde edilmis H. physodes
(Giimiigshane) ve H. tubulosa (Antalya) Orneklerinden ITS bolgesi dizileri elde

edilebilmistir.
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Cizelge 4.5 Hypogymnia tiirlerinin farkli MgCl, konsantrasyonlarinda PCR sonuglari

Kuyu | Ornek ismi (Lokalite) [MgCl,] | Sonug
1 H. laminisorediata (Herbaryum) 3mM -
2 H. tubulosa (Antalya) 3mM +
3 H. tubulosa (Giimiishane) 3mM -
4 H. tubulosa (Ankara, Tugrul) 3mM -
5 H. tubulosa (Ankara, Beynam) 3mM -
6 Belirteg 0
7 H. physodes (Giimiishane) 3mM +
8 13. H.tubulosa (Karabiik, Yaylacik) 3mM ++
9 14.H.physodes (Giresun) 3mM -
10 15.H.physodes (Karabiik) 3mM -
11 Bos kuyu 0
12 Bos kuyu 0
13 H. laminisorediata (Herbaryum) 4mM -
14 | H. tubulosa (Antalya) 4mM +
15 H. tubulosa (Giimiishane) 4mM -
16 | H. tubulosa (Ankara, Tugrul) 4mM ++
17 | H. tubulosa(Ankara, Beynam) 4mM +
18 | H. tubulosa(Ankara, Beynam) 4mM +
19 H. physodes (Giimiighane) 4mM +
20 13. H.tubulosa (Karabiik, Yaylacik) 4mM -
21 14.H.physodes (Giresun) 4mM -
22 15.H. physodes (Karabiik) 4mM ++

- bant yok, + hafif bant var, ++ ¢ift bant var, 0 6rnek yok

Dizi analizi i¢in istenilen saf ITS bdlgesi DNA’sina ulasabilmek i¢in, PCR sonucunda
elde edilen tiim DNA’lar bir jelde yiiriitiilmiis ve istenilen DNA bantlar1 jelden kesilip
Wizard DNA piirifikasyon sisteminin (Promega) diisiik erime sicaklikli jelden DNA
saflagtirllmas1 protokoliine gore saflastirilmaya calisilmistir. Saflastirma sonrasinda

Sekil 4.7°de gosterildigi iizere protokol basarili sonu¢ vermemis ve istenilen DNA’lar

saflastirilamamuistir.

PCR ve saflastirma islemleri sonucunda elde edilen bantlardan farkli iki tlire ait iki
ornegin (Glimiishane’den toplanmis Hypogymnia physodes ve Antalya’dan toplanmis
Hypogymnia tubulosa) dizi analizleri gerceklestirilebilmistir. PCR amplifikasyonu ile

elde edilen hedef dizilerin ¢ift yonlii dizi analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen diziler

Clustral X programu ile siralanmistir.
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Sekil 4.6 Cift bant gozlenen 6rneklerin bandi Wizard DNA piirifikasyon sistemi (Promega) ile
saflagtirilmasi sonucunda elde edilen drneklerin elektroforez jel gdriintiisii

Dizi analizi sonucunda Hypogymnia 6rneklerinden siralanabilir 861 niikleotid elde
edilmistir. Bu bolgelerden 357 niikleotidin sabit (C), 312 niikleotidin degisken (V),
oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 107 niikleotidlik boélgenin ise parsimoni
informatif oldugu analizler sonucu ortaya ¢ikmistir. Elde edilen ITS dizileri asagidaki

gibidir.

Hypl (Hypogymnia physodes (Glimiishane))

TTTCTCACCCCCGCGCGCCATTCCGAAAGACACCCAACCTGAATCGCCCGG
AAAATTTGGTTGCCAGCCCGCGAACCTAGCAAAAGGGTTTTACGGCAACG
AATATTATAGAGGTGGCTTCCCCCTCGGGGTTCGCCCCACCTCTCACCATT
GTTATCTACCTTAGTGCTTGGCGGCTTGGGGTCGCCTCACGCGGACTCGGA
GGGGTGACGGCCCGCAGAGCCCAATAAATCCGTTATGCAGTATATCAGAA
CAAAATTACTATAGTAAAAACTTTCAAACAAACGGAATCTCTGGTTCCAGC
ATCGATGAAAGAACGCAGCGAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATACACCCCTCAAGCGTAGCTTGGTATTGGG
TCCTCCCCCCCGGGGCGTGCCCGAAAAGCAGTGGCGGCTCGGTGTGACTTT
AAGCGTAGTAAATTTTCATCCCGTCTTTGAAAGTTCGCCCCGTGGCTTGCC
AGACAACCCCGATTTTATTTTCAATGATTGACCT
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Hyp3 (Hypogymnia tubulosa (Antalya))

CTCTCCTTGCCCCATAAATGTCACAACAACCTCGACCCAAATTCCCGATAA
CGAGGGCCCGTGGAAAGGTTTGCCAGTTTCCCCCCCAGATTTGGTTTAGGG
CCAAGGAGTTTTAAAAAAGGGGCCTCCCCTCCGGGTTTCGCCCCAACCTCT
TACCAATTTATATCTACCTTGTTGTATTGGCAAACATAAGGTCACCTGCGC
TGACTTCGGGCTAAGAGACGCCTTTCAGAGCCATTCAATTCTGCCTATCCA
GTTTATCAGGACAAAAACATAATAGTCAAAACTTCAAGAACGGATCTCTG
GGTTCCGAGCATCGATGAGGACGCAGCGAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAAATCTTTGAACGCACATGCGCCCCTCGGT
ATTTCCGAGCGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCCTCAAAGCGT
AGCGTAGGTATTGGGTTGCTCGCCCCCGCGGCGTGCCGCGAAAAGCAGTG
GCGGTCCGGTGTGACTTTAAGCGCAGTAAATCTTCCCCGCTTTGAAAGTTC
GCCCCGTGGCTTTCCCAGACAACCCCGATTGATTTCAAGATGA

Bu o6rneklerin dizileri, asagida dizileri verilen Isve¢’ten toplanmis ve dizi analizi
yapilmis H4phyAF141368, H6phyAF058036 kodlu Hypogymnia cinsi iyeleri ve
laboratuarimizda farkli ¢aligmalar kapsaminda elde edilmis Hypogymnia cinsine yakin
ozellikleriyle bilinen Neofuscelia pulla, Bolu, Mengen (Pal3), Melanelia
septentrionalis, Karabiikk (Pal6), Parmelina tiliaceae, Karabiikk (Pa27) tiirlerinin
referans dizileriyle siralanmigtir. Referans olarak kullanilan bu diziler asagidaki

gibidir.

H4phyAF 141368 (Hypogymnia physodes (Isveg))

GTTTCCGTAGGTGAACCGTTTGCCTATCGAAAGCCCTCGCAGCGACTCTAA
ATAACTGCCCGAGTCTACCCCTTACCAGGGGCGGGCAACGCTATCAGTCTG
CGCTGGAAGCTCCTCTCGTCAGAGGGCCAACCAGCAGCTTCAGGGAGCCC
CTGAAGTCCACAGATCAAACGATAGCGGCCACAATGTGGTTTAGATATGA
CCGGCCCCAACCGCTAAGCGGATGGATGCGGAAGGATCATTACTGAGAGA
GGGGCTTCGCGCTCCCGGGGGTTTCGGCCCCTACCTCTTCACCCATTGTTTA
TCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCTTTGGGGTTCGCCTCACGCCGGACTTCG
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GACTTCGGACTGGTGAGCGCCCGCCAGAGGCCCATTAAATTCCGTTTATGC
AGTATTACAGAACAAAATTACTATAGTAAAAACTTTCAACAACGACGGAT
CTCTTNGTTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCCTCAAGC
GTAGCTTGGTATTGGGTCCTCGCCCCCCGGGGCGTGCCCGAAAAGCAGTG
GCGGCTCGGTGTGACTTTAAGCGTAGTAAATTTTCATCCCGCTTTGAAAGT
TCGCCCCGTGGCTTGCCAGACAACCCCATTTATTTCAATGATTGACCTCGG
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC

H6phyAF058036 (Hypogymnia physodes (Isveg))

GCGGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGAGAGGGGCTTCGCGCTCCCGG
GGGTTTCGGCCCCTACYTCTTCACCCATTGTTTATCTACCTTTGTTGCTTTG
GCGGGCTTTGGGGTTCGCCTCACGCCGGACTTCGGACTGGTGAGCGCCCGC
CAGAGGCCCATTAAATTCCGTTTATGCAGTATTATCAGAACAAAAATTACT
ATAGTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCAGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTACACCCCTCAAGCGTAGCTTGGTATTGGGTCCTCGCCCC
CCGGGGCGTGCCCGAAAAGCAGTGGCGGCTCGGTGTGACTTTAAGCGTAG
TAAATTTTCATCCCGCTTTGAAAGTTCGCCCCGTGGCTTGCCAGACAACCC
CATTTATTTCAATGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAATAAGNGAGGAAA

Pa 13 (Neofuscelia pulla, Bolu Mengen )

ACAGGGTTTCGTAGTTGAACCTGCGGGAAGGATCATTATTGAGAGAGGGG
CCTCGTGCTCCCGGGGGTTTCTGGCCCCCAACTCTTCACCCCTTGCCTACCT
ACCTTTGTTGCTTTGGCGGACCCGGGAATCCTCTCGCGCTGGCTCTTTAAG
CCGGTGCGCGTCCGTCAGAGGGCCATTTAATTCTATTTAATCTATGACGTC
CGAGTCTAAACACAAATGAATAAAAACTTTCAACAACGGGATCTCTTGGTT
CCAGCATCGATGAAGGAACGCAGCGAAATGCGATAAAGTAATGTGGAATT
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GCAGAATTCAGGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGG
CAATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCCTCCTAAAGCG
CAGACTTGGTACTTGGGCTCTTCGCGCCCCTGCGGCGTGGGCCGAAAAAGC
AGTGGCGGTCCGGCGTGACCTCTTTAAGCGTAAGTGAACATCCTCCCCGCG
CTGTTAGAAGCATCTCGTCTGTGGCCGGCCAGAGAACCTATTTATTTCCAT
AATGACACTCTGATCAGGTAGAGATA

Pal6 (Melanelia septentrionalis (Karabiik))

TCATTATTAAAAAAGGGCGTCTTCTTCTCCGGGGTTTCGGCCCCCAACTCTT
CACCCCTTGCCTACCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGACCCGGGAACCCTCTCG
CCCTGGCTCTTAAGCCGGTGCGCGTCCGTCAGAGGCCCATTTAAATTCTAT
TTAATCCTTGAAGTCCGAGATCTAAACACAATGAATAAAAACTTTCAACAA
CGGATCTGCTTGGTTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCCTCGGGCATTCCGGGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTTGCACCCCTTCAAGCGCAGCTTGGTATTGGGCTCTCGCCCCTGCG
GCGTGGCCGAAAAACAGTGGCGGTCCGGCGTGACTTTAAGCGTAGTAACA
TCTTCCCGTTTAAGCAA

Pa27 (Parmelina tiliaceae (Karabik)

CTTCCCCCTCCCGGGGGCTCCGGCCCTCAACTCTTCACCCGTTGACGATAT
ACCTTTGTTGCTTTGGCGGACCTCGGGACCACTCTCGCACAGGCTTATAAA
TCGGCGAGCGTCCGTCAGAGGCGCCCTTGTAAATCGACTTAATTCGTGAAG
TCCGAGTTTAAAGAGTAATAGTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTAGGT
TCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTCGGTA
TCCCGGGGCCCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCCTTCAAGCCGCGGC
TTGGTATTGGGCTCTCGCCCGCGTGGCGTGTCCGAAAAGCAGTGGCGGTCC
GGTGCGACTTTAAGCGTAGTAAATTCGATCCCGCTTTGAAGTACTCGTCCG
CGCCCGGCAGACAACCCCATCATTCGTTATTGACCTCGGATCAGGTAGGGG
TACCCG
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Cizelge 4.6 Dizisi karsilastirilan 6rneklerin numaralandirilmast ve Gen

bankasindaki isimleri

No | Ornegin ismi lokalitesi Gen bankas1 adi
1] | Hypogymnia physodes (Isveg) H4pHyAF141368
2] | Hypogymnia physodes (Isveg) H6pHyAF058036

3] | Hypogymnia physodes (Glimiishane)

5] | Melanelia septentrionalis (Karabiik)

6] | Parmelina tiliaceae (Karabiik)

71 | Hypogymnia tubulosa (Antalya)

[
[
[
[4] | Neofuscelia pulla (Bolu, Mengen)
[
[
[

Cizelge 4.7 Dizisi karsilastirilan 6rneklere ait benzerlik indeksi

5

6 7]

2] |0.000

0.061 0.061

]
4] 0.180 0.180 0.230

5] 10.2170.217 0.251 0.069

6] [0.2160.216 0.248 0.192 0.159

71 10.1750.1750.211 0.266 0.288

Cizelge 4.8 Karsilastirilan drneklerin dizilerinin igerdigi baz sayilart

T(U) C A G Toplam
H4pHyAF141368 | 239 | 27.6 | 22.8 | 25.7 790
H6pHyAF058036 | 25.5 | 25.5 | 234 | 25.5 580
HlpHy 240 | 279 | 242 | 24.0 592
Pal3 249 | 266 | 22.5 | 259 586
Pal6 25.6 | 279 | 22.7 | 23.7 476
Pa27 24.1 | 28.7 | 22.1 25.0 515
H3TUB 245 | 27.6 | 248 | 23.1 601
Ortalama 246 | 274 | 232 248 591.4

Dizilerin karsilastirilmasi sonucunda, elde edilen ii = Identical Pairs (Ayni ¢iftler), si =

Transitionsal Pairs ( Transisyon oranlari), sv = Transversional Pairs (Transversiyon

oranlar1), R = si/sv oran1 degerleri Cizelge 4.9’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.9 Karsilastirilan drneklerin i¢erdikleri dizi ¢iftleri ve sayilart

R=

Mgili bolge | ii si| sv | si/sv |[TT|TC| TA| TG | CT | CC |CA|CG
ITS

bolgesi | 401 | 51 | 5 1.0 |99]115] 6 5 15 (108 7 | 7

AT |AC| AA| AG |GT|GC|GA | GG | Top.
8 6 | 92 11 516 9 | 102 | 501.6

Siralanan tiim dizilerin MEGA3 programu ile farkli yontemler (UPGMA, NJ, MP ve ML)

kullanilarak analiz edilmesi sonucunda Sekil 4.7 - 4.10°da gdsterilen dendrogramlar

elde edilmistir.

100 | H. physodes (Isveg) H4pHyAF141368
100 H. physodes (Isvec) H6pHyAF058036

H. physodes (Giimiighane)

H. tubulosa (Antalya)

-Parmelina tiliaceae (Karabiik)

98 | Neofuscelia pulla(Bolu, Mengen)
100 | Melanelia septentrionalis(Karabiik)

0.02

Sekil 4.7 UPGMA ( Unweighted Pair- Group Method of Arithmetic Avarage) dendrogram

o9 |H. physodes (Isveg) H4pHyAF141368
'H. physodes (isveg) H6pHyAF058036

H. physodes (Giimiighane)
H. tubulosa (Antalya)

99

Parmelina tiliaceae (Karabiik)

IiNeofuscelia pulla(Bolu, Mengen)

o7 | Melanelia septentrionalis(Karabiik)

100

0.02

Sekil 4.8 Neighbour - Joining dendrogrami
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99

og | H. physodes (Isveg) H4pHyAF 141368
H. physodes (Isveg) H6pHyAF058036

H. physodes (Glimiishane)

H. tubulosa (Antalya)

100

-Parmelina tiliaceae (Karabiik)

——— Neofuscelia pulla(Bolu, Mengen)

0.02

Sekil 4.9

99

o7 | Melanelia septentrionalis(Karabiik)

Maksimum parsinomi dendrogrami

H. physodes (isveg) H4pHyAF141368

98
—:H. physodes (Isveg) H6pHYAF058036

H. physodes (Giimiishane)

Parmelina tiliaceae (Karabiik)

100

—:Neofuscelia pulla(Bolu, Mengen)
93

Melanelia septentrionalis(Karabik)

Se

H. tubulosa (Antalya)

kil 4.10 Maksimum benzerlik dendrogrami
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6. TARTISMA ve SONUC

Likenlerle yapilan DNA dizi analizleri 6zellikle son on yil icerisinde ¢ok Onemli
bilgilerin birikimini saglamistir. Ozellikle ITS1 ve ITS2 olarak adlandirilan, ITS
bolgeleri, kodlanmayan iki ara (spacer) bolge olmalar1 bakimindan bu c¢aligmalar i¢in
cok uygun olmuslardir. Bu ara bolgeler tDNA’nin kodlanan boélgelerine kiyasla
selektif avantaj sunduklar1 i¢in daha fazla mutasyon biriktirebilmekte ve tiirlerarasi,
tiirici ve hatta populasyon diizeyinde var olan polimorfizmlerin ortaya ¢ikmasinda

etkili olabilmektedirler (White et al. 1990).

Likenlerle ilgili daha 6nceki filogenetik aragtirmalarda morfolojik ve kemotaksonomik
yontemler kullanilmistir. Ancak bu tanimlama calismalar1 likenlerin sistematik
kategorilerini tam olarak belirlemek i¢in yeterli olamamaktadir. Cok ekstrem
kosullarda yasayabilen likenler, bulunduklar1 ortamla uyum saglarken morfolojilerinde
ve kimyasal iceriklerinde birgok farklilik gosterebilirler. Farkli habitatlarda yasayan
ayni tlirlin bireyleri goriiniis itibariyle ¢ok farkli olabilirler ancak genetik yapilari ¢ok
kolay degisiklik gdstermez. Bu gibi engeller yiiziinden sistematik ¢aligmalarda son
yillarda molekiiler yontemlerin kullanimi artmistir. Likenlerin DNA’ya bagli olarak

elde edilen verileri daha stabildir ve ger¢ege en yakin sonuglar1 saglar.

Bugiine kadar birgok liken cinsiyle ITS dizi analizi ¢aligmasi yapilmis ve gecmiste
klasik yontemlerle elde edilmis verilerle dizi analizi sonucu elde edilen sonuglar

karsilastirilmistir.

Diinya literatiirinde Hypogymnia cinsi ile yapilan farkli dizi analizi caligmalari
olmustur. Ancak rDNA ITS bolgesi bilgisinin kullanildigi ¢aligmalar oldukga
smirlidir. Yapilan caligmalarda genellikle diinya {izerinde oldukca yaygin olan
Hypogymnia physodes tiri kullanilmistir. 1999 yilinda Parmelicea ailesine ait
filogenetik iliskinin arastirildigi bir calismada, bu cinse yakin akraba olarak kabul
edilen farkl tiirlerle beraber Hypogymnia physodes tiiriiniin de ITS ve SSU rDNA
bolgesi dizileri incelenmistir. Hypogymnia physodes, ITS ve SSU+ITS bilgilerine gore
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olusturulan iki agagta da Evernia prunastri tiirii ile diger tiirlerden ayrilarak ikili bir

dal olusturmustur (Wedin et al. 1999).

2001 yilinda Crespo ve arkadaslari, SSU rDNA boélgesi dizi analizi ile Parmelia
likenlerinin filogenisini arastirdiklar1 ¢calismada da Parmelia cinsi ile bu cinse yakin
olarak kabul edilen diger birgok cinsle beraber Hypogymnia cinsine ait Hypogymnia
physodes tiiriiniin de SSU rDNA dizisi belirlenmistir. Hypogymnia physodes, toplam
31 tliriin neighbour joining metoduna goére filogenisinin sergilendigi agacta Evernia
prunastri, Brodoa intestiniformis, Arctoparmelia centrifuga, Pseudevernia furfuracea
tiirleriyle monofiletik bir grup olusturarak diger 25 tlirden ayrilmistir. Bu grupdan
ilerleyen zamanlarda sirasiyla Evernia prunastri, Brodoa intestiniformis,
Arctoparmelia centrifuga ayrilmis Hypogymnia physodes tiirii Pseudevernia
furfuracea tiirii ile ikili bir dal olusturmustur (Crespo et al. 2001). Bu iki ¢aligmanin
sonuclari, Hypogymnia physodes ile Evernia prunastri’nin iki calismada da ayni
atadan geldigi, ancak baska cesitli tiirler eklenerek Hypogymnia physodes’e Evernia
prunastri’den daha yakin yine ayni atadan gelen bagka tiirler olabilecegi de ortaya

cikarmaktadir.

Baska bir calismada Hypogymnia tubulosa tiirlerinin ketoasil sentaz gen bdlgesi bilgisi
belirlenmistir, Hypogymnia cinsine ait ikinci bir tilire ait dizi analizinin yapildig1 bu
calismada olusturulan dendrogramda Hypogymnia tubulosa daha once bahsedilmis
olan ¢alismada Hypogymnia physodes’in de ayni grupda yeraldig1 Evernia prunastri,
Brodoa intestiniformis, Pseudevernia furfuracea ile grup olusturmustur. Bu grupdan
stirastyla yine ilk Evernia prunastri sonrasinda Brodoa intestiniformis ayrilmis ve
Hypogymnia physodes tiirii yine Pseudevernia furfuracea tiri ile ikili bir grup
olusturmustur (Opanowicz et al. 2006). Bu calismalarda gerek Hypogymnia
physodes’in gerekse Hypogymnia tubulosa tiiri hem ITS bilgisi hemde farkli bir gen
bolgesi bilgisi 15181nda incelendiginde benzer tiirlerle benzer iliskiyi sergiledigi
goriilmektedir. Bu sonuglart Hypogymnia cinsi bireylerinin ayni atadan kok aldiklari
diger cins bireyleriyle benzer yakinliklar gosterdigi bu durumda aynmi ¢alismada aym
gen bolgeleriyle iki farkli tiirlin incelenmesi sonucunda bu iki tiiriin Pseudevernia

furfuracea tiiriinden de ayrilarak yeni bir grup olusturabilecegi sonucuna varabiliriz.
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Thell, 1999’da yayinladig: bir ¢calismasinda Parmeliaceae familyasindan 8 farkl tiiriin
grup I intron veya ITS bolgeleri, 4 tiiriin ise ITS bolgesi dizilerini elde etmistir. Dizi
bilgisini kullandigimiz H.physodes (AF141368) 6rnegi bu c¢alismada Parmeliaceae
familyas1 iiyesi diger tiirlerle beraber filogenetik olarak incelendiginde, ITS bolgesi
dizi bilgisine gore diger tiim tiirlerden ayrilarak Cavernuloria lophyrea adl tiirle ayri
bir dal olusturmustur. Cavernuloria ve Hypogymnia cinsleri farkli cinsler olarak
tanimlanmis olsada bu gruplasma, morfoloji, anatomi ve ikincil kimyalariyla da
desteklenmistir. Grup I intron bolgesi ve iki dizi bilgisinin birlestirilerek olusturulan
agaclarda ise bu tiirlerin grubuna ticiincii bir tiir, Parmelia saxatilis’1 eklenmistir ve
her iki agacda da bu tiirler diger tiim tiirlerden ayr1 dalda bulunmuslar ve filogenetik

analizde dis grup olarak belirlenmislerdir (Thell 1999).

Hypogymnia cinsine ait ITS dizi analizi gerceklestirilen ikinci tiir Tiirkiye’de
bulunmayan Hypogymnia hypotrella tiridiir. 2005 de yapilan bu ¢alismayla tiiriin ITS
dizi analizi bilgisi gen bankasina eklenmistir (Hur et a/. 2005). Bu tiirle ilgili herhangi

bir filogenetik ¢alisma yapilmamastir.

Bu ¢alismaya Tiirkiye’nin degisik yorelerinden toplanmis Hypogymnia cinsine ait dort
farkli tirle (Hypogymnia farinacea (Gumishane), Hypogymnia laminisorediata
(Giimiishane), Hypogymnia physodes (Tugrul, Yaylacik, Giimiishane, Giresun),
Hypogymnia tubulosa (Antalya, Beynam)) baslanmistir. Ancak materyal ve metot
boliimiinde belirtilen DNA izolasyonu ve PCR ve jelden DNA saflastirmasi
asamalarinda yasanan teknik sorunlar nedeniyle 2 tiire ait orneklerle (Hypogymnia
physodes, Hypogymnia tubulosa) ¢alismaya devam edilmistir. Bu 6rneklerin dizileri,
laboratuarimizda farkli c¢alismalar kapsaminda elde edilmis Hypogymmnia cinsine
yakinligiyla bilinen ii¢ farkli liken tiirline (Neofuscelia pulla (Bolu, Mengen),
Melanelia septentrionalis (Karabiik), Parmelina tiliaceae(Karabiik)) ait diziler ve Gen
Bankasi’ndan indirilen iki Hypogymnia physodes dizileri referans aliarak

incelenmistir.
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MEGA3 programu ile yapilan bu incelemede farkli filogenetik yontemlere (Neighbour-
Joining, Maksimum Parsinomi, Maksimum Benzerlik, UPGMA) goére dendrogramlar

elde edilmistir ( Sekil 4.3 - 4.6).

Elde edilen biitiin dendrogramlarda farkli lokalitelerden elde edilmis tiim Hypogymnia
physodes tiirleri kendi aralarinda bir grup, Hypogymnia cinsine yakinligiyla bilinen
gruba ait bireyler (Neofuscelia pulla (Bolu, Mengen), Melanelia septentrionalis
(Karabiik), Parmelina tiliaceae(Karabilik)) de yine kendi aralarinda bir grup
olusturmustur. Hypogymnia tubulosa (Antalya) Ornegi ise biitiin dendrogramlarda
diger bireylerden farkli bir grupta tek basina yer almistir. Analiz sonucunda farkli
yontemlere gore ortaya gikartilan dendrogramlarin tiimiiniin Boot Strap (Sec¢ dagit
testi)degerleri oldukega yiiksektir (96-100 arasinda degismekte). Bu degerler ve her bir
yontemle elde edilen filogenetik agaclarin birbirini destekleyen sonuglar vermesi elde

edilen filogenetik agacin glivenirligini arttirmaktadir.

Neighbour Joining ve Maksimum Parsinomi yontemleri sonucunda elde edilen
dendrogramlar birebir aynidir. Bu dendrogramlarda, Giimiishane’den elde edilen bir
ve Isveg’ten elde edilen iki Hypogymnia physodes tiirii %99’luk boot strap degeriyle
bir grup olusturmustur. Bu grup icerisinde birbirlerine olan genetik uzakliklar
Giimiishane 6rnegine kiyasla cok daha az olan Isve¢ drnekleri, agacta % 98-99°luk
boot strap degeriyle ikili yeni bir dal olusturmustur. Bu 6rneklerden tekli bir dal
olusturarak ayrilan Gilimiishane 6rneginin agagtaki dal uzunlugu dolayisiyla genetik
uzakhig1 fazladir. Filogenetik agagta, bir grup altinda toplanan ancak grup iginde
genetik farkliliklar sergileyen farkli lokalitelere ait H. physodes tiirline ait bireylerinin
dagilimi farkli habitatlarda, farkli ekolojik sartlarda yetisen aymi tiire ait likenlerin

zamanla farklilagabilecegini isaret etmektedir (Sekil 4.3).

Antalya yoresine ait Hypogymnia tubulosa 6rnegi ise filogenetik agacta tek basina bir
grup olusturmustur. Dendrogramda, bu 6rnegin Oncesinde Hypogymnia physodes
tiirlerinin olusturdugu grup ile tek bir dal tizerinde bulundugu ve zamanla evrimleserek

tek basina farkli bir grup olusturdugu anlasilmaktadir. Hypogymnia cinsine ait farkl
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tiirlerin dendrogramda koke dogru gidildikge tek bir dal {izerinde birlesiyor olmasi, bu

orneklerin ayni cinse ait bireyler olmasi sebebiyle beklenilen ve anlamli bir sonugtur.

Hypogymnia cinsine yakin cinsler olarak kabul edilmis diger ti¢ tiir, %100’liik boot
strap degeriyle bu gruplardan farkli olarak ayri bir ti¢lii grup olusturmuslardir. Bu ii¢li
grubun i¢inde Neofuscelia pulla, Melanelia septentrionalis’in genetik uzakliklar
Parmelina tiliaceae 6rnegine kiyasla ¢ok daha yakindir bu ylizden bu iki tiir grup
icinde ayr1 ikili bir dal olusturmuslardir. Bu dalin boot strap degeri %96-97°dir, bu
deger bu iki tiirlin birbirine yakinligin1 giivenilir kilmaktadir. Parmelina tiliaceae tiirii
ise Hypogymnia tiirlerine gore bu iki tiire genetik olarak ¢ok daha yakin oldugu i¢in
farkl1 bir dal {izerinde olsa da bu grupta yer almistir. Koke dogru gidildikce
dendrogramdaki diger dort ornekle ayni diigiimde farkli iki dallar olarak
birlesmektedirler. Bu durum Hypogymnia tiirlerine yakin olarak bilinmesine ragmen
farkli cinslere ait bireyler olmalar1 nedeniyle anlamlidir. Bu 6rnekler i¢in Hypogymnia
cinsine ait bireylerle evrim siirecinin ¢ok daha erken evrelerinde farklilagtiklart

diistiniilebilir.

Elde edilen veriler 6lgiisiinde olduk¢a anlamli bir filogenetik agac olugsmustur. ITS dizi
analizi verileri likenlerdeki genetik benzerlik ve farkliliklar1 oldukga etkin bir sekilde
ifade edebilmektedir. Filogenetik agagta gozlenen genetik uzakliklar Hypogymnia

tiirleri arasindaki farklilasmanin oldukca fazla olduguna bir isaret sayilabilir.

Bu c¢alismada Tiirkiye’den degisik iki bolgeden toplanmus farkli iki Hypogymnia
tiirtintin ITS dizileri ¢ikartilmis ve Gen Bankasinda bulunan verilerle kiyaslanmistir.
Bilindigi gibi genotipleme konusunda PCR teknolojisine dayanan metotlar sagladigi
avantajlar goz oniinde bulundurularak diinyada siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada
da giiniimiiz biyoteknolojisinde kullanilan, son derece énemli bir yontem olan DNA
dizi analizi yontemi kullanilmistir. Genotipleme calismalarinda metodoloji olarak
RAPD, AFLP gibi farkli yontemlerde kullanilmaktadir ancak bu teknikler, likenlerin
simbiyotik yasami sebebiyle problem ¢ikarmaktadir. ITS dizi analizi ile sadece

mantara 6zgl primerler kullanilarak, bu engeller asilmis ve caligmada izlenilen bu
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yontemin, Hypogymnia cinsine ait orneklerdeki genetik farkliliklar1 ortaya ¢ikarmada
yeterli oldugu gosterilmistir. Ancak kullanilan birgok liken materyalinden, dizi analizi

gerceklestirilebilecek nitelikte DNA saflastirilamamastir.

Likenler, Anadolu’da gosterdigi tiir zenginligi ile Tiirkiye’deki biyogesitliligin 6nemli
bir kaynagidir. Bu calisma daha fazla tiir ve lokalite ile genis Olcekli olarak devam
ettirildigi takdirde tiirler arasindaki ITS cesitliligi, Hypogymnia cinsi de dahil birgok
liken cinsi igerisindeki evrimsel farklilasmay1 aydinlatmaya yardimci olabilecektir. Bu
ve benzeri arastirmalar Tiirkiye’deki zengin gen potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasina ve

korunmasina katki saglayacaktir.
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