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Bu c¢alisgmanmin amaci, Coprinus cinereus sporlarimn maksimum ¢imlenme
sicakliginin  belirlenmesi; normal ve ylUksek sicaklikta gelismis misel ve
meyvelerinin protein kombinasyonlarinin karsilastiriimasi ile sicakliga dayaniklilig:
ifade eden protein yapilarimn tespitidir.

CYM besiyerine ekilmis olan sporlar, 24 saat icinde 37 °C’ da 3 defa ayr1 ayr
cimlendirilmis ve ortalama gimlenme ylzdeleri hesaplanmistir. Bu islemler, 40, 41,
42, 43, 44 ve 47 °C sicakliklar icin tekrarlanmustir. Birbirinden farkl: ve saf kaltir
halindeki 43 monokaryon misel 43 °C ve 46 °C sicaklarda CYM besiyerinde
gelistirilmistir. Bu stire¢ sonunda gelisim hizlarinin dl¢tilmesi ile, yiksek sicakliga
dayanikli olanlar ve olmayanlar belirlenmistir. Yiksek sicakliga dayamkli olan 2
farkli monokaryonun kendi aralarinda ve yine yiksek sicakliga dayanikli olan ve
olmayan iki ayr1 monokaryonun birbirleriyle eslestirilmesi ile elde edilmis olan
dikaryon misel ve meyvelerinin ayrica, yiuksek sicakliga dayanikli olan ve olmayan
monokaryon misellerinin protein ekstraktlar: ¢ikarilmistir. Proteinler, SDS-PAGE
yontemi ile analiz edilerek molekuler agirliklarina gore ayristiril mustir.

Sporlar yaklasik olarak 41,2 °C’'da maksimum cimlenme oranina (% 19,53)
ulagsmustir. 38 numaralt hari¢, diger monokaryon misel protein profilleri birbirine
benzerlik gostermistir. Meyve ile misel protein profillerinin farkli oldugu tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Basidiomycetes, Cimlenme, SDS-PAGE, Meyve, Misel



ABSTRACT

M Sc THESIS

DETERMINING THE MAXiM UM GERMINATION TEMPERATURE
OF COPRINUS CINEREUS AND COMPARING THE PROTEIN
COMBINATIONS OF MYCEL AND FRUIT-BODIES WHICH
GROWSUP AT NORMAL AND HiGHER TEMPERATURES

Ali Murat KULCU

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF CUKUROV A

Supervisor : Prof. Dr. Omer COLAK
Y ear : 2007, Pages: 60
Jury : Prof. Dr. Omer COLAK
Prof. Dr. Hauk SORAN
Dog. Dr. Hatice KORKMAZ GUVENMEZ

The aim of this study is determining maximum germination temperature of
gpores of Coprinus cinereus and the temperature resistant protein structures by
comparing protein combinations of mycel and fruit-bodies which grows up at normal
and higher temperature.

Spores were germinated three times seperately on CYM media in 24 hours at
37 °C and average germination percentage was calculated. All applications were
repeated at 40, 41, 42, 43, 44 and 47 °C temperatures. According to the result of the
growth value of 43 different and pure monokaryon mycel at 43 and 46 °C, one higher
temperature resistant monokaryon was chosen and paired with each other and,
paired the another monokaryon which is not resistant on higher temperatures. Thus
these fruit-bodies and mycels were obtained. In addition, monokaryon mycels which
resisted or not resisted at higher temperatures, were chosed and then obtained. All
proteins of fruit-bodies and mycels were extracted. Proteins were analysed by using
SDS-PAGE €electrophoresis method for separating their molecular weights.

Nearly at 41,0 °C, spore germination rate (19,53%) have been reached it’s
maximum value. The profiles of monokaryon mycel proteins were showed nearly
similar except number 38. It has been established that profiles of fruit-body and
mycel proteins were different.

Key Words: Basidiomycetes, Germination, SDS-PAGE, Fruit-body, Mycel
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SIMGELER VE KISALTMALAR

SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Stlfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

TEMED : N,N,N’,N’ -tetrametilen-etilendiamin
CYM : Complete Yeast Medium
AMPS : Amonyum persulfat

C.cinereus : Coprinus cinereus
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1. GIRIS

Baz1 arastirmacilara gbére, mantarlar bitkiler dinyasinin bir parcasi iken, diger
onemli bir kismina gore ise, onlar basli basina ayri bir dinyadir. Mantarlar,
morfolojik yapilarinin farkliligi, treme yapilari, hiicre geperinin varligi veya yoklugu
gibi kriterler dikkate alinarak iki ayri1 gruba ayrilir: Myxomycota ve Eumycota

Myxomycota grubu Gyeleri, hlcre ceperi olmayan amipsi bir yapiya
sahiptirler. Eumycota grubu ise, genellikle flamentli bir yapiya sahiptir.

Eumycota grubu 5 ayri alt gruba ayrilir: Bunlar Mastigomycotina,
Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina ve Deuteromycotina (Fungi
Imperfecti) gruplaridir. Bazi sistematikgiler ise mantarlart Eumycetes (gercek
mantarlar), digerlerini ise Phycomycetes (ilkel mantarlar) olarak siniflandirilmaktacir
(Tuncer, 2001).

1.1. Coprinuscinereus

C. cinereus (Schaeff. Ex Fr.) S. F. Gray, dogal substrat olarak beygir guibresi
Uzerinde gelisen, Agaricaceae familyasimin heterotallik koprofil basidiomycetidir.
Diger yenilebilir mantarlardan (Amanita cesarea, Boletus edulis, Cantharellus
cibarius, Coprinus comatus) farkli olarak, C. cinereus insani tiiketim agisindan belirli
bir degere sahip degildir (Bottoli, 2001). Diger taraftan Sekil 1.1'de, Coprinus
cinereus mantarimin dogadaki farkli gelisim bigimleri gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Coprinus cinereus mantarimin dogada gelisim bicimleri; A. Cimlerde
(www-1), B. Samanda (www-2), C. Samanda (www-3), D. Digki ile
zenginlestirilmis samanda (www-4)

Kultarh kolay yapilabilen C. cinereus, her zaman ve her kosulda mezofilik
olarak misel gelisimini gergeklestirebilir (Schaeffer,J 1774; Gray, 1821). Ortagag
déneminde, Coprini’ nin farkli tirlerinin meyve yapilarindaki sapka kismindan alinan
siyah spor slspansiyonlari, yazma islemi icin mirekkep olarak kullamlmustir.
Aslinda, C. cinereus yaygin bir sekilde mirekkep sapka olarak da bilinir (Bottoli,
2001).

Gunuimuzde, organik bilesikleri (lakkaz ve peroksidaz) parcalayan ve
okstleyen, bazi C. cinereus enzimleri, sanayi uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Boyle enzimler cogunlukla kagit sanayi, sarap renginin korunmasi, tekstil boyalari
iceren cevresel kirliliklerin detoksifikasyonu, ligninden kimyasallarin Gretiminde
kullanilmustir. Bir yuzyildan fazla, bu mantar model mantar olarak laboratuvarlarda
Onem arz etmistir. Bu mantar, homobasidiomycetes mantarlarin gelisim proseslerini
calisgmak icin kullamlmistir. Bu mantar, aslinda sentetik substratlarda meyve
verebiliyor olmasi ve kultirinun kolayca yapilabiliyor olmasi, iki haftalik gibi kisa
bir hayat dongisiine sahip olmasi, genis capta genetik ve molekiler biyolojik
tekniklere ve atilimlara uygun olmast nedenleri ile kullanmlmistir (Bottoli, 2001).

Murekkep sapka basidiomycetes C. cinereus kiltir ortamindan aritilms
lakkaz salgilar ve bu enzim tammlanmis olup U¢ boyutlu kristal yapisi da
belirlenmistir (Yaver ark., 1999).
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1.1.1. C. cinereus un Gelisimine Cevresel Faktorlerin Etkis

1.1.1.1. Gelismeye Isigin Etkis

Isik, genelde mantarlarin hayatim devam ettirebilmesi icin mutlaka gerekli
olmamakla birlikte eseyli ve eseysiz gelisimlerde sikga pivotal bir rol oynamaktadir.
Genellikle mavi ve mor 6tes 1sinlar1 daha etkilidir (Bottoli, 2001).

C.cinereus icin mavi ve mor Otes isinlar, karpoforlarin baslangic ve
siiregelen gelisim seviyelerinin ikisi icin de gerekli olmaktadir, fakat kisa stireli 1s1ga
maruz kalinmasi da yeterli olabilmektedir. 12 saatlik aydinlik-karanlik dongusiinn,
12 saatlik 151kl periyodunun ilk 30 saniyesinin olgunlasmanin baslamasi igin yeterli
oldugu gosterilmistir. Coprinusun tam olgunlasmasi sirasinda 1sik ve karanlik
dongulerinin  dort farkli asamada kritik Oneme sahip oldugu belirlenmistir.
Bunlardan, birincisi, 1s1k etkisinin ardindan birincil hif digumlerin ikincil hif
digumlerine (initials) dontsmesi sirasinda 6nemli olmaktadir. Aksi halde, yalmzca
karanlikta tutulurlarsa, sklerotia olusmaktadir (Bottoli, 2001).

1.1.1.2. Gelismeye Sicakhgin Etkis
1.1.1.2.(1). Meyve Olusumunda Sicakhk Faktor U

Coprinusun vegetatif gelisimi icin en uygun sicaklik 37 °C'dir. Optimal
meyve (Sekil 1.2) gelisiminde ise yaklasik 25 °C daha uygun bulunmustur. Meyve

yapilar;, genellikle, 10 °C'nin altinda ve 30 °C'nin Uzerinde gelismemektedir
(Bottoli, 2001).
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Sekil 1.2. Olgun meyve yapisimin gor intisi

1.1.1.2.(2). Diger Gelisimlerde Sicakhk Faktori

C. cinereus da oidia olusumu, tim gelisimlerde gerekli olan 25 «» 42 °C
araliginda, fakat daha yuiksek sicakliklarda meydana gelmektedir. Sklerotia Gretimi
icin de, A. nigerde de oldugu gibi, benzer sekilde daha yiksek bir sicaklik
gerekmektedir. Bir diger gelisim olayr olan sporlarin ¢imlenmesinde ise, kontrol
cevre sicaklig ile saglanmaktadir. Farkl: tirlerde cimlenmenin baslamasi igin soguk
ve sicak soklarinin her ikisi de gerekli olabilmektedir (Bottoli, 2001).

1.1.2. Coprinus Cinereus un Hayat Dongusi

Basidiomycetes C. cinereus hem eseyli bir sekilde hem de eseysiz bir sekilde
Urer (Bottoli, 2001).

Monokaryonlarda bulunan, oidiofor adi verilen 6zellesmis cok htcreli
yapilarin u¢ kisimlarinda biiytk miktarlarda oidiospor denilen tek cekirdekli eseysiz
sporlar olusur (Bottoli, 2001).

Dikaryonlar gibi bazi monokaryonlarda da klamidiospor denilen baska bir
tipte eseysiz spor Uretebilmektedir. Buna ek olarak, her iki tip misel formunda
(monokaryon ve dikaryon), yogun hifsel dallanmalarin simirlandigi alanlar olan hif
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digumlerinde, Uretilen sklerotia denilen ¢ok hicreli dayanikli yapilar (resting body)
bulunur (Bottoli, 2001).

Sporlarin ¢imlenmesini takiben, mayoz veya mitozun meydana gelmesi ile
monokaryonlar dogar. Bu ilk misel mitotik olarak gelisir, ve bdylece substratin
yuzeyini zamanla genisleyen bir koloni kaplar. Farkli ¢iftlesme genlerini (A ve B)
tasiyan iki farkli ve birbirlerine uyumlu monokaryonun, anastomosis ile birlesmesi
ile, dogurgan bir dikaryon meydana gelir. Bu dikaryonun (ikincil miselyum) her bir
hif hiicresinde genetik olarak birbirinden farkli iki haploid cekirdek ve her bir
septumunda kanca yapisinda bir hiicre bulunmaktadir. Bu kanca yapili hicrelerin
olusumu, bu dikaryonun her bir hticresinde bulunan farkli iki haploid ¢ekirdegin esit
dagilimlarint saglar (Bottoli, 2001).

Ozel cevresel kosullar, fertil dikaryon meyve yapilarim gelistirme giictini
saglar. Meyve yapilart igerisinde, sapkanin (pileus) alt kismindaki dilimler (gills)
arasina yerlesmis basidia denilen 6zellesmis hiicrelerde karyogami meydana gelir.
Mayozu direkt olarak takiben cekirdek birlesmesi gerceklesir ve ardindan mayotik
sporlar (basidiospores) olusur (Bottoli, 2001). Meyve basidiumlarinda mayoz sonucu
4 haploid spor olusmast ile (Sekil 1.3), bir yasam dongusi tamamlanmus, bir yenisi
baglarmis olur (Larrayave ark., 1999a).

Sekil 1.3. Lameller tzerinde sporlu veya sporsuz basidiumlar (McLaughlin ve
ark., 1985)

C. cinereus'un hayat dongusiinde (Sekil 1.4.), meyve yapisinin olusumu
blyulleyici aym zamanda en karmasik gelisim strecidir. Sicaklik, nem orani, 151k ve
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besiyeri kitlig1 gibi cevresel faktorler farklilasmis seksiel yapilarin olusumunu
tetikler (Bottoli, 2001).

Isik etkisi ile dikaryonlardaki hif dugimleri, hizli bir sekilde (24 saat icinde)
geliserek siki kiresel yapilar haline gelir. Bunlar, agik bir sekilde kimelenmis
hicrelerden ibarettir olup initial diye adlandirilirlar. Standart laboratuvar kosullari
atinda, C.cinereus, tim meyve olusum programim tamamlamak icin 4-5 gin
civarinda bir siireye gereksinim duyar. Meyveler yapisi tamamiyla olgun hale (4-7
cm yikseklige ulasmis ve sapka tam olgun hale gelmis) geldikten sonra, birkag saat
icerisinde cogunlukla glukanaz ve kitinaz enzimleri ile meyve sapka dokularin: kendi
kendine sindirir ve siyah renkli basidiosporlar serbest hale gelir ve sivi damlaciklar
halinde tabana diser (Bottoli, 2001).
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Sekil 1.4. Tipik basdiomycetes (Coprinus cinereus) hayat dongusi (Kues,
2000)
Meyve gelisiminin (basidiocarp) baslangi¢ basamaginda hifler lokalize olarak

cok dallanmis yapilar olarak adlandirilan hif digimlerine dondstrler. Isik uyarisi



1. GiRIS Ali Murat KULCU

olmaksizin, hif dugimleri kiresel (globose) yapilar halinde gelisir ki bu yapilar
sklerotia olarak adlandirilir. Uzun stire hayatta kalan bu yapilar, inner medulla ve
melanize olmus kabuktan olusan bir hif toplulugudur. Hif dugumleri 1s1ga maruz
kaldiklarinda, siki hif kiimeleri halinde gelisir ki bu yap: initial olarak adlandirilir.
Sonunda initial hif, aslinda meyve embriyonu olan primordium olusturmak Gzere
farklilasir. Bu asamada, olgun olmayan meyvenin sap ve sapkasini (pilus) meydana
getiren yapilar agikgas guglikle gordlebilir (Boulianne ve ark., 2000). Genellikle,
monokaryonlar meyve yapisinin gelisimini strdiremezler.

Hif dugumleri karpogeneze ugramak yerine sklerotia haline olgunlasir.
Olusum, 151k ve besin kosullarinin baskisi ve A ciftlesme genlerinin kontrol
altindadir (Bottoli, 2001).

Kararl1 bir dikaryon, yalnizca birbirinden farkli o6zellikteki ciftlesme
bolgelerine sahip iki monokaryonun ciftlesmesi yolu ile olusur. Bu ciftlesme
bolgelerinde gorilebilecek nadir mutasyonlar, dikaryonu taklit eden kendine-uyumlu
Amut Bt monokaryonlarin olusumunu yonetir. Bu tirli homokaryonlar, kismen
meyve olusturabilmekte ve meyve gelisimini ciftlesme bolgeleri kontrol eder
(Boulianne ve ark., 2000).

Farkli A ve B genlerine sahip uyumlu monokaryonlar bir araya geldiginde
(AxBx, AyBy), B genleri gekirdeksel degis tokustan, septanin erimesinden ve karsit
Ozelliklere sahip misele dogru cekirdeksel gocten sorumludur. A genleri ise, go¢
etmis farkli genetik yapidaki iki ¢ekirdegin bolinmesi, kanca (clamp) hiicre olusumu
ve mitoz olay1 sirasinda ¢ekirdek boltinmesinin es zamanli halde gerceklesmesini
kontrol eder. Septum (bdlme) olusumunun sonucunda, gekirdekciklerden birisi, kisa
bir stre icin clamp (kanca) hicresinde tutulur. Yavru gekirdekler arasinda enine
duvarlar (septumlar) gelisir ve bolinme tamamlanir. Olusan kanca yapisi asagiya
dogru kivrilarak hifin alt bolimu ile birlesir; aradaki ¢eper erir ve kancadaki gekirdek
hifin icine girer. B genleri clamp hticresi ile subapikal hiicrenin birlesmesine sebep
olur (Sekil 1.5 ve Sekil 1.6) (Swiezynski ve Day, 1960).
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Sekil 1.5. Kanca yapisinin olusumu (Esser, 1976)
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Sekil 1.6. Coprinus cinereus dikaryonlarinin olusum ve bakiminin

duzenlenmesinde A ve B tipi ciftlesme genlerinin roli (Casselton ve
Olesnicky, 1998)

1.1.3. Monokaryon Dikaryon Farki

Ozel olarak dikaryonlar (Sekil 1.7), monokaryonlardan (Sekil 1.8) farkl:
olarak haploid gekirdek kopyasimi korumak Uzere, mitozla tremis kardes hiicrelere
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esit cekirdek dagilimi gorevini Ustlenen cengel seklindeki bir yapiya sahiptir
(Casselton ve Olesnicky, 1998; Larraya ve ark., 2001). Bu cengel yapilar, dikaryon
miseldeki c¢ekirdeklerden birinin digerine gore daha fazla gorinmesini engeller
(Esser, 1976).

Bir hicrede kanca yapisimin bulunmasi, dikaryonun varligina isaret eder,
ancak bu yapiya monokaryonlarda rastlanmaz (Larraya ve ark., 2001). Dikaryotik
hicrelerde bulunan iki cekirdek vejetatif gelisme boyunca birlesmez (Larraya ve
ark., 1999b) ve bu kanca yapilar sayesinde bdylece birlesmeksizin ¢ogalir (Esser,
1976).

Sekil 1.7. Dikaryon miselin mikroskobik bir gortntusi

el ) Vs

Sekil 1.8. M onokaryon miselin mikroskobik gor intusi
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1.1.4. Coprinus Cinereus un Diger Genetik Ozellikleri

C. cinereus un da mensubu oldugu homobasidiomycetes grubu mantarlarin
%90'1 heterotallik (kendi ile eslesemeyen), %10'u homotalliktir (kendi ile
eslesebilen) (Dix ve Webster,1995; Kamada, 2002). Bu yizden C. cinereus un
homokaryon bir susu uzun siirede meyve verebilmektedir ve de bu mantar flizyon
yapmamis pseudoclamp niteliginde kanca yapisina sahiptir.

Basidiomycetes C. cinereus, 38.000 kilobase ¢ift (kb) buyUkliginde kiguk
bir gekirdek genomuna sahiptir (Zolan ve Pukkila, 1986). Diger basidiomycetlerden
farkli olarak, C.cinereus sadece bir peroksidaz geni tasir (Y aver ve ark., 1999).

A ve B ciftlesme gen cifti, dikkate deger sekilde multialleliktir. C. cinereus
turiinde 12.000' den fazla 6zel ciftlesme verebilen 160 farklt A lokusu ve 79 farkl: B
lokusunun varligi tahmin edilmektedir (O’ Shea ve ark., 1998).

Feromon sinyali basidiomycetes mantarlarda ciftlesmede esas rol oynar, fakat
S cerevisae'den farkli olarak C. cinereus gibi bazi mantarlarda ciftlesme
cazibesindeki rolti hakkinda bir kanit bulunmamaktadir (Riquelme ve ark., 2005).
C.cinereus'un B faktorl, feromonu kodlayan 6 geni ve feromon reseptorlerini
kodlayan 3 geni kapsar (L Casselton, personal communication) (Kronstad ve Staben,
1997).

Ayrica, C. cinereusu da kapsayan bircok heterotallik basidiomycetes
birbirinden bagimsiz iki eslesme tipi kismina sahiptir (Kies ve ark.,2001; Liu, 2001;
Kamada, 2002) ve seksiiel gelisme A ve B olarak isimlendirilen bu iki bdlumin
kontroll ile gergeklesir (Kothe, 2001; Kamada, 2002).

1.2. ELEKTROFOREZ
Belli bir elektrik yikine sahip biyomolekillerin elektriksel bir alanda *’ sahip
olduklar1 elektrik yukine bagli olarak’ anod veya katoda go¢ etmeleri prensibine

elektroforez denir (Vesterberg, 1993). Molekllerin elektriksel alanda go¢ etmeleri

molekuler agirlik, ortamin pH’si, kullamilan ayirma ortaminin por ¢api, sicaklik,

10
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elektroforez zamam ve uygulanan akim gibi bircok faktére bagli olarak degiskenlik
goserir (Maniatis ve ark., 1982; Perbal, 1984; Walker ve ark., 1988).

1.2.1. Sodyum Dodesil Stulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamid jeller ortamda inisyat6r (amonyum persilfat) ve katalizor
(TEMED) bulundugu zaman N-N’-bis akrilamid ile akrilamidin capraz baglar
olusturarak polimerizasyonuyla olusurlar. Boylece belirli bir por blytklugine sahip
capraz baglanmis bir matriks meydana gelir. Akrilamid-bisakrilamid orani ¢ok
onemli olup, jelin fiziksel ve mekanik 6zelligini biyuk olcude etkiler. Yiksek jel
yuzdeleri kuglk porlar olusturacagindan bu tip jeller molekuler agirligi kuguk
proteinlerin separasyonunda kullanilirlar. Orneklerin separasyonu sirasinda protein
bantlarinin daha diizgtin olmasi igin polimerizasyondan sonra separating jelin Gzerine
stacking jel dokulerek tarak yerlestirilir ve 6rnekler olusan gozlere uygulanmir (Gaal
ve ark., 1980).

SDS-PAGE yontemi en fazla proteinlerin analizi ve 0Ozelliklerinin
saptanmasinda kullaniimaktadir. SDS anyonik bir deterjan olup, proteinlere sikica
baglanarak denatire eder. SDS molekull bir polipeptit zincirini meydana getiren
aminoasitlerin yaklasik yarisina baglanir. SDS'in proteine baglanma 0zelligi farkl
protein konsantrasyonlarinda denenmis ve 1 gr protein igin ortalama 1,4 gr SDS
kullanilmasimin ~ gerektigi  saptanmustir.  Protein - molekulleri  negatif  yuklu
olduklarindan SDS-protein kompleksleri elektroforez ortaminda anoda dogru gég
ederler. Protein-SDS kompleksleri poliakrilamid jellerde yaritildukleri zaman jelin
elek etkisi nedeniyle farkli buyuklukteki proteinlerin farkli sekilde hareket ettikleri
gorulur. Bu nedenle SDS ile muamele edilmis proteinlerin separasyonu protein
blyukligindeki farkliligi yansitir. Bu o6zellikler dikkate alindiginda SDS jel
elektroforez yonteminin molekiler agirliklar: bilinmeyen proteinlerin analizleri icin
uygun bir yontem oldugu belirtilmistir (Weber ve Osborn, 1969).

Proteinlerin molekuler agirliklarinin arastiriimas: molekiler agirliklari bilinen
standart  proteinler  kullanarak  elektroforez  ortamindaki  hareketlerinin
karsilastirilmasi ile hesaplanir (Weber, 1972; Podulso, 1980; Walker ve ark., 1988).

11
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SDS-PAGE elektroforezinden sonra protein bantlarimin ortaya gikarilmasi
amaci ile kullamm alanm bulmus birgok yontem mevcuttur. Bunlar igerisinde en fazla
kullanilan, bantlarin boyandiktan sonra degerlendirilmesidir ve bu amag icin en
uygun ve hassas olanlar1 Coomassie Brillant Blue (CBB) R250 ve Giuimis Boyama
yontemleridir. CBB R250 ile boyanmis bantlarda yaklasik 0,2-0,5 pgr dizeyinde
protein miktar1 kolaylikla saptanabilmektedir (Anderson ve ark., 1991; Granzier ve
Wang, 1993; Kiuntzer ve ark., 1994).

Basidiomycetes mantar1 olan C. cinereus hakkinda bugiine kadar cok sayida
arastirma calismasi yUritUlmustir, ancak bunlarin ¢cimlenme ylzdesi, cimlenme
Uzerine sicakligin etkisi, misel ve meyvelerinin protein yapilarinin analizi ile ilgili
cok sinirli sayida galisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada, bir Basidiomycetes mantari
olan C. cinereus sporlarinin maksimum cimlenme sicakligi, normal ve yiksek
sicaklikta gelismis misel ve meyvelerin protein kombinasyonlar: karsilastirilarak
bunlarda sicakliga dayanikliligi ifade eden protein yapilar1 arastirilacaktir. Elde
edilen bulgularin laboratuar ve endustriyel uygulamalarda kullanilabilirligi
tartisilacaktir.

12
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2. ONCEKI CALISMALAR

Chang ve Chu (1969), Giney-Dogu Asya'da yaygin olarak bulunan ve
yenilebilir bir straw mantar1 olan Volvoriella volvaceae ile basidiosporun ¢imlenmesi
Uzerine, gevresel faktorlerin etkisini arastirmislardir. Sporlarin ¢imlenebilmesi igin
en uygun sicakligin 40 °C olmasina karsin, erken hifsel gelisimlerin 35 °C’da daha
iyi oldugu belirlenmistir. Sporlarimn ¢imlenmesinin, sicaklik, pH, ilk 1slaama
uygulamalart ve spor yogunlugu faktorlerinden etkilendigi tespit edilmistir. pH
degerinin yuksekligi cimlenmeyi olumlu etkilese de, erken miselyal gelisimi igin pek
de uygun olmadig1 anlasiimistir. Fosfat tamponu veya destile su ile yapilmis olan ilk
iIslatma uygulamalarimin da ¢imlenmeyi dikkat cekecek kadar iyi tetikledigi
anlasilmigtir.

Leighton ve Stock (1970), Microsporum gypseum mantarim kullanarak,
mantar sporulasyonunu ve sporlarin gimlenme sirasinda ugradiklar: biyokimyasal
degisimleri arastirmis; bunun icin sporlart ¢imlendirmek Uzere M. gypseum
mantarin, iki farkli sicakhikta (25 °C ve 37 °C), icerisinde 5 ml’'lik besi ortam
bulunan 50 ml’lik erlenlere inokile etmis; cimlenmeleri igin de bu erlenleri, 125
devir/dakika hizla calisan calkalayici su banyosuna aktarmuslardir. Gelismis hif
yapilari, cam boncuklarla parcalanmis, ardindan santrifiijlenmis; spor ceketi ile hif
duvar1 ornekler, yiksek voltajla calisan bir elektroforez islemi ile saflastirilmis ve
sonrasinda da hidrolizlenmistir. Bu islemlerin ardindan protein yapilar: ve proteaz
akviteleri kontrol edilmistir. Ust fazlarda alkalin proteaz varhig: saptanmis ve
saflastirilmis, ardindan fenil metil stlfonil florir (PMSF) ile muamele edilmistir.
Daha oOnceden de rapor edildigi gibi, cimlenmenin endogenik asamalarinda,
inklibasyon sicaklhiginin 37 °C'a yikseltilmesi ile proteaz aktivitesi artmaksizin 25
°C’ da %30 olan ¢imlenme ytizdesinin %90’ a kadar yukseldigini tespit etmislerdir.

Sheridan ve Yen (1970), Dothistroma pini’den izole ettikleri konidialarin
cimlenmesinde sicaklik ve bagil nemin etkisini arastirmislardir. Konidialarin 5-30°C
arahiginda cimlendigi ve optimum c¢imlenme sicekhigin ise 17 °C oldugu
belirlenmistir. Bagil nemin %100 ile %96'mn oldugu aralikta c¢imlenmenin
baslamasi igin sivi suyun mutlaka gerekli olmadig: belirlenmistir. Bunun yan sira,
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17 °C'de %98-100 arasindaki nem degerlerinde iyi bir cimlenmenin meydana
geldigini ve %76 gibi distuk bir nem oraninda dahi birkag konidiamin ¢cimlendiginin
gbzlendiginden bahsedilmektedir.

Braun (1971), Fuligo septica ile ilgili yaptig1 arastirmada Giniversite kampus
alaninda birbirlerine 50 ayak mesafede bulunan 6 farkli aethalia’y1 Gretip Granini
toplamustir. 6 farkli aethalia’ min farkl: 4 bdlgeden alinmig en fazla 1 gunluk sporlarin
cimlenme siireleri ve mm?® ‘teki spor sayilar1 saptanmis ve sonuglar, pH ve sicaklik
gibi faktorlere bagli olarak irdelenmistir. Sporlar her denemede, 4 ml %0,5 TSP
solisyonunda birkag dakika streyle islatilmig, 4000 rpm'de bir dakikaligina
santrifijlenmis ve Ust fazi atildiktan sonra sporlarin Gizerine 2 ml destile su eklenmis
ve boylece kullamima hazir hale getirilmistir. 2 saat icinde gimlenmeyen 2 aethalia
ornegi cisinda kalan diger 6rneklerin hepsine ait sporlarin 35 ile 92 dakika arasinda
cimlendiklerini belirlemislerdir. Ayrica tek bir aethaliumdan alinan tim sporlarin,
¢imlenme zamanlar: farkli olsa da, ortalama stirenin 10 dakika oldugu saptanmustir.
Sporlarin varliklarint stirdirebilmesinin, fruktifikasyon olusumu slrecindeki bazi
sartlar ve ayarlamalar kadar, aethaliumun yasina da bagli oldugunu belirlenmistir.

Calpouzos ve Chang (1971), mor ya da kizil 6tesi isinlarin mantar sporlari
(Uredospor) cimlenmesini nasil etkiledigini, bugday-koki pas mantar: olan Puccina
graminitis tiritici ile arastirmiglardir. Bugday tohumlarindan toplanmis olan tredo
sporlarini, mm?de 25-50 olacak sekilde %1-3 sulu agarl: besi ortamina inokile
etmislerdir. Sporlar: barindiran Petri kutularinda biri normal iken digerinin dis ytzeyi
siyah renkle kaplanmis olarak, oda sicakliginda (22+1 °C) radyasyon islemine tabi
tutulmus ve 2 saat boyunca bekletilmistir. Siyah renkle kaplanmis olan Petrilerde
bulunan sporlarin %50 oraninda daha fazla ¢cimlendigini; ayrica 450-603 nm dalga
boyu araligindaki 1sinlarin mantar sporlariin - gimlenmesini  hemen  hemen
etkilemedigini saptamislardir. 5-10 dakika arasi 720 nm'’ lik kizil 6tesi 1sinlara maruz
birakilmis ve ardindan 2 saat boyunca karanlikta birakilan sporlarda ¢imlenmenin
engellenmedigi tespit edilmistir.

Towill (1978), Onoclea sensibilis sporlarinin gimlenmesini, sicaklik ve 11k
siddetine bagli olarak incelenmistir. Ekilmeleri sonrasi karanlikta (ve 30 °C'lik
sicaklikta) sporlarin, maksimum c¢imlenme ylzdesinin  %60-95 degerlerine
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ulasmasina yalmizca doyurulmus kirmizi 1s1gin (0,38 joules/square meter) guclu bir
etkisinin oldugunu saptamistir. Maksimum karanlik ¢cimlenmenin, 30 °C’da ve en az
16-24 saatlik bir siirede meydana gelmesi, her defasindaki bu sicaklik uygulamasinin
¢imlenme prosesinden daha ¢ok ¢imlenmeye neden olunmast ihtiyacim gostermistir.
Sicaklik ve 1s1k etkilesiminin neden oldugu cimlenmenin, katkisiz oldugunu
gostermistir. Sporlarin karanlik ve 25 °C’da inkiibasyonunun arcindan ilk 12 saat
veya daha uzun bir siire boyunca kirmiz: 15151 emmesi, 30 °C'da sicakliga olan
hassasliklarin azaltmistir.

Thevelein  ve ak. (1979), Phycomyces blakedeeanus mantari
gporangiosporlarinin - 1sil  aktivitesini  belirleyen  termodinamik  parametreleri
calismislardir. Aktiflestirme, pH degeri 6,5 olan 0,1 molarlik fosfat tamponu
icerisinde yuratulmustur. En fazla 14 gunltk sporlarin kullamldig: bu ¢alismada, 50
°C'da 3 dakikalik 1s1 aktivasyonunun ardindan genellikle %90'1n (zerinde bir
¢imlenme oldugu saptanmustir. P. blakesleeanus sporlarinin hem aktivasyon sicakligi
hem de sicakliga dayanikliligimin n-alkoller (metanolden oktanole kadar), phenetil
alkol ve furfural tarafindan disutraldigi saptannustir.

Singh ve Agrawal (1982), Chrysosporium crassitunicatum, Nannizzia fulva
(+), Nannizza fulva (-) ve Trichophyton equinum sporlarimin ¢imlenmesini, gesitli
karbon ve azot kaynaklarina bagli ve bunun yamnda da spor ¢imlenmesi Uzerine
sicakligin etkisini de birlikte arastirmslardir. Tum test mantarlarinda karbon kaynagi
olarak glikoz kullamlmis ve maksimum spor cimlenmesinin 24 saat iginde
saglandigint belirlemiglerdir. Spor ¢imlenmesi sirasinda, sodyum nitrat haricindeki
tim diger inorganik azot kaynaklarin derisimi, %0,05 daha fazla arttirarak alinmustir.
Ayrica birgok organik azot kaynaginin test mantarlarinin spor gimlenmesi tizerindeki
etkisi de belirlenmeye calisilmistir. TUm test mantarlarinda, 24 saat icinde, karbon
destekli maksimum spor cimlenmesi icin optimum sicakhgin 28 °C oldugu
belirlenmistir. Chrysosporium crassitunicatum, Nannizzia fulva (+), Nannizza fulva
(-) mantarlar sporlarimin 35 °C'ye kadar cimlendigini, ancek daha ylksek
sicakliklarda cimlenemedigini belirlemislerdir.. T. equinum'un ise, 40 °Cn
Uzerindeki sicakliklarda da ¢imlenebildigini, ancak cimlenme ytzdesinin oldukcga
disUk oldugu saptamisglardir.
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Kalmis ve Kalyoncu (2006), Lentinus edodes mantarina ait basidio
gporlarimin ¢imlenme stireleri ve misel gelisimi Uzerine farkl: kdltor ortamlarinin
etkisini arastirmislar; 25 + 1 °C sicakhkta 21 gin stiren herbiri calisma asamasinda,
ilk olarak U¢ farkl: sapkadan alinan basidiosporlari, dort farkli agar besiyerine (CYM,
MEA, PDA ve WA besiyerleri) aktarilmis (I. Asama) ve bu kultir ortaminda
cimlenmis olan basidio sporlart misel gelisim hizlarini karsilastirmak amaciyla
patates dekstroz agar (PDA) ortamina aktarilmis ve ardindan yeniden inkibasyona
birakilmustir (11. Asama). Tum basidiosporlarimin kiltar ortamlarinda 5-10 gunlik
sire icerisinde ¢cimlenmis oldugu, fakat bunlardan su-agar ortamina aktarilanlarin
diger kaltor ortamlarinda gelisenlere gore 1-2 gun daha ge¢ cimlendigini
saptamiglardir. Cimlenmis basidio sporlarimin 15. ve 21. gunlerde misel gelisim
hizlarint 6lgmis ve daha 6nceden PDA ortaminda ¢imlenmis olanlarimin daha hizli
bir gelisim gosterdigini saptamuslardr.

16



3.MATERYAL VE METOD Ali Murat KULCU

3. MATERYAL VEMETOD
3.1. Materyal
3.1.1. Mantar

Bu arastrmada kullamlan C. cinereus ornekleri, Cukurova Universitesi
Balcali Yerleskesinin Ziraat Fakiltesi Uygulama Ciftligi Ahirlarimn bulundugu
bolgeden toplanmis ve elde edilmis olan sporlari da kuru halde buzdolabinda
muhafaza edilmistir.

3.1.2. Bes yerleri

3.1.2.1. CYM — Complete Yeast Medium (Elliott ve ark., 1986)

Bilesimi Miktar: [g/l]
Glikoz 20
Pepton 2
Maya ekstrakti 2
Dipotasyum hidrojenfosfat (Ko;HPO,) 1
Potasyum dihidrojenfosfat (KH2PO,) 0,46
Magnezyum siilfat (MgSO4.7H20) 0,50

Not: pH = 7,4-7,5 olacak sekilde ayarlandiktan sonra besi yeri otoklavda 121
°C de 15 dakika steril edilmistir.

Kat1 Besi yeri hazirlanirken bu besi yerine 20 g/l dizeyinde agar ilave
edilmistir.
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3.1.2.2. At Gubres Bes yeri (Esser, 1976)

1 It’lik cam siselere, dagilmams halde bulunan at gibresi yaklasik 4-5 cm
kalinlikta olacak sekilde konmus ve Uzerine hafifge bastirilip sikistirildiktan sonra bir
miktar cesme suyu eklenmistir. Otoklavda 121 °C de 1 saat steril edilmis ve oda

sicakliginda sogumaya birakil mistir.

3.1.3. Deneylerde K ullamlan Soltisyonlar

Cizelge 3.1. Parcalama soltsyonu (Rybicki ve Purves, 1996)

Kimyasal Derisimi
Tris-HCI (pH = 6,8) 25nM
Merkaptoetanol %10
SDS %10
Gliserol %10
Brom-fenol mavisi 50 ul

Cizelge 3.2. SDS-PAGE stok solusyonlar1 ve haarlams1 (Bollag ve Edelstein,

1991)

Stok Soltisyonlary

Hazir lanmsi

TrissHCI, 2 M

24,2 gram Tris tartilir, 50 ml destile suda ¢ozilir,
derisik HCl ile pH = 8,8 e ayarlanip destile su ile 100
ml’ye tamamlanir.

Triss HCI, 1 M

12,1 gram Tris tartilir, 50 ml destile suda ¢ozildr,
konsantre HCI ile pH = 6,8 e ayarlamp destile su ilg
100 ml’ ye tamamlanir.

SDS (%10)

10 gram SDS tartilip destile su ile 100 ml'ye
tamamlanir.

Gliserol (%50)

50 ml %100’ luk gliserol alinip destile su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

Bromfenol mavisi

(%1)

100 mg Bromfenol mavisi tartilip, 10 ml destile su
icinde ¢ozular.
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Cizelge 3.3. SDS-PAGE c¢alisma soliisyonlar: ve hazirlamisi (Bollag ve Edelstein,

1991)

Calisma Solliisyonlar:

Hazir lanmsi

Soltisyon A %30
akrilamid %0,8
bisakrilamid (100ml)

29,2 gram akrilamid ve 0,8 gram bisakrilamid tartilip
destile su ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢ozuldr.
Buzdolabinda saklanur.

Soliisyon B (4x) (100ml)

2 M Tris-HCI (pH = 8,8) 75 ml, %10’ lik SDS 4 ml,
destile su 21 ml. Buzdolabinda saklanir.

Soliisyon C (4x) (100ml)

1 M TrissHCI (pH = 6,8) 50 ml, %10’ l1ik SDS 4 ml,
destile su 46 ml. Buzdolabinda saklanir.

Amonyum
%10’ luk (5 ml)

persilfat

0,5 gram amonyum persiilfat tartilip destile su ile 5
ml’ye tamamlanir.

Elektroforez  Tamponu
(1L)

Tris (25 pM) 3 gram, glisin (192 mM) 14,4 gram,
SDS (% 0,1) 1 gram tartilip destile su ile 1 L'ye
tamamlanir. pH = 8,3

OrnekTamponu
10ml

(5x)

1M TrissHCL (pH = 6,8) 0,6 ml, %50 Gliserol 5 ml,
%10 SDS 2 ml; 0,5 ml 2-merkaptoetanol, %1
Bromfenol maviss 1 ml; 0,9 ml destile su.
Buzdolabinda saklanir.

Cizelge 3.4. Ayiria jelin bilesimi (%10’ luk) (Bollag ve Edelstein, 1991)

Soliisyon A (Stok)

6,5 mL

Soliisyon B (Stok)

5mL

Destile su

8,4 mL

Amonyum perstilfat

66 pL

TEMED

13 uL

Cizelge 3.5. Dengeleyici jelin bilesimi (% 4,5'lik) (Bollag ve Edelstein, 1991)

Soltisyon A (Stok) 1,5mL
Soltisyon C (Stok) 2,25 mL
Destile su 5,25 mL
Amonyum perstilfat 30 pL
TEMED 7,5 uL
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Cizelge 3.6. Coomassie Brillant Blue boyas stok solisyonu (1L) (Bollag ve
Edelstein, 1991)

Coomassie Brillant Blue R-250 1 gram
Metanol 450 ml
Glasial asetik asit 100 mi
Destile su 450 ml

Cizelge 3.7. Boyayi geri alma soliisyonu (1L) (Bollag ve Edelstein, 1991)

Metanol 100 ml
Glasial asetik asit 100 mi
Destile su 800 ml

3.1.4. Kimyasal Maddeler

Calismalarda etken maddesi amoksisilin olan alfoxil (1 gr 1 flakon)
antibiyotigi (2 mg/ml derisimindeki stok ¢ozeltiden) kullanmlmustir.

TEMED c¢ozeltisi (= N,N,N’,N-tetrametilen-etilendiamin), B-merkaptoetanal,
SDS, AMPS, Glacial Asetik Asit, TrisHCL, Brom Fenol Mavisi ve metanol
kullanmlmustir. Proteinmarker olarak ise 66 kDa' luk sigir albimini (1.12018 Merck)

kullanilmastur.
3.2. Metod
3.2.1. Meyvelerin Toplanmas ve Sporlarinin Stoklanmasi
Adana yoresindeki bir ciftlikten toplanmis C. cinereus meyveleri laboratuvar
ortamina getirilmistir. Temiz eldiven giyilerek tutulan meyveler, hafif hafif sarsilarak

gporlarinin steril Petri kutusuna dokilmesi saglanmustir. Petri kutusunda biriken spor

yigintisi, steril bir bistiri yardim ile temiz Eppendorf tiplerine aktarilmustir.
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Kapaklar1 kapatilan bu tupler, daha sonraki arastirma calismalarinda kullaniimak

Uzere buzdolabinda saklanmustir.

3.2.2. Monokaryonlarin Tespit Edilmes

C. cinereus monokaryonlarinin elde edilmesinde sirasi ile asagidaki islemler
uygulanmustir:

1. Oze ile bir miktar spor toplanmis ve 6ze, icinde steril su bulunan bir
diger tupe daldirilmis, sporlarin bu tiipe aktariimasi saglanmustir.

2. Spor bulunan tlip Vorteks cihazi ile karistirilarak karisim homojen
hale getirilmistir.

3. Iclerinde antibiyotikli CYM besi yeri bulunan iki Petri kutusuna steril
bir pipet yardim: ile homojen spor siispansiyonundan birer damla (0,05ml) eklenmis
ve steril bir bagetle tim ylzeye homojen sekilde yayilmas: saglanmustir.

4, Petri kutularimn agzi bir streg film ile kapatildiktan sonra gimlenmek
tizere sporlar 37 °C de 24 saat inkuibe edilmistir.

5. Mikroskop altinda incelenen Petri kutularinda, tek bir spordan Ureyen
tek koloninin bulundugu bolgeler, bdlgede baska sporun olmadigindan kesin olarak
emin olunduktan sonra isaretlenmistir.

6. Daha sonra steril kabin igerisinde, isaretli bolgelerde gelismis tek spor
kaynakli monokaryon miseller bistiri yardim ile kesilerek alinmig ve yeni
hazirlanmis antibiyotikli CYM besi yerlerine, tek spordan gelisen misel parcaciklar
ayr1 ayr1 ekilmistir.

7. Ekilmis olan bu Petri kutulari, 37 °C da gelismeye birakilmis ve
miseller, bir-iki guin iginde ve daha sonralar1 da tim Petri kutusunu kaplamadan
mikroskop altinda kontrollt bir bigimde incelenmistir.

8. Iclerinde monokaryon olanlarin, kesin olarak belirlenmesinden sonra,
ayr1 Petri kutularinda gelisen bu miseller buzdolabinda saklanmustir.
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3.2.3. Monokaryon Misdllerin Stoklanmasi

Tek bir sporun cimlenmesiyle elde edilen misel, CYM (Complete Yeast
Medium) agarda +4 °C de (buzdolabinda) stok kuiltlir seklinde saklanmustr.

3.2.4. Thoma Laminda Spor Sayimi ve M aksmum Cimlenme Sicakhk Testleri

3.2.4.1. Thoma Laminda Spor Sayim

Belli bir hacimdeki spor sayisinin saptanmasi igin kullamlan Thoma laminda
sayim yontemi kullanilmistr. Thoma laminin esasi 0,1mm® hacimde sayim
yapilmasidir.

Lamin gukur kismina 6rnek damlatilir ve lamel kapatildiginda bu ¢gukurda 0,1
mm yuksekliginde bir sivi kalmis olur. Sayim yapilacak alan cam yizeyindeki
cizgilerle belirlenmistir. Lamel konduktan sonra Uzerine bastirilarak lamin gukuru
disinda kalan diz kisimla lamel arasinda bir sivi katmamnin kalmasi dnlenmistir.
Boylece cukur alan icinde tam olarak 0,1 mm yuksekliginde sivi bulunmasi
saglanmus olur.

Thoma laminda 16 buyik kare, her blyilk karede 25 kiiglk kare olmak Uizere
toplam 400 kuigiik kare vardir ve sayim bu karelerde yapil mustir.

Kiglk kare olarak belirtilen gergekte bir kare prizmadir ve derinlik boyutu
0,1 mm'dir. Hacmide 0,05mm* 0,05mm* 0,mm = 12/4000 mm® olarak
hesaplanmistir. Bu sayim alamnda 16*25 = 400 kicuk kare olduguna gore sayim
hacmi 1/4000mm?>* 400 = 0,1mm> dir.

Thoma laminda sayim A* SF*10000 formilt ile hesaplanir. Burada A = 16
biiyiik karede sayilan spor adedi, SF ise seyreltme faktoriidir. 20000 ise 0,1 mm® Itk
alanda bulunan spor adedinin 1ml de ne oldugunu saptamak igindir (Gurgin ve
Halkman, 1990).
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3.2.4.2. Maksmum Cimlenme Sicakhk Testleri

Maksimum ¢imlenme igin uygun olan sicakligin saptanmasi amaclanmustir.
Bu testlerde 10* e yakin sayida sporla calismak hedeflenmistir. Bu testlerde sirasi ile
asagidaki islemler uygulanmustir:

1. Deney tuplerine 9 ml saf su eklenmis, sonra otoklavda 1,2 atm’de 15
dakika steril edilmistir.

2. Kullanilmak Uzere ©Onceden hazirlanan ve Eppendorf tiplerinde
korunan kuru mantar sporu stoklarindan minimal say: icerecek kadar mantar sporu
dikkatli bir sekilde alinarak icerisinde saf su bulunan steril deney tlplerine
tasinmuistar.

3. Bu sekilde hazirlanan karisim sonra Vorteks cihazi yardim ile
homojen bir stispansiyon haline getirilmis; bdylece az miktarda spor igeren homojen
bir stispansiyon elde edilmistir.

4, Homojen spor slispansiyonundan pipetle bir damla 6rnek Thoma lami
Uzerine damlatilmis, sonra tzeri bir lamelle kapatilarak mikroskopta sayim islemleri
gerceklestirilmistir. 400 kiicik kareden olusan tiim sayim alaninda (0,1mm?) 1-2
sporun bulunmasi hedeflenmis ve A*SF*10000 formiliine gore de, bir damlada
(0,05 ml) 500-1000 sporun bulundugu anlasilmistir. Beklenenden fazla sayida spor
bulunmasi halinde ise, seri sulandirma islemi ile sporlar 10" oranda seyreltilmis ve
ortalama 1000’ e yakin spor hesaplanmus ve bir sonraki asamaya gegilmistir.

5. Bir damlasinda yaklasik 500-1000 spor iceren bu cozeltiden, steril
pipet yardimi ile 1 damla (0,05 ml) drnek alnarak igerisinde CYM besi yeri
(antibiyotikli) bulunan Petri kutularina (3 adet) eklenmis; steril bir baget ile besi
yerinin yuzeyine yayil mistir.

6. Bu sekilde hazirlanan Petri kutularinin agizlart sikica kapatilarak
cimlenmesi icin ilk once 37 °C da gelismeye birakil mistr.

7. Petri kutular1 24 saat sonra, bir cetvel yardimi ile diizgin bdlgelere

ayrilmustur.

23



3.MATERYAL VE METOD Ali Murat KULCU

8. Bu sekilde mikroskopla tarama ve sayim islemleri igin hazir hale
getirilen Petri kutularimin, ¢imlenen ve gimlenmeyen spor sayilart belirlenmis;
boylece. 37 °C'da 24 saat icinde gelisen sporlarin ¢cimlenme yiizdesi bulunmustur.

9. Bu yizde cimlenme hesabi, her bir Petri kutusu icin 3 kez
tekrarlanarak 37 °C icin ortalama cimlenme yiizdesi, 3 adet Petri kutusunda cimlenen
sporlarin toplam sayisinin toplam spor sayisina (¢imlenen spor sayisi + gimlenmeyen
spor sayist) oranlanmasiyla hesaplanmustir.

10. Bu islemler 40 °C, 41 °C, 42 °C, 43 °C, 44 °C ve 47 °C icin de

tekrarlanmustir.

3.2.5. Eslesme Testi

Eslesme testinde amag; meyve verebilme yeteneginde olan, birbiriyle uyumlu
monokaryon ciftlerin tespit edilmesidir. Uyumlu olan monokaryon ciftler ve
uyumsuz olan monokaryonlar protein elektroforezi icin kullamlacaktir. Eslesme testi
asagidaki gibi yapilmustir;

1.Capt 9 cm olan Petri kutularinda CYM besiyerleri  (antibiyotikli)
hazirlanmis ve stoklardan aktarilan misel 37 °C’ de gelisime birakil mugtar.

2. Steril kabinde, steril edilmis 0,7 cm ¢apl1 silindirik bir metal boru ile Petri
kutularindaki miselden drnek alinmustir.

3. Metal boru ile kesilerek alinan parca yeni bir besi yerine aktarilmustir.

4. Ayni islemlerle alinan diger monokaryon misel kesitleri, merkeze ve
birbirlerine ayni uzaklikta olacak sekilde dizenli bir bicimde ekilmistir. Burada
dikkat edilmesi gereken nokta, merkeze ve bunu gevreleyen alanlara ekim yapilirken
simetrinin korunmasi ve kenarlara gok yakin olunmamasidir.

5. Ekim isleminden sonra Petri kutulari, 37 °C de gelisime birakil mustr.

6. Besi yerinde gelisen misellerin birbiriyle temas ettigi bdlgeler mikroskop
altinda incelenerek connection clamp denilen kanca yapilarinin olusup olusmadig:
gozlemlenmistir (Aralarinda kanca yapilar: olusturan monokaryonlar uyumludur).
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3.2.6. Meyve Olusum Kontrolt ve Monokaryon Testleri

Meyve olusum kontrolinde amag, uyumlu bir sekilde eslesmis monokaryon
ciftlerin gercekten meyve verip vermediklerinin saptanmasidir. Meyve verme ile
sonlanan eslesmeler, bu monokaryon ciftlerin gergekten uyumlu olduklarinin kesin
bir gostergesi olamamaktadir, cinki mutant monokaryonlar da meyve
verebilmektedir. Bu yizden, monokaryonlarin da meyve verip veremedikleri
arastirilmistur.

Meyve olusum kontroll testinde, uyumlu meyve verebilme yeteneginde olan
monokaryon ciftlerin, daha dnceden CYM besi yerinde (antibiyotikli) gelistirilen
misellerinden, dorder cm?lik karesel kesitler, steril bir sekilde alinmustir. Steril bir
sekilde hazirlanan at gubresi besi yerlerine, aralarinda 5 cm mesafe olacak sekilde
karsilikli olarak ekilmislerdir.

At gubresi besi yeri bulunan cam kaplar (kavanozlar), 4-5 gunlik siire ile
(kavanozun her yamm kaplayincaya kadar) 37 °C da karanlik bir etiv icinde
bekletilmistir. Misellerin tim besi yerini kaplamasindan sonra, mantarin meyve
verebilmesi icin kavanozlar, aydinlik olan ve 27 °C’'a ayarh bir ahsap diizenek (Sekil
3.1 ve Sekil 3.2) icerisinde bekletilerek gelisimleri incelenmistir (Hamada ve ark.,
2002).

Sekil 3.1. Meyvelerin yetistirildigi ortamin i¢ gorantisi
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Sekil 3.2. Meyvelerin yetistirildigi ahsap diizenegin uzaktan goruntisi

Monokaryon testindeki asil amag; meyve yapabilme yeteneginde olan mutant
monokaryonlarin olup olmadiginin arastirilmasidir. Bu testte tek bir monokaryon ile
caligilmistur.

Meyve olusum kontroltinde yapilan uygulamalarin timi ayn sekilde burada
da tekrarlanmistir. Burada beygir diskili besi yerine ekilen monokaryon misel 37
°C'da 5 gin, meyve gelisimi icinse 27 °C'da 7 gun bekletilmistir. Meyve
olusumunun olup olmadig: aydinlik evrenin basindan itibaren takip edilmis ve meyve
olusturanlar kaydedilmistir (Hamada ve ark., 2002).

3.2.7. Monokaryon Misdllerin Yuksek Sicakhga Dayanmkhhk Testleri

43 farkli monokaryon misel Orneginin kullamldigi bu islem sirasiyla
asagidaki gibi uygulanr;

1. Her bir drnek, Petri kutularinda hazirlanmis olan CYM besi yerinin tam
merkezine 0,7 cm ¢apl1 dairesel kesitler halinde ekilmistir.

2. Ekim isleminden sonra Petri kutulari, 43 °C de gelisime birakil mustr.
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3. Inklibasyon slirecinin baslama amndan itibaren 2., 4., 6., 7. gunlerde
gelisim hizlar1 tespit edilmis ve bu stireg bir hafta devam etmistir. Gelisim hizlar1 bir
cetvel ile misel ¢apinin olgilmesiyle gercgeklestirilmistir.

4.43 °C icin yapilan islemler, bu defa 46 °C icgin tekrarlanmus; yalmz bu
asamada gelisim hiz1 yavasladigi i¢in 6lgtimler 12. gline kadar strmiistur.

3.2.8. Protein Ekstraksiyonu icin Orneklerin Hazirlanmas

Protein ekstraksiyonu icin gerekli olan monokaryon ve dikaryon misel
ornekler, sivi ve kat1 CY M besiyerlerinde gelistirilmek suretiyle elde edilmistir (Not:
Elektroforez deneylerinin highbir asamasinda antibiyotikli besi yeri kullanimamustir).
11 adet monokaryon misel ve 3 adet de dikaryon misel olmak Uzere toplam 14 cesit
misel 6rnek, Petri kutularinin merkezine ayr1 ayr1 ve 1 cm ebatlarinda kare kesitler
halinde ekilmistir. 37 °C de bir hafta kadar gelismeye birakilan 6rnekler, bu sire
sonunda tim Petri kutusunu saracak kadar gelismistir. Ayni 6rnekler, sivi CYM besi
yeri iceren deney tlplerine, 2-3 adet mini kare kesitler (<0,5 cm) halinde ekilmisler
ve bir hafta sire ile etlivde yatik vaziyette inklibasyona birakilmistir. Besi yerini
tamamen sarmis durumdaki misel drnekler, ekstraksiyon islemlerinde kullamimak
icin hazir hale getirilmislerdir.

Eslesme testleri sonucunda, uyumlulugu tespit edilen 3 farkli dikaryon
ornegin, misel drneklerinin yam sira meyve ornekleri de protein ekstraksiyonu igin
kullanil mastur.

Protein ekstraksiyonu igin gerekli meyve 6rneklerinin saglanmasi igin, icinde
3-4 cm kalinliginda beygir digkist bulunan cam kaplar (kavanoz), otoklavda 1 saat
boyunca 1,2 atm basing altinda steril edilmistir.

Kavanozlarin merkezine, Petri kutusunda 6nceden gelistirilen miselden bir
parca ekilmistir. 37 °C de 4-5 giin sire ile karanlik bir evrede hizla gelisim geciren
ornekler, daha sonra meyve olusumu icin, 27 °C sabit sicakliga ayarlanms ahsap bir
diizenek icinde, 4-5 giin sireyle ardisik olarak 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
evrelere tabi tutulmustur (Hamada ve ark., 2002).

27



3.MATERYAL VE METOD Ali Murat KULCU

3.2.9. Protein Ekstraksiyonu

Bu amacla, Petri kutularinda gelisimini tamamlamis olan misel kitleleri, besi
yerinden, steril bir tahta cubuk yardim ile titizce siyrilarak alinmistir. Sivi besi
yerindeki misel kitlesi, ortamdaki sivinin uzaklastirilmasindan sonra bir gubuk
yardimiyla tlpten toplanmistir. Meyve oOrnekleri yine steril bir penset yardimiyla
hasat edilmistir.

Ekstraksiyon iglemleri igin her bir 6rnek, yas agirhigr 1 gram olacak sekilde
bir hassas terazide tartilmig ve havana aktarilmistir. Bu misel ya da meyve ornekleri
Uzerine, 1 kepce sivi azot eklenmis ve 6rnekler ezilmistir. Bu islem yaklasik 2-3 defa
tekrarlanmistir. Homojenize edilmis ornek Uzerine 1,5 ml (Brom-Fenol Mavisi
iceren) parcalama (Cizelge 3.1) solUsyonu eklenmistir. Havandaki 6rnek, parcalama
cozeltisi ile yeterince yikanmis ve karistirilmistir. Karigim, daha énceden hazirlanmis
olan temiz eppendorf tlplerine aktarilmis ve etiketlenmistir.

Ornekler steril Eppendorf tiiplerinde, derin dondurucuda -30 °C’da 5 dakika
ve bunu takiben, +95 °C sicakliga ayarlanmus bir su banyosunda 10 dakika stireyle
bekletilmislerdir (Rybicki ve Purves, 1996).

Mikro-santrifijde 10000 rpm devirde 15 dakika slreyle calistirilarak
coktirme islemi yapilmistir. Santriflijlemeyi takiben tlpler sarsilmayacak bir sekilde
alinmis ve Ust faz, yeni bir Eppendorf tiplne aktariimis ve -33 °C’ da saklanmustirlar.

3.2.10. Ayina Jelin Hazirlanmisi (%10’ luk) (Bollag ve Edelstein, 1991)

1 Cizelge 3.4."de verilen solUsyonlar, belirtilen miktarlarda, 50 ml’lik
cam bir sise icinde karistirilmis ve molekiler oksijenin uzaklastiriimas: icin vakum
pompasi yardim ile 3-5 dakika degaz islemi yapil mistir.

2. Karisima %10 luk AMPS (Amonyum persilfat) ¢ozeltisinden 66 pul,
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilen-etilendiamin) ¢ozeltisinden 13 pl eklenmis ve tip
birkag kez alt tst edilmistir.

3. Hazirlanan soliisyon bir enjektor yardimi ile aralarinda 1 mm bosluk
bulunan cam plakalar arasina doldurulmustur.
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4. Jel yuzeyinin diizgiin olmasi ve atmosferik oksijenin jele diftizyonunu
engellemek icin Ust ylzey ince bir su tabakasi ile kapatilmistir. Oda sicakliginda
yaklasik 30-60 dakika bekletilerek jelin polimerlesmesi saglanmistir (Bollag ve
Edelstein, 1991).

3.2.11. Dengeleyici Jelin Hazirlamisi (% 4,5'lik) (Bollag ve Edelstein, 1991)

1. Cizelge 3.5 de verilen solUsyonlar, belirtilen miktarlarda, 50 ml’lik
bir cam sise icinde karistirilmis, 5 dakika vakum altinda degaz yapil mistir.

2. Jel soltisyonuna 30 ul AMPS ve 7,5 ul TEMED eklenerek tip birkag
kez alt tst edilmistir.

3. Bir enjektor yardimi ile kabarcik olusmamasina dikkat edilerek
polimerize olmus ayirici jelin Uzerine dokilmis ve tarak dikkatlice yerlestirilmistir.

4, Oda sicakliginda 30-60 dakika polimerlesmeye birakil mistir.

Polimerlesme tamamlandiginda tarak dikkatlice kaldirilmis ve 6Ornek

cukurlarimn olusmasi saglanmustir.

3.2.12. SDS-PAGE Denatlire Protein Jel Elektroforezi

SDS-PAGE jel elektroforeziyle, izole edilen proteinler arasindaki farklarin
saptanmasi amaglanmustir.

SDS-PAGE elektroforezi icin uygun nitelikteki drneklerin segimi yapilirken,
onceki kisimlarda yapilmis olan eslestirme testleri, meyve olusum kontrolt gibi
testlerin sonuclar1 g6z éniinde tutulmustur.

Yuksek sicakliga dayaniklilik testlerinin sonuglarimin degerlendirilmesiyle,
bu deneyde, C. cinereus mantarina ait en iyi sonuglar: verebilecek 17 farkli 6rnek (11
adet monokaryon misel, 3 adet dikaryon ve 3 adet dikaryon meyve) kullanidmstir.
Deneyler icin 18x28 cm ebatlarinda vertikal tipte bir elektroforez dizenegi
kullanmlmistir (Sekil 3.3).

Orneklerin  segiminde sicakliga dayaniklilik agisindan yiriitilen temel
mantiga gore; yuksek sicakliga dayanikli olan 2 farkli monokaryonun kendi
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ardlarinda ve yine yuksek sicakhiga dayanikli olan ve olmayan iki ayri
monokaryonun birbirleriyle eslestiriimesi ile elde edilmis olan dikaryon misel ve
meyvelerinin ayrica, yuksek sicakliga dayanikli olan ve olmayan monokaryon
misellerin protein yapilar: karsilastiril mistir.

Deneylerde yuksek sicakliga dayanikli olan 1, 5, 34, 37, 40 monokaryon
ornekleri; yuksek sicakliga dayanikli olmayan 4, 7, 30, 33 numarali monokaryon
ornekleri; ile karsilastirma amacl olarak kullamlan 8 ve 38 numarali monokaryon
misel ornekleri ile 34-37, 34-37, 30-37 numaral1 dikaryon misel ve meyve ornekleri
kullanilmistar.

Eslesme testlerinin sonuclar1 dikkate alinarak uyum goésteren dikaryonlar
secilmistir; bunlar 37-30 (yUksek sicakliga dayamkli 2 monokaryon) ve 34-37’tlr
(yUksek sicakliga dayanikli 1 monokaryon). Ayrica uyumlu bir sekilde eslesmis olan

34-38 dikaryon da deneylerde karsilastirma materyali olarak kullanilmistir.

Sekil 3.3. Calisir durumda bir elektroforez diizeneginin goruntusi
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3.2.12.1. Protein Orneklerinin Uygulanmas ve Elektroforez

Elektroforezde, monokaryon ve dikaryon misel ile meyveden izole edilen
protein ornekleri her biri icin farkli miktarlarda da denenerek, aralarindaki farklar
saptanmus ve deney 4 defa tekrar edilmistir.

Tamponla yikanmis olan jelin ceplerine, 6rnek ve tampon miktarimin oram
5/2 olacak sekilde hazirlanan monokaryon misel protein karigimindan toplam 80 ul’
lik bir miktar yuklenmistir. Bu 5/2’'lik oran, bitin elektroforetik calismalarda
korunmustur. Uyumluluk gosteren dikaryon orneklerde genelde 60, 80, 100 ul’ lik
miktarlar denenmistir. Marker olarak, 66 kDa luk sigir albumini kullanilmis ve
jelel0 ul miktarda yuklenmistir.

Elektroforez 15mA’de 8 saat siireyle devam etmistir. Elektroforez sonrasinda
jeller boyama islemine alinmustir.

3.2.12.2. Jelin Coomassie Brillant Blue R-250 ile Boyanmas

Bu metot, 0,1 ug kadar kicik miktarlardaki protein bantlarimin boyanarak
gorinmesini saglar. Elektroforez sonunda jeldeki bantlarin belirginlesmesi igin jel,
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Cizelge 3.6) ile 3 saat boyanmustir (Bollag ve
Edelstein, 1991).

3.2.12.3. Boyanmin Geri Ahinmas ve Goruntuleme

Boyanma asamasi tamamlanmis ve destile su ile bir kez yikanmis olan jel,
bantlarin belirginlesmesi icin, boyayr aima soltisyonunda (Cizelge 3.7) bir gece
bekletilmistir (Bollag ve Edelstein, 1991). Siringa yardimi ile solisyon cekilerek
gorintileme islemlerine gecilmistir. Bu islemlerden sonra jel Mini-Bis goruntileme
sisteminde incelenerek fotografi ¢ekilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Monokaryon Misdllerinin Sicakhga Dayanmikhhk Testi Bulgular:

C. cinereus mantarina ait olan ve birbirlerinden farkl: karakteristik 6zellikler
tastyan 43 monokaryon misel kultiriiniin, 43 °C’lik sicakliktaki gelisimleri 2., 4., 6.,
ve 7. gunlerde kayit edilmis; sonuclar: Cizelge 4.1.'de ve 46 °C’deki gelisimleri ise
2.,4.,5., 6., 7., vel2 gunlerde kayit edilmis; sonuclar1 Cizelge 4.2." de verilmistir.

4.1.1. Monokaryon Misellerin 43 °C’ daki Gelisimlerine Ait Bulgular

Cizelge 4.1."e gore, 43 °C’'da 7. guiniin sonunda, en hizli gelisim gosterenler
sirasi ile 38, 3, 18, 41 ve 32 numaral1 6rnekler iken; en yavas gelisim gosterenler ise
sirasi ile 17, 2, 23, 25, 10 ve 9 numaral1 érnekler olmustur.

4. guniin sonu baz alindiginda, en hizli gelisim gosterenler 38, 3, 18, 41,19,
32 numaral1 6rnekler iken en yavas olanlar ise 23, 10, 17, 28, 2 numaral1 6rneklerdir.
En hizlisindan en yavas olanina kadar, gelisim gosteren tim monokaryon misel
ornekleri 7. giiniin sonunda Petri kutularim ( 7cm ¢apli ) tamamen sarmustir.

43 °C'da yavas gelisim gosteren 9 ve 10 numarali 6rneklerin capi, 2. ginde
srast ile 3,15 cm ve 2,00 cm; 6. gunde ise sirast ile 6,90 cm ve 6,85 cm olarak
belirlenmistir. Buna gore, 2. giin sonunda yapilan tespitler, iki ornek arasindaki
gelisim farkimn 6.giin sonunda minimuma indigi saptanmistir. Buna benzer sonuglar,
bircok 6rnekte de gbzlemlenmistir.

4.1.2. Monokaryon Misellerin 46 °C’ daki Gelisimlerine Ait Bulgular
Cizelge 4.2'ye gore, 7. giin sonunda, 46 °C’'de en hizl: gelisim gosterenler
srasi ile 40, 39, 34, 29, 18, 43, 37, 38 ve 1 numarali ornekler iken; en yavas gelisim

gogerenler ise sirast ile 15, 3, 13, 14, 33, 17, 16, 4, 9, ve 42 numaral1 Ornekler

olmustur.
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7. gin sonunda yavas gelisen orneklerden 15, 3, 13, 14, ve 16 numarali
ornekler gelisimlerini tamamlayamamistir. Bir anlamda, bu ornekler tim Petri
kutusunu kaplayacak kadar gelisememis ve 7. ginin sonunda gelisimleri durmustur.
Yavas gelisim gosteren 4, 9 ve 42 numarali drneklerde ise 7. gunin sonunda
gelisimin hala surdigi, fakat sonraki ginlerde durdugu saptanmustir. Diger yavas
gelisim gosteren 17 ve 33 numarali 6rnekler ise, gelisimini sonuna kadar strdirirek
Petri kutusunu tamamen kaplamistir. 4. giin sonunda ise, 5, 40, 39, 29 ve 7 numaral
orneklerin hizli; 15, 3, 13, 17, 20 ve 33 numaral1 érneklerin ise yavas bir gelisim
goserdikleri saptanmustir.

46 °C’ de gelistirilmis 3 ve 35 numarali érnekler birbiriyle karsilastirildiginda,
her ikisinin de 4. gin sonuna kadar benzer hizda gelistikleri belirlenmistir. Fakat, 4.
gunden sonra aralarinda anormal bir gelisim farklilig: ortaya ¢ikmustir. 3 numarali
ornek, 4-7. gunler arasinda nerede ise hi¢ gelisme gostermemisken; 35 numarali
ornek normal gelisimini strdirmis, hatta Petri kutusunu tima ile kaplamstir. 46
°C’da en hizl1 gelisimi gosteren 40 numaral1 6rnegin, aym gelisim performansini 43
°C’da da gostermemis olmasichr. 43 °C’da vasat bir gelisim siireci gosteren 9 ve 10
numaral1 6rnekler, 46 °C da diger 6rneklere kiyasla normal bir gelisim performans
gostermistir. Bu ise beklenmeyen bir bulgudur.

Esit kosullar altinda ve 46 °C’da gelisen 5 ile 15 numaral1 6rneklerin, 5.
gunun sonunda tespit edilen misel gelisim hizlar1 arasinda, énemli bir farkliliginin
oldugu Sekil 4.1’ de gosterilmistir. Bununla birlikte, 5. gtiniin sonu itibariyle misel
¢ap1, 5 numaral1 6rnekte 5,60 cm ve 15 numarali 6rnekte 1,90 cm olarak 6lgilmistir
(Cizelge 4.2).

B

Sekil 4.1. 46 °C’da Monokaryon Misdlerin 5. Gin Sonundaki Gelisim
Durumlary; A. 5 numarali monokaryon; B. 15 numarali monokaryon
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Cizelge 4.1. Coprinus cinereus monokaryon misellerinin 43 °C’daki gelisim

hizlari [cm cinsinden]

C.cinereus | Baslangic | 2. glingapt | 4.glngapt | 6. gingapr | 7. glin gapi
ornekleri | cap
C-1 0,7 2,95 5,55 + +
C-2 0,7 2,70 4,80 6,40 +
C-3 0,7 3,80 6,75 + +
C-4 0,7 3,10 5,45 + +
C-5 0,7 3,00 5,90 + +
C-6 0,7 2,50 5,10 + +
C-7 0,7 3,40 6,10 + +
C-8 0,7 3,55 6,00 + +
C-9 0,7 3,15 5,30 6,90 +
C-10 0,7 2,00 4,65 6,85 +
C-11 0,7 2,80 5,40 + +
C-12 0,7 2,85 5,25 + +
C-13 0,7 3,10 5,40 + +
C-14 0,7 2,90 5,85 + +
C-15 0,7 3,15 5,35 + +
C-16 0,7 3,30 5,20 + +
C-17 0,7 2,85 4,70 6,10 +
C-18 0,7 3,40 6,50 + +
C-19 0,7 3,45 6,25 + +
C-20 0,7 3,25 5,40 + +
C-21 0,7 3,10 5,40 + +
C-22 0,7 3,10 5,65 + +
C-23 0,7 2,45 4,50 6,70 +
C-24 0,7 3,20 5,85 + +
C-25 0,7 3,00 5,00 6,80 +
C-26 0,7 3,05 5,45 + +
C-27 0,7 3,10 5,40 + +
C-28 0,7 2,75 4,75 + +
C-29 0,7 3,00 5,55 + +
C-30 0,7 3,15 5,30 + +
C-31 0,7 3,15 5,40 + +
C-32 0,7 3,55 6,20 + +
C-33 0,7 3,10 5,90 + +
C-34 0,7 2,85 5,30 + +
C-35 0,7 2,80 5,50 + +
C-36 0,7 3,30 5,70 + +
C-37 0,7 2,75 5,55 + +
C-38 0,7 3,30 6,85 + +
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C-39 0,7 2,85 5,65 + +
C-40 0,7 2,75 6,00 + +
C-41 0,7 3,45 6,30 + +
C-42 0,7 2,80 5,25 + +
C-43 0,7 2,35 5,40 + +

+ gelisimini tamamladi

Cizelge 4.2. Coprinus cinereus monokaryon misellerinin farklh gunlerde (G)
46 °C’ daki gelisim hizlari [cm cinsinden]

cco* | BG* | 2G | 4G | 5G | 6.G 7.G 12.G
C-1 07 | 145 | 370 | 460 | 500 6,10 ¥
C-2 07 | 1,60 | 310 | 400 | 480 5,50 ¥
C3 | 07 | 170 | 280 | 300 | 310 3,30 -
C4 | 07 | 150 | 315 | 355 | 4,00 4,40 5,95
C5 | 07 | 215 | 520 | 560 | 645 6,90 ¥
C6 | 07 | 18 [ 340 | 390 | 4,60 5,35 6,25
C-7 07 | 280 | 440 | 465 | 515 5,20 6,40
C8 | 07 | 220 | 390 | 450 | 520 6,00 ¥
C-9 07 | 240 | 375 | 420 | 440 4,70 5,00
C10 | 07 | 225 | 380 | 385 | 430 5,05 5,90
C1l | 07 | 220 | 38 | 430 | 490 5,40 6,65
C12 | 07 | 1,9 | 380 | 435 | 500 5,85 ¥
C13 | 07 | 1,95 | 28 | 310 | 325 3,35 -
C14 | 07 | 1,9 [ 330 | 360 | 385 4,00 -
C15 | 07 | 150 | 1,80 | 1,90 | 215 2,25 -
C16 | 07 | 210 | 305 | 335 | 38 4,20 -
C17 | 07 | 165 | 28 | 360 | 400 4,15 ¥
C18 | 07 | 225 | 420 | 465 | 550 6,40 ¥
C19 | 07 | 160 | 310 | 390 | 485 5,50 ¥
C20 | 07 | 225 [ 290 | 335 | 435 4,85 5,90
C2l | 07 | 1,9 [ 345 | 445 | 520 5,45 6,50
C22 | 07 | 230 | 315 | 450 | 500 5,75 6,40
C23 | 07 | 175 | 365 | 440 | 515 5,65 ¥
C24 | 07 | 210 | 400 | 460 | 520 5,70 ¥
C25 | 07 | 215 [ 300 | 375 | 470 5,50 ¥
C26 | 07 | 245 | 390 | 430 | 450 4,95 5,25
C27 | 07 | 235 [ 310 | 370 | 445 5,50 ¥
C28 | 07 | 270 | 360 | 420 | 485 5,95 ¥
C29 | 07 | 235 | 460 | 520 | 565 6,45 ¥
C30 | 07 | 245 | 345 | 390 | 460 5,15 ¥
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C-31 0,7 1,80 3,15 3,70 4,45 5,50 +
C-32 0,7 1,70 3,25 4,60 5,10 5,90 +
C-33 0,7 1,80 2,90 2,95 3,45 4,05 +
C-34 0,7 2,90 4,25 5,00 5,20 6,85 +
C-35 0,7 1,70 2,75 3,65 4,25 5,25 +
C-36 0,7 1,45 3,60 4,10 4,85 5,65 +
C-37 0,7 2,05 4,20 5,00 5,50 6,25 +
C-38 0,7 2,30 4,40 4,80 5,40 6,15 +
C-39 0,7 2,50 4,60 5,35 5,90 6,95 +
C-40 0,7 2,90 4,80 5,10 6,30 + +
C-41 0,7 1,40 3,55 3,95 4,60 5,40 +
C-42 0,7 1,70 3,20 3,60 4,25 4,75 5,65
C-43 0,7 2,20 3,35 4,40 5,30 6,30 +

+ gelisimini tamamlads; - gelisimi durdu; * CCO: C. cinereus érnekleri; ** BC:
baslangi¢ ¢api; G gun.

4.2. Coprinus cinereus un Maksmum Cimlenme Sicakhgina Ait Bulgular

C. cinereus mantar sporlarinin maksimum cimlenme sicakligim saptamak
icin, 3 farkli cimlendirme serisi uygulanmis ve bunlarin ortalamasi alinmustur.

Sicaklik hari¢ tim diger kosullar aymi tutularak C. cinereus mantar
gporlarimin, ¢cimlenme ylUzdeleri sicakliga bagli olarak olculerek bulunan sonuglar
Sekil 4.2’de bir grafik halinde verilmistir. Grafige gore, sporlarin maksimum
cimlenme potansiyelinin 41,2 °C da en Ust diizeyde oldugu, diger bir ifade ile 41,2
°C’1n sporlarin gcimlenmesi icin en ideal sicaklik oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.2."e gore, cimlenme ytizdesi, 37 °C’ da %9,39, 40 °C’da %15,92 ve 41
°C’ da %19,53 artan degerleri alirken, 42 °C'dan (%18,40) itibaren bir disme
stirecine girmistir. Buna gore cimlenme de maksimum degerin yaklasik 41 °C en
ylksek degeri gostermistir. Sekil 4.2. incelendiginde blylime hizinin 41-42 °C
arasinda bir miktar daha artmaya devam etmis, ancak daha sonra duslUse gecmis ve
maksimum ¢imlenme de yaklasik 41,2 °C da gerceklesmistir. 47 °C'da gibi ylksek
sicaklikta bile sporlarin cimlenmesi gerceklesmis ve oramt da %8,44 olarak
Olcllmustir. Bu da yuksek sicakliklarin sporlart gcimlenmeye tesvik edici oldugunu
fakat yiksek sicakliklarda ¢cimlenme yiizdesinin de distigint gostermistir.
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Gimlenme ' (& desi (%)

b 8,44

Sicakhk (Santigrad)

Sekil 4.2. Coprinus cinereus spor larinin gcimlenme ylzdes

Chrysosporium crassitunicatum, Nannizzia fulva (+), Nannizza fulva (-) ve
Trichophyton equinum mantar sporlarint gimlendirmek tzere karbon kaynag: olarak
glikozu kullanmis ve maksimum spor ¢imlenmesinin 24 saat iginde saglandigini
belirtmisler ve buna ilaveten, Chrysosporium crassitunicatum, Nannizza fulva (+),
Nannizzia fulva (-) mantar sporlarimin 35 °C’akadar ¢cimlendigini, ancak daha yuksek
sicakliklarda cimlenemedigini belirlemislerdir. Fakat T. equinum'un ise, 40 °C'nin
Uzerindeki sicakliklarda da ¢imlenebildigini, ancak cimlenme ytzdesinin oldukcga
disUk oldugu saptamuslardir (Singh ve Agrawal., 1982).

Bu calismada ise, maksimum c¢imlenme sicakligi yine 24 saat icinde
saglanmis; buna ek olarak mezofilik bir mantar C. cinereus mantar;, 40 °C’' 1n
tizerinde 47 °C’ akadar cimlenmesini stirdirebilmistir.

4.2.1. 37 °C igin Bulgular
37 °C'lik sicaklik kosullar: altinda yurGttlen bu calismada, kullamlan 2086

gpordan 196 tanesinin ¢imlendigi tespit edilmistir. Ortalama ¢imlenme yiizdesi %
9,39 olarak hesaplanmstir. Sonuclar Cizelge 4.3." de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Coprinus cinereus un 37 °C’daki ¢imlenme ylizdes

Cimlendirme Serisi 1. Seri 2.Seri 3.Seri Serilerin
Ortalamast
Cimlenen Spor Sayist 96 19 81 196
Toplam Spor Sayisi 1108 338 640 2086
Cimlenme Y tizdesi (%) 8,66 5,62 12,65 9,39

4.2.2. 40 °C igin Bulgular
40 °C sicakhkta yurGtilen bu calismada, kullamlan 1030 spordan 164
tanesinin ¢imlendigi tespit edilmistir. Ortalama ¢cimlenme yizdesi %15,92 olarak

hesaplanmistir. Sonuclar Cizelge 4.4." de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Coprinus cinereus un 40 °C’daki ¢cimlenme ylizdes

Cimlendirme Serisi 1. Seri 2.Seri 3.Seri Serilerin
Ortalamasi
Cimlenen Spor Sayist 56 39 69 164
Toplam Spor Sayisi 306 290 434 1030
Cimlenme Y tizdesi (%) 18,30 13,44 15,89 15,92

4.2.3. 41 °C igin Bulgular
41°C sicaklikta yurGtilen bu calismada, kullailan 1367 spordan 267

tanesinin cimlendigi tespit edilmistir. Ortalama ¢imlenme yizdesi %19,53 olarak
hesaplanmistir. Sonuclar Cizelge 4.5." de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Coprinus cinereus un 41 °C’ daki cimlenme ytizdes

Cimlendirme Serisi 1. Seri 2.Sevi 3.Seri Serilerin
Ortalamast
Cimlenen Spor Sayist 163 35 69 267
Toplam Spor Sayisi 864 165 338 1367
Cimlenme Y tizdesi (%) 18,86 21,21 20,41 19,53

4.2.4. 42 °C igin Bulgular
42 °C sicakhkta yurtilen calismada, kullamlan 913 spordan 168 tanesinin
cimlendigi belirlenmis; ortalama ¢imlenme ytizdesi %18,40 olarak hesaplanmustir.

Sonuclar Cizelge 4.6." da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Coprinus cinereus un 42 °C’daki ¢cimlenme ylizdes

Cimlendirme Serisi 1. Seri 2.Seri 3.Seri Serilerin
Ortalamasi
Cimlenen Spor Sayist 95 45 28 168
Toplam Spor Sayisi 461 290 162 913
Cimlenme Y tizdesi (%) 20,60 15,51 17,28 18,40

4.2.5. 43 °C’deki Bulgular
43 °C sicakhkta yuritilen bu calismada, kullanlan 1648 spordan 277

tanesinde cimlenme tespit edilmis ve ortalama cimlenme yizdes %16,80 olarak
hesaplanmistir. Sonuclar Cizelge 4.7." de gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. Coprinus cinereus un 43 °C’daki ¢cimlenme ylizdes

Cimlendirme Serisi 1. Seri 2.5eri 3.Seri Serilerin
Ortalamast
Cimlenen Spor Sayist 209 15 53 277
Toplam Spor Sayist 1107 122 419 1648
GimlenmeY tUizdesi (%) | 18,87 12,29 12,64 16,80

4.2.6. 44 °C igin Bulgular
44 °C sicakhkta yirittlen calismada, kullanilan 1251 spordan 154 tanesinin
¢cimlenme belirlenmis; ortalama ¢imlenme yiizdesi %12,31 olarak hesaplanmustir.

Sonuclar Cizelge 4.8." de gogterilmistir.

Cizelge 4.8. Coprinus cinereus un 44 °C’daki ¢cimlenme ylizdes

Cimlendirme Serisi 1. Seri 2.Seri 3.Seri Serilerin
Ortalamasi
Cimlenen Spor Sayist 13 60 81 154
Toplam Spor Sayisi 84 510 657 1251
Cimlenme Y Uzdesi (%) 15,47 11,76 12,32 12,31

4.2.7. 47 °C igin Bulgular
47 °C'da yuritulen bu calismada, kullamlan 699 spordan 59 tanesinin

cimlendigi belirlenmis ve ortalama ¢imlenme yuzdesi %8,44 olarak hesaplanmustir.
Sonuclar Cizelge 4.9." da gogterilmistir.
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Cizelge 4.9. Coprinuscinereus un 47 °C’daki ¢imlenme yuizdes

Cimlendirme Serisi 1. Seri 2.Sexi 3.Seri Serilerin
Ortalamasi
Cimlenen Spor Sayist 31 21 7 59
Toplam Spor Sayisi 356 220 123 699
Cimlenme Y Gizdesi (%) 8,70 9,54 5,69 8,44

4.3. Coprinus cinereus un Eslesme Testlerine Ait Bulgular

C. cinereus'un eslesme testlerinde, uyumlu olmayan monokaryon ciftlerin
misellerinin karsilastiklar: veya karistiklar bolgelerde kanca yapilarina rastlanmstir.
Cizelge 4.10'da kanca yapisi tasiyan ve tasimayan eslesmeler verilmistir.

Misellerin gelisim slrecinde, uyumlulugun saptandigi eslesmelerde gelisim

hizinin, uyumlu olmayanlara kiyasla daha fazla oldugu Sekil 4.3’ de gosterilmistir.

A

Sekil 4.3. Esit kosullar altinda misel gelisim hizlarinin kar silastirilmas;
A. 37-30 Numaral1 dikaryon 6rnek; B. 37 Numarali monokaryon 6rnek

Eslesme testlerine ait bulgular, misellerin sicakhiga dayaniklilik testi
sonuclari, secilen orneklerin kendi aralarinda uyumlulugunu saptamak icin yol
gogerici olmustur. Eslesme testlerinde bircok varyasyon denenmis olmasina karsin,
elektroforez deneylerinde kullamlmasi amaglanan ornekler arasinda, az sayida
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uyumlu ciftin varhigi tespit edilmis ve bunlardan bazilari da Cizelge 4.10'da
gogerilmistir. Cizelge 4.10'da da belirtilmis olan, 30-37, 34-37 ve 34-38 uyumlu
monokaryon ciftlerin, meyvelerindeki protein yap1 farkliliklarimn elektroforez

teknigi ile belirlenmesine uygun nitelikte oldugu anlasil mustir.

Cizelge 4.10. Baz eslesme ve uyumluluk sonuclary

Uyumlu olan monokaryon c¢iftler Uyumlu olmayan monokaryon ciftler
10-2 10-6
32-34 14-10
30-37 19-10
34-37 30-8
34-38 40-5

Ayrica 38 ile 34 arasindaki uyumluluk yaninda, 43 °C ve 46 °C sicaklikta iyi
bir gelisim sergileyen 7, 18, 40 ve 43 numarali monokaryonlar da Sekil 4.4'da

gosterilmistir.

Sekil 4.4. Uyumlu bir eslesmeden gor intl. (34-38 ciftinin ara kesiti)
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Eslesmelerin her zaman uyumlulukla sonlanamayacagi da Sekil 4.5'de
gosterilmistir. Sekilde goruldigi gibi, merkezde gosterilmis olan yiksek sicaklhiga
dayanikli 34 numaral1 drnek, cevresinde simetrik olarak dizili haldeki yavas gelisen
4,7, 20, 30 numarali 6rnekler ile uyumluluk gostermemistir.

9 cm c¢apli Petri kutularimn kullanildigi eslestirme testlerinde, ekili halde
bulunan ornekler, birbirileriyle ilk temaslarim 3-4 giin icinde saglamstir. Ornekler
ilk temas amindan itibaren, her giin ve gerektiginde her saat 6rneklerin gelisimleri

mikroskop altinda kontrol edilmistir.

Sekil 4.5. Uyumsuz eslesmelerden gorunti

Tek bir monokaryonun merkeze ekilmesi halinde, 7 cm capli bir Petri
kutusunu tamamen kaplamas, yaklasik bir hafta sirmistir. Cok sayida
monokaryonun simetrik olarak ekilmesi, gelisen misellerin birbirine temast igin

gegen sirenin 4-5 gline kadar inmesini saglamustir.

4.4. Meyve Olusum Kontrolti ve Monokaryon Testlerine Ait Bulgular

4.4.1. Coprinus cinereus un Meyve Olusum Kontroline Ait Bulgular

Meyve olusum kontrol testlerinde en fazla calisilan drnekler, elektroforez
deneyleri icin 6rnek materyal olarak kullamlacak olan 30-37, 34-37 ve 34-38
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numaral1 dikaryonlardir. Eslestirme testlerinde mikroskobik calismalar ile kanca
yapisi arastirilirken; meyve olusum kontrol testlerinde dikaryon denilen uyumlu
monokaryon orneklerin gercekten meyve verip veremedikleri ve veriyorlarsa hangi
kosullar altinda verdiklerinin tespiti amaclanmustir.

Sekil 4.6'de sikca meyve gelisim asamalart gostermis olan 37-30 dikaryon
ornegine ait bir olgun meyve ile bu stire¢c sonunda bir Urtin olarak ortaya ¢ikan bir
miktar spor birikintisi gosterilmistir. Diger taraftan Sekil 4.7’de 37-30 dikaryon
orneginin olgunlasmis meyvesi ve bir miktar spor yigintissnin dstten goérintisi

verilmistir.

Sekil 4.7. Spor yigintiss ve meyvelerin Ustten gorantisi
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Daha 6nceden hizli bir misel gelisimi strdirdigi bilinen 30-37 numaral
ornek, meyve olusum testleri boyunca, bu 6zelligini meyve olusturma asamalarinda
da surdirmustir. Her defasinda standart meyve olusturmus ve bol miktarda spor
vermistir. Aym davranisi uyumlu olan 34-38 ve 34-37 ornekleri de gostermistir.

Calismalarda cam kavanozlar kullamilmis olup, 4 cm?lik dikaryon misel
kesitleri merkeze ekilmis ve vejetatif gelisim asamasi 37 °C sicaklikta normalde 4-5
gun sirmustir. Fakat calismalar sirasinda; meyve yetistirmek tizere misel miktarinin
arttirllchgr vejetatif gelisim asamas: 37 °C'a ayarli karanlhik bir etiiv icerisinde
yaratalmostar. Dikaryon miseller icin normalde karanlikta gecen siirenin 4-5 gunt
asmasi halinde, normalde aydinlikta meydana gelen meyve olusumu karanlikta da
meydana gelmekte, ancak bu meyveler sapka kismi gelismemis ve timl ile sap
gorintist veren olgunlasmamus Ozelliklidirler (Sekil 4.8.A). Diger taraftan yeterli

1s1g1n ainmasi halinde, sapka kismi olusmakta ve de olgunlasmaya baslamaktadir
(Sekil 4.8. B)

Sekil 4.8. M eyvede sapka gelisim goruntileri; A. gelismemis; B gelismekte olan

Her denemede meyve alinamamistir; bunun sebebi, meyve olusumu igin
gerekli iz elementlerin ortamda olmamasi ve/veya besi yerinin tazeligini yitirmis
olmasi ihtimalidir.

Bu calismadan elde edilen diger bir bulgu, meyve vermis olan bir
dikaryondan elde edilmis olan sporlarin kisir olmasidr.
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4.4.2. Coprinus cinereus M onokaryon Testlerine Ait Bulgular

Normalde bir dikaryonun veya heterokaryonun ve nadir olarak rastlanan
mutant karakterli bir monokaryonun meyve yapisi olusturmasi, en uygun sartlar
atinda gerceklestirebilmistir. Bu bilgiler 1siginda, deneylerde, 43 mutant
monokaryon ornekten 2, 3, 5, 6 ve 23 numara olanlarda meyve olusumu
gozlemlenmistir (Sekil 4.9) ve de %5/43 (%11 civar)) oranda mutant karakterli
monokaryon érneginin bulundugu anlasil mistur.

Buna ek olarak; normal bir dikaryona kiyasla, meyve vermis olan mutant
monokaryonlarin  aydinlik  evredeki  gelisimlerinin  daha yavas ilerledigi
belirlenmistir. Mutant monokaryonlarda meyve yapisi olusumu icin gerekli olan siire,
bir dikaryona gore, daha uzun sirmis ve bu slire¢ birkag giin daha devam etmistir
(aydinlik evrenin 7-10 gunleri arasi sirmesi). Dikaryonlar ile yoritilen meyve
olusum siirecinde, ortalama olarak bu evrenin en ge¢ 7. giinde tamamlandig: tespit
edilmistir.

TUm mutant monokaryon érneklerde, meyve yapilar olussa da saplar oldukca
kisa kalmis (1-2 cm arasi)) ve aym sekilde sapka kisimlarinin da gelismemis bir

gorintd verdigi  gozlemlenmistir. Ayrica, bu mutant monokaryon o6rneklerin

meyveleri cok siki bir sekilde bir araya toplanmis ve clice bir gériniime sahiptir
(Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Sekil 4.9. Bazs mutant monokaryon orneklerin géruntisi
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Sekil 4.10. 23 Numaralh mutant monokaryon 6rnegin Ustten gorintisi

Sekil 4.11. 3 Numarali mutant monokaryon ornegin gor intusi

4.5. Coprinus cinereus SDS-PAGE Denatlre Protein Jel Elektroforezine Ait
Bulgular

Genel olarak, 66 kDa dan daha dustk ve yuksek molekiler agirlikta olan
protein bandlarin sayisinin birbirine yakin sayida oldugu goézlemlenmistir (Sekil
4.12).
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4.5.1. Monokaryon Misellerin Kiyasdanmasina Ait Bulgular

80 ul drnegin kullamldig1 elektroforez deneyinin sonucu Sekil 4.12' de
gosterilmistir.

Agaricus, Boletus, Lactarius, Leccinium, Macrolepiota ve Suillis turlerinden
birkag mantarin protein yapilarim SDS-PAGE analizi sonucu karsilastirmisglardir.
Sonucta aym aileye mensup turlerde bazi benzerliklerin oldugunu tespit etmislerdir
(Petrovska ve ark., 2004).

Elde edilen bulgulara gore, yukarida sozi edilen saptamanin bu c¢alismada
elde edilenler icin de gecerli oldugu, yani genelde protein bantlar1 arasinda temel
benzerlikler oldugu Sekil 4.12" den de anlasiimaktadir. Temel benzerlikler disinda 38
numarali Ornekte 66 kDadan daha dusik agirlikta bir proteinin eksik oldugu
saptanmistir. 5 numarali mutant monokaryon orneginin diger monokaryon misel

ornekleri ile benzer protein yapisinda oldugu saptanmustir.

66 kDA,

M 4 7 30 33 38 B t] 40 37 34

Sekil 4.12. Coprinus cinereus monokaryon misellerinin protein elektroforez
sonucu (soldan saga: Marker, 4, 7, 30, 33, 38, 8, 5 (mutant
monokaryon), 40, 37 ve 34 monokaryon miseli)
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4.5.2. Dikaryon Misd ve Meyveler ile Monokaryonlarin Kiyasanmasina Ait
Bulgular

45.2.1. Misel ve Meyve Bulgulari-1

Sol bastan 6. ve 7. ceplere sirasiyla 80 ve 50 ul’ lik yikleme yapilirken diger
tim ceplere drneklerden 60 ul’ lik bir miktar uygulanmustir. Elektroforez deneyinin
sonucu Sekil 4.13' de gosterilmistir.

Y Uksek sicakliga dayanikli 34-37 ile yiksek sicakliga dayanikli olmayan 30-
37 numarali meyve orneklerinin protein profillerinin birbirinden farkli oldugu

gbzlemlenmistir.

3438 3437 31]? 3037 3437 37 kT 30 33 M

Sekil 4.13. Coprinus cinereus misel ve meyve protein elektroforezi sonuglari (1)
(Soldan saga: 34-38, 34-37, 30-37 meyve; 30-37, 34-37 dikaryon misel;
37 (80 wl), 37 (50 pl), 34, 30, 33 monokaryon misel; sigir albimin
marker)

4.5.2.2. Misel ve M eyve Bulgulari-2

80 ul drnegin kullamldig1 elektroforez deneyinin sonucu Sekil 4.14' de
gosterilmistir.
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Genel olarak, 66 kDa dan daha dustk ve yuksek molekiler agirlikta olan

protein bandlarin sayisinin birbirine yakin sayida oldugu gézlemlenmistir.

30 34 37 3437 3037 3438 343? 3037 338M M

Sekil 4.14. Coprinus cinereus misel ve meyve protein elektroforez sonuclari (I1)
(Soldan saga: 30, 34, 37 monokaryon misel; 34-37, 30-37, 34-38
dikaryon misel; 34-37, 30-37, 34-38 meyve; son iki cep ise marker)

4.5.2.3. Misel ve Meyve Bulgulari-3

100 pl 6rnegin kullanmldigi elektroforez deneyinin sonucu Sekil 4.15 de
gosterilmistir.

Bipolar Coprinus sp. ile yapmis arastirma neticesinde, karisik monokaryon
ornek bantlarimin, gercek dikaryon orneklerindekine benzemedigini, ama farkli tek
monokaryonlardaki ile benzer olduklarin: saptamuslardir. (Ross ve ark.,1973).

Bu calismadaise, Sekil 4.15 de gosterildigi gibi, gergekten de monokaryonlar
ile dikaryonlarin protein bantlar1 arasinda bir farklilik gdzlenmis ayrica, meyve ile
misel ornekleri de karsilastirildiginda da bazi farkliliklar gbzlemlenmistir.

Genel olarak, 66 kDa dan daha dustk ve yiuksek molekiler agirlikta olan
protein bandlarin sayisinin birbirine yakin sayida oldugu goézlemlenmistir (Sekil
4.15).
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3438303734 3734383037 3437 38 37 34 30 M

Sekil 4.15. Coprinus cinereus misel ve meyve protein elektroforez sonuclar (111)
(Soldan saga: 34-38, 30-37, 34-37 meyve; 34-38, 30-37, 34-37 dikaryon
misel; 38, 37, 34, 30 monokaryon misel; 11. cepte marker bulunuyor).
Not: soldan 3. cepteki 34-37 numaral1 6rnek jelden kagmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, bir Basidiomycetes mantar1 olan C. cinereus sporlarinin
maksimum c¢imlenme sicakligr yaninda normal ve yiksek sicaklikta gelismis misel
ve meyvelerin  protein  kombinasyonlart Kkarsilastirillarak bunlarda sicakliga
dayaniklilig1 ifade eden protein yapilar: arastirilmistir. Ayrica elde edilen bulgularin
laboratuar ve endustriyel uygulamalarda kullanilabilirligi icin dneriler getirilmistir.

C. cinereus sporlart CYM besiyerlerinde 37-47 °C arasinda ¢imlendirilmis,
her bir sicaklik icin elde edilen cimlenme ylizdeleri karsilastirilmis ve 41 °C
civarinda cimlenme oramnin (%19,53) en yiksek oldugu ve ¢cimlenmenin 47 °C’a
kadar da dikkate deger bir oranda (% 8,44) strdigu belirlenmistir.

Birbirinden farkli 43 ayri monokaryon miselin 43 °C ve 46 °C'da gelisim
hizlari, farkli surelerde incelenmis ve gelisim hizlarina gore gruplandirilmstir
(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Boylece gelisim hizi, sicakliga dayanikliligin bir 6lgiti
kabul edilerek calisilan monokaryonlar sicakliga dayaniklilik  bakimindan
gruplandirilmis ve tim monokaryonlar meyve verme testine tabi tutulmustur. Bu
testlerin sonucunda 2, 3, 5, 6, 23 numarali mutant monokaryon drneklerin meyve
verebildikleri saptanmustir.

Monokaryonlarin  eslestirme testlerinde, yiksek sicakliga dayankli
monokaryonlar kendi aralarinda ikiser ikiser; ayrica biri yiksek sicakliga olan digeri
olmayan monokaryonlar da yine kendi aralarinda ikiser ikiser eslestirilerek birbiriyle
uyumluluklar:  belirlenmeye calisilmustir.  TUm  bu  eslestirme calismalarimin
sonucunda uyumlu 30-37, 34-37, 34-38 monokaryon ciftlerinin (dikaryon) protein
analizine uygun olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.10). Ardindan bu giftler meyve
olusturma testlerine tabi tutulmus ve bunlardan en verimlisi 30-37 cifti olmak tzere
hepsinin meyve verdikleri tespit edilmistir. Ayrica karanlik fazin uzun tutulmasi
halinde de meyvelerin sapka kismi gelismeksizin yalmzca sap kismindan ibaret
meyve vererek gelisimlerini sirdirdikleri de gbzlemlenmistir.

Bu calismalardan sonra elektroforez calismalarinda kullamimak Gzere yiksek

sicakliga dayanikli olan ve olmayan toplam 14 misel ve 3 meyve 6rnegi, SDS-PAGE
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elektroforez teknigi ile protein analizine tabi tutulmustur. Monokaryon ve
dikaryonlarin proteinlerine ayristirilmas: sonucunda asagidaki sonuclara ulasilmistir:

1. Genel olarak, 66 kDa dan daha disuk ve yuksek molekiler agirlikta
olan protein bandlarin sayisinin birbirine yakin sayida oldugu belirlenmistir.

2. Temel benzerlikler disinda 38 numarali Ornekte 66 kDa dan daha
dustk agirlikta olan bir proteinin eksik oldugu saptanmustir. 5 numarali monokaryon
orneginin de diger monokaryon misel ornekleri ile benzer protein profiline sahip
oldugu saptanmustir.

3. Gergekten de monokaryonlar ile dikaryonlarin 6rneklerin protein
bantlar1 arasinda bir farklilik belirlenmistir.

4, Ayrica, meyve ile misel oOrnekleri de karsilastirildiginda bazi
farkliliklar goze carpmustir.

5. Yuksek sicakliga dayanikli 34-37 ile yiksek sicakliga dayanikl
olmayan 30-37 numarali meyve drneklerinin protein profillerinin birbirinden farkl
oldugu gézlemlenmistir.

Sporlarin maksimum ¢imlenme sicakliginin tespitinde, ¢imlenme oranin
belirleyen faktdrlerden yalnizca sicaklik degiskeni ve tek bir besi yeri (CYM) ile
calisilmistir. Ayni galismalarin bagil nem, pH degeri, farkli besi yerleri ve radyasyon
parametrelerinden nasil etkileneceginin de ayrica arastirilmasinda yarar vardir. Diger
taraftan, elde edilen sonuglarin laboratuvar ve endustriyel uygulamalar bakimindan
daincelenmesinde yarar vardir.

Yuksek sicakliga dayanikli enzimlerin saptanmast ve bunlarin genis pH
bandinda calisan, yiksek sicaklik ve alkalilere karsi kararli olanlar1, endustriyel atik
su uygulamalarda bircok avantaj saglanmasi beklenmektedir.
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