KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

TRAMETES VERSICOLOR (L.) FR.’"DA MISELYAL ETKILESIMLERIN

INCELENMESI

Hayriye BICER

EYLUL 2012


http://en.wikipedia.org/wiki/Elias_Magnus_Fries

Biyoloji Anabilim Dahnda Hayriye BICER tarafindan hazirlanan TRAMETES
VERSICOLOR (L.) FR. DA MISELYAL ETKILESIMLERIN INCELENMESI adli

Yiiksek Lisans Tezinin Anabilim Dal1 standartlarina uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Yusuf MENEMEN
Anabilim Dali Bagkan1 Vekili

Bu tezi okudugumu ve tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak biitiin gereklilikleri yerine

getirdigini onaylarim.

Doc. Dr. Perihan GULER

Danigman
Jiiri Uyeleri
Baskan : Prof. Dr. Leyla ACIK
Uye (Danigsman) : Dog. Dr. Perihan GULER
Uye : Dog. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
codid

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek

Lisans derecesini onaylamistir.

Doc¢. Dr. Erdem Kamil YILDIRIM

Fen Bilimleri Enstittisi Muduri


http://en.wikipedia.org/wiki/Elias_Magnus_Fries
http://websitem.gazi.edu.tr/leylaacik

Biittin Hayatim Boyunca Yanimda Olan ve Beni Destekleyen
Annem LEYLA BICER
Babam MUSTAFA BICER
ve

Tiim Aileme



OZET

TRAMETES VERSICOLOR (L.) FR.” DA MiSELYAL ETKILESIMLERIN
INCELENMESI

BICER, Hayriye
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Perihan GULER
Eylil 2012, 80 sayfa

Ulkemizde dogal olarak yayilis gdsteren Trametes versicolor (L.) Fr.’da miselyal
etkilesimler arastirildi. Basidiomycota sinifi, Polyporales ordosunda yer alan
Trametes versicolor’un Karadeniz Bolgesinin farkli lokalitelerinden (Giresun, Ordu
ve Samsun) toplanan ve kurutulan fruktifikasyonlar A, B, C, D, E, F, G, H, J, K
olarak gruplandirildi. Fruktifikasyonlardan alinan parcalar doku kiiltiiri yontemiyle
ayr1 ayr1 olacak sekilde 90 mm capindaki petrilerde bulunan patates dekstroz agar
besiyerine inokule edildi ve 27°C’de gelistirildi. Elde edilen primer miseller tekrar
ikili kombinasyonlar seklinde kati besiyerine inokiile edilmis ve heterokaryotik hat

olusumlar1 gézlendi.

Miselyal etkilesimlerde izolatlar arasinda olusan heterokaryotik hattin morfolojisi
makroskobik ve mikroskobik olarak incelendi. Makroskobik gdzlemlerde miselyal
etkilesimlerin varligi hafif, orta ve giicli olarak derecelendirildi. Anatomik
incelemelerde misellerin yapilari, hat olusumlar: hem 151k hem de taramali elektron

mikroskopta incelendi ve dlglimler aliarak degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Trametes versicolor, Miselyal etkilesim, Heterokaryotik silsile,

Mantar genetigi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MYCELIAL INTERACTIONS OF TRAMETES
VERSICOLOR (L.) FR.

BICER, Hayriye
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Perihan GULER
September 2012, 80 pages

Mycelial interactions on Trametes versicolor (L.) Fr. that naturally occurring in our
country were investigated. Basidiomycota class Polyporales ordosunda the Trametes
versicolor 's Black Sea Region in different localities (Giresun, Ordu and Samsun),
which is collected and dried fructifications that collected classified as A, B, C, D, E,
F, G, H, J, K. Bites of tissue which were taken from fructifications were inoculated
on the by tissue culture method on the 90 mm diameter petri Dishes that containing
potato dextrose agar and has been developed at 27° C. Obtained primer mycelium
were inoculated as binary combinations on the solid agar again and were observed

the formation of heterokaryotic lines.

At the mycelial interactions; the morphology heterokaryotic lines that were found
between isolates were examined as the macroscopic and microscopic. At the
macroscopic observations; the presence of the mycelial interactions were graduated
as mild, moderate, and strong. At the anatomical observations; the line formation

were analyzed both light and electron microscope and measurements were evaluated.

Key Words: Trametes versicolor, Miselyal interactions, Heterokaryotic barrage,

Fungal genetics
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1.GIRIS

Mantarlarin diinya ¢apinda 140.000 tirii oldugu tahmin edilmektedir ve simdiye
kadar sadece %10’nu belirlenmistir. Mantarlar uzun zamandir tibbi kaynak ve
yiyecek olarak degerlendirilmektedir (Kirk ve ark., 2001). Gliniimiizde ise endiistride
bircok alanda kullanilmakta olup peynir, ekmek, bira, sarap yapiminda ve ilag
imalatinda genis Olgiide yararlanilmaktadir (Stimer, 2006). Ayrica mantarlar
uygulamali mikoloji ve genetigin cesitli alanlarinda da 6nemli bir role sahiptir (Bos,

1996).

1930’larda Beadle, Tatum ve Ephrussi adli arastirmacilar Neurospora
crassamantarin1 kullanarak metabolik yollarin bir dizi kimyasal reaksiyonlar ile

olusturuldugunu agiklamiglardir (Giines, 2006).

1.1. Mantarlarda cinsiyetin genetik kontrolii

Eseysel ilireme gamet veya gametangia birligini igerir, bir niikleus dikaryonu
bicimlendirmek ve sonugta zigotu olusturmak i¢in diger niikleus ile bir araya gelir.
Farklilagsmis eseysel organlar, funguslarda bazen bu islem i¢in gerekli olurken diger
funguslarda bu islem tek hifal birlesme tarafindan yapilir. Mantarlarda homotallizm
ve heterotallizm ad1 verilen eseysel farkliliklar tanimlanmistir (Moore - Landecker,
1996). Ornek olarak Schizophylum commune (Kniep, 1920), Stereum hirsutum
(Coates ve ark., 1984), Agaricus bitorquis (Giiler, 2008) heterotallizm; Gibberella

zeae (Yun ve ark., 2000) ve Agaricus bisporus (Raper, 1978) homotallizm gdsterir.

Organizmalarda genellikle, eseysel iiremenin sonucunda ortaya ¢ikan genetik
cesitliligin varlig1 laboratuarda veya dogada yapilan 1slahin derecelendirilmesidir.
Laboratuarda yapilan 1slah ¢aligmalarinda, dogal olarak meydana gelen
populasyonun tesadiifi drneklerinden daha yakin iligkili olan bireyler arasindaki
eseysel iiremeyi igerirken dogadaki islah birbirleri arasinda daha az iligkili olan

bireyler arasinda meydana gelir. Laboratuarda yapilan 1slah homojen populasyonu
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ortaya ¢ikarmaya egilimliyken, dogadaki islah daha biiylik genetik heterojenligi
giiclendirerek evrim i¢in gerekli degisikligi saglar. Genelde, eseyli liremenin sayisi
biiyiik tutularak dogadaki 1slah gii¢lendirilir veya organizmalar ¢evrelerinde zorunlu

sartlara basariyla adaptasyon saglar (Moore - Landecker, 1996).

Dyer ve Paoletti (2005), filament6z mantarlarin eseyli ve eseysiz iiremelerinin
cevresel sartlara bagli oldugunu belirtmiglerdir. Mantarlarda iki tip eseysel lireme
sistemleri vardir; homotallizm ve heterotallizm (Dyer ve ark., 1992). Pal ve ark.
(2007) aspergillide heterokaryon uyumsuzluk islemlerini ve tiirler arasindaki gen

akisindaki rollerini incelemiglerdir.

Fizyolojik karakterlerin analizi fenotipik ¢esitliligin analizi i¢in geleneksel bir
yontemdir ve glivenilir 6l¢lim metotlar1 ve yeterli tekrarlamalar ile ¢evre kosullar1 iyi
kontrol edildiginde giivenilir sonuglar elde etmek i¢in yardimeidir (Li ve ark., 2011).
Worrall (1997) uyumsuzlugun, Basidiomycetes’ lerde daha yakin iliskili olanlardan
daha siklikla baskilandigint ve somatik uyumsuzluk reaksiyonlarinin siddetinin
suslar arasindaki iligki ile belirlendigini ifade etmistir. Somatik uyumsuzluk testleri
cesitliligin  belirlenmesi ve sugslarin  tanimlanmasi i¢in Basidiomycetes’ in

populasyonlari iginde popiiler olarak kullanilmaktadir (Li ve ark., 2011).

Yakindan iliskili olmayan farkli tiirlerin miselleri yan yana oldugunda antogonizm
veya hiflerin birbirine karismasi olaylar1 meydana gelebilir. Alternatif olarak iki
misel ayni tiire ait olabilir. Ilk olarak her iki miselin primer misel oldugu
varsayildiginda; bunlar eseysel uyumlu ise anastomoz ve ¢ekirdek degisimi meydana
gelir. Olusan misel sekonderdir, iki parca cekirdek meydana gelir ve sonucta
karyogamiye maruz kalir. Alternatif olarak primer misel ya eseysel uyumsuz ya da
kisir populasyondan olusabilir. Bu durumda hifal anastomoz meydana gelirse
sekonder misel olusmaz. Birkez meydana geldiginde sekonder misel ayni tiiriin
uzaktaki misellerinde kars1 karsiya gelebilir. Primer misel sekonder miselden gelen
cekirdegi kabul edebilir (eseysel olarak uyumlu ve iireyebilir oldugunu varsayarak).
Sekonder misel ile karsilasirsa etkilesim somatik uyumluluga dayandirilir (Worrall,

1997) (Sekil 1.1.).

13



o _0O
/
%A

Eseysel Uyumsuzluk ' Verimsiz

Misellerdeki farkhliklardan dolayy
Kaynaklanmaktadir, Verimsiz
populasyonlar,

Miseller eslesme tip ulelleri yaygmder( Grnegin,
AIBI A2BI) ve bu nedenle eseyvsel olarak
uyumsuzdurlar.

Escysel uyumluluk ve iireyebilirlilik
IKincil basamak veya eslesme miselyum formlart

quz\?

Baska bir misclyumla karsilasma ()

Yabanc: (7) sekonder misel

Yabanei (?) primer misel /\

?\@ ?

Somatik uyumluluk

He-ho (di-mon) eslesmesi kisirhk veya Miscller (genellikle klonal

eseysel nyumsuziuk tarafindan Somatik uyumsuziuk olarak) birbiriyle yakindan

dnlenmezse mevdana gelir, Anastomoz busarsiz olur ve genetik Higlikilidirler ve basanh
degisim dnlenir. anastomoz mevdans gelir.

Sekil 1.1. Basidiomycetes’lerde Somatik Uyumsuzluk (Worrall, 1997).
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Askomycetes, Basidiomycetes ve Zygomycetes mantarlarini iceren filamentodz
mantarlarda vejetatif uyumsuzluk yaygin goriilen dogal bir olaydir (Worral,1997;
Glass ve ark., 2000; Saupe, 2000) . Vejetatif uyumsuzluk reaksiyonlarinin bir alt
kiimesi hifal flizyon ve heterokaryon olusumu ihtiyaglar1 i¢cin olaylar1 igerir. Bu
sayede ortak bir sitoplazma iginde genetik olarak farkli ¢ekirdekler bulunur.
Heterokaryon olusumunun kabul edilmemesine yol acan yabanciyr tanima
heterokaryon uyumsuzlugu olarak anilir. Heterokaryon uyumsuzlugu genetik olarak
diizenlenmis bir islemdir ve genellikle hifal flizyon hiicresinin yikimiyla sonuglanir

(Glass ve Kaneko, 2003).

Basidiomycetes populasyonlar1 igerisinde ve arasmmda genetik iligkilerin
tartisilmasinda genellikle tamami tizerinde odaklanilir. Homokaryotik suslar ya
uyumsuz (-) ya da uyumlu (+) olarak kabul edilir ve basarili bir eslesme sonucunda

homojen oldugu kabul edilir (Ainsworth ve ark., 1992).

Homobasidiomyceteslerin dikaryonlar1 arasinda meydana gelen somatik uyumsuzluk
etkilesimlerinin aksine Askomycetes’ de bunun monokaryonlar arasinda meydana

gelmesi genetikte ¢ok fazla calisilmistir (Margais ve ark., 2000) .

Vejetatif uyumsuzlugun genetik kontrolii mantarlarin bir takiminda ¢alisilmis olup
Mmantar tiirline baglh olarak vejetatif uyumsuzluk veya heterokaryon uyumsuzluk
olarak adlandirilan ¢ok 6zel lokuslarda bireylerde farkli alellere sahipken kararh
heterokaryon olusumunu engeller. Heterokaryon olusumu birden fazla lokusta birlik
gerektirdiginden, bireyler arasindaki genetik benzerlik yiiksek derecede
goriilmektedir. Bir tiir i¢inde genetik degiskenligi degerlendirmek ig¢in

kullanilmaktadir (Jacobson ve ark., 1998).

Baglantisiz genotipler arasindaki antagonizm yakin iligkili tiirlerden genellikle daha
kuvvetlidir; ancak bu olay kardes serilerin arasindaki eslesmelerde meydana

gelmektedir (Adams ve Todd, 1981).

Mantarlarda, eseysellik  sistemi  homotallizm ve  heterotallizm  olarak

smiflandirilmistir. Meydana gelen eseysel iireme igin farkli bireysel uyumluluk
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gerektiren heterotallik mantarlara karsin homotallik mantarlar tek spor veya hiicreden

elde edilen kiiltiirde eseyli tiriinleri tiretebilir (Lin ve Heitman, 2007).

Genelde mantarlarda uyumluluk reaksiyonlar1 ve 6zellikle Basidiomycetes’ de ii¢

seviyede ifade edilir (Hansen ve ark., 1993):

1. Eseysel uyumluluk sistemi heterokaryonlar arasindaki homokaryotik hiflerin
kaynasmasini kontrol eder,

2. Ureme agisindan bireyler arasinda eseysel birlesmeyi engelleyen eseysel
sitemler populasyondan izole edilmistir,

3. Somatik uyumsuzluk sistemi ayni populasyonun heterokaryotik bireyleri

arasinda sitoplazma ve ¢ekirdegin serbestce degisimini engeller.

1.1.1.Homotallizm

Laboratuarda yapilan 1slah ¢calismalar1i homotallik funguslarda karakterizedir. Fungal
tirlerin  biiylik ¢ogunlugunun homotallik olmasi miimkiindiir. Homotallizm
zoosporik funguslarda ve Askomycetesler arasinda baskinken, Basidiomycetes’ lerin
bliyiik c¢ogunlugunda meydana gelebilir. Homotallik bir fungus eseyli iireme
dongiisiinii tek c¢ekirdekli bir spordan gelisen tallusun {izerinde veya i¢inde ya da
ikinci bir ¢ekirdek tersiyeri olmadan tamamlayabilir. Homotallizmin bu
durumlarinda, tek cekirdek tipi tiim eseysel ifadeleri ig¢in gerekli tiim genetik

ihtiyaclar1 i¢erir. Homotallik funguslarda tireme 6rnekleri;

e Bir¢ok fungusta aymi tallusta iki ¢esit gametangi olusur. Saprolegnia
genusunda yaygin olan bu durumda antheridia ve oogonia ayni1 6zellesmis hif
dalinda olusabilir. Ayn1 sekilde Askomycetesler’ den Pyronema domesticum’
da olusur, antheridia ve askogonia formlar1 tek bir sap hiicresi yoluyla
meydana gelir. Karyogamiyi olusturan cekirdekler kardes niikleuslardir ve
tallusu olusturan sporlarda orijinal olarak var olan ¢ekirdeklerin mitoz

bolunmesi ile turetilir.
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e Eseysel organlar1 tam olarak olmayan Basidiomycetes smifi tyeleri
homotallik olabilir. Ornegin, Coprinus sterquilinus. Tek bir basidiospor
cimlenerek iki c¢ekirdekli niikleuslar miselyum verir. Bu miselyum sonucta

genetik farklilik olmamasina ragmen basidiomatay1 olusturur.

Birinciye bakilirsa, karyogami kardes cekirdekler arasinda meydana geldigi i¢in
homotallik funguslarda olugsmasi muhtemel degildir. Birgok niikleer generasyon
yinede spor ¢imlenmesi ve karyogaminin meydana gelmesi zamanlar1 arasinda
gecebilir. Mutasyonlar bir kardes ¢ekirdekte meydana gelebilir; ancak bazi1 genetik
degisikliklere sahip olan cekirdekler arasinda karyogamiye sebep olan digerinde

olamaz (Moore - Landecker, 1996).

Homotallik bireyler eseysel olarak tiim genetik bilgileri icerir. Homotallizmin
mekanizmasi molekiiler ve genetiksel olarak tanimlanmistir; (i) uyumlu eslesme
tirlerinde iki ¢ekirdegin bilgileri tek sporda paketlenir, (ii) eslesme tiirleri
anahtarlanmistir, (iii) eslesme tiirleri lokasyonu kaynasmustir, (iv) tek genomda iki
baglantisiz eslesme tiirli lokasyonu var olmustur, (v) ayni cinsiyet eslesmeleri ve

homotallik fruktifikasyon olusur (Lin ve Heitman, 2007).

1.1.2.Heterotallizm

Heterotallizm, zorunlu olarak iki homokaryotik birey arasindaki eslesmeyi igerir. Bu
funguslar homokaryotiklerin aksine kendi kendine verimsizdir. Tek bir ¢ekirdekte
eseysel gelisme igin tiim genetik gereksinimleri tagsimazlar (Ullrichz ve Rapers,
1975). Sonug olarak, tek ¢ekirdekli bir sporun ¢imlenmesinden gelisen bir tallus
eseysel gelismeyi diizenleyen tiim genleri icermez ve tek bir fertten sorumlu tek
hiicreli organizmalarda da bulunmaz. Iki uygun hiicre arasindaki eslesme ya da
homokaryotik talluslar genetik kararhiligin tamamma sahip bir zigotu iiretmeye
gereksinim duyarlar. Heterotallizm ¢ogunlukla uygun olmayan genetik faktorler
tarafindan kontrol edilir, fakat fungusta eseysel dimorfim ile kontrol edilebilir

(Moore - Landecker, 1996).
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Homobasidiomyceteslerde, eseylilik niikleer fiizyon ve mayoz iizerinden haploid ile
diploidin degismesi yoluyla gerceklesir. Yiiksek mantarlarda eseyli uyumluluk ayr1
cins igindeki bireylerin morfolojisinde farklilagmaya sebep olmaz, ama onun yerine
uyumsuzluk sistemleri araciligtyla kontrol edilir. Yiiksek yapili mantarlarda
uyumsuzluk haploid bireyler arasinda c¢alisir ve ¢ok sayida ¢iftlesme tiirlerini icerir

(Koltin ve ark., 1972) .

1.1.2.1.iki faktor heterotallizm

Baz1 heterotallik funguslar uyumsuzlugu kontrol eden tek bir genetik bolgedeki iki
faktor tarafindan diizenlenen iki eslesme tipine sahiptir. Bu eslesme tipleri yaygin
olarak (+) ve (-) ile ya da a ve A olarak diisiiniiliir. Eslesme tipleri mayozun sonucu
olarak iki spor tipine ayrilir ve her ¢imlenme iizerinde tek cekirdekli hiicre grubunu
ya da sadece tek cekirdek tipli tallus iiretir. Eseyliligin bu tipinde a (+) susu diger bir
(+) sus ile eslesemez fakat (-) sus ile eslesebilir. Bu durum Cizelge 1.1." de
gosterilmistir. Iki faktdr heterotallizm morfolojik olarak eseysel farklilasmadan
yoksun funguslarda meydana gelebilir. Ornegin, iki eslesme tipine sahip maya ve
Ustilaginales. Heterotallizmin bu tiiriine sahip funguslar farklilasmis gamet veya
gametangiaya sahiptirler; fakat heterotallizm morfolojik esey farklilasmalarindan
ziyade esas olarak eslesme tipi farkliliklariyla kontrol edilir (Moore - Landecker,
1996).

Cizelge.1.1. Iki Faktorlii Heterotallik Funguslarda izolatlarin Eslesme Reaksiyonlari
(Moore - Landecker, 1996)

A a
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1.1.2.2.Multiple faktor heterotallizm

Tetrapolar uyumsuzluk Kniep (1920, 1922) tarafindan ve bipolar uyumsuzluk
Brunswilk (1923,1924) tarafindan ilk kez tanimlanmistir (Flexer, 1969).

1.1.2.2.1.Bipolar multiple faktor heterotallizm

Bu mantarlarda eseysel faktorler bir allel tarafindan kontrol edilir (Aa gibi).
Dolayisiyla birlesme i¢in iki uygun fert grubu igermektedir. Yani mayoz sonunda
meydana gelen A ve a genlerini tagiyan dort spordan ikisi A, diger ikisi a genini
tasimaktadirlar. Burada uygun olan A ve a’ nin birlesmesidir. A ile A ve a ile a
genini tagtyanlar birbirleri i¢in uygun degildirler. Yani kendilerine sterildirler. Ancak
Aa kombinasyonunu meydana getirecek olan birlesme gergeklesebilir (Moore -
Landecker, 1996; Kasik, 2010).

Baz1 bipolar heterotallik mantarlarda meydana gelen gamet niikleuslarin uygun olan
iki tanesi ayn1 sporun i¢ine gecebilirler. Bunun neticesinde iki niikleuslu basidiospor
meydana gelir. Bu sporlarin ¢imlenmesi sonucunda meydan gelen hifin i¢inde hem A
hem de a genini tasiyan niikleus bulundugundan dolay1 bu hif kendine fertildir. Yani
geliserek basidium olusturabilecek karakterdedir. Bu tip mantarlara sekonder

homotallik mantarlar adi1 verilir (Kasik, 2010).

Bu tip uyumsuzluk bir¢ok Uredinales’te ve Basidiomycetes smnifinin ¢esitli

iiyelerinde meydana gelebilir (Moore - Landecker, 1996).

1.1.2.2.2. Tetrapolar multiple faktor heterotallizm

Raper (1966), Schizophyllum commune veya Coprinuscinereus gibi ¢ogu heterotallik
homobasidiomycetes’ler tetrapolardir. ifade multiple eseysel tipler i¢in- tiiretilmistir
ki Schizophyllum commune’ de dogada gozlenen >20000 farkli eslesme tipi,

Coprinus cinereus i¢in toplam 12.800 eslesme tipi vardir- bir fruktifikasyonun
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sporundan gelen tiim kardes haploid suslar arasindaki caprazlamalar arasinda
goriliir. Genetiksel olarak A ve B diye bilinen eslesme faktorleri ile izah edilebilir

(Kothe, 2002).

o A+#B+ Tam uyumlu eslesme
e A=B= Uyumsuz eslesme
e A#B=ve A=B# Iki yari-uyumlu etkilesimler

A ve B faktorti ile ilgili eslesmeler Cizelge 1.2.” de verilmistir (Kasik, 2010).

Cizelge 1.2. Tetrapolar Multiple Faktor Heterotallizm (Kasik, 2010).

AB Ab aB ab
AB - - - +
Ab - - + -
aB - + - -
ab + - - -

ki genetik bolge olan A ve B uyumsuzlugu kontrol eder. Bu bdlgeler ayri
kromozomlar iizerinde dogar ve mayozda bagimsizca ayrilirlar. Eger A ve B
faktorleri her iki eslesen homokaryonda farkli ise A uygun eslesme meydana getirir.
Ornegin, A;B; faktdrlerini doguran bir miselyum A;B; ile eslesemez; fakat A,B; ile
eslesir. Ciinkii her iki bolgenin faktorleri farklidir. Uygun ¢aprazlamadan sonuglanan
bir basidioma mayoz sirasinda dort eslesen tipin basidiosporlarint verecektir (Moore

- Landecker, 1996).
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Cizelge 1.3. Tetrapolar Multiple Faktor Heterotallizm’de Eslesme Sonuclari (Moore

- Landecker, 1996).

A1B; A1B; AB; A2B;
A1B; = FL B +
A1B; FL + B
AB; B - FL
AsB; -
FL = Flat B = Engel

+ = Uygun ¢apraz

- = Uygun olmayan ¢apraz

Cizelgedeki ifadeler dikkate alindiginda;

A1A1B1B;
AA; B1B;

A1A; BB

A1A; ByB;

A1A;1 B1B:

AA; ByB;

A1A; B1B;

Yaygm olan A
(FL)

Yaygin olan B

(B)

Yaygin olan AB

¢

Uyumlu sus
(+)

Septa ¢Oziiniir, R-Glukanaz iiretilir, Niikleus

hareketi var; ancak niikleus birlesmesi yok.

Septaya dokunulmaz. Cok hafif niikleus hareketi
var. Dal olusumu var; ancak birlesme yok.

Hifler birlesmez.

Septal ¢Oziinme yok. Niiklear hareket yok.
Kanca tesekkiilii yok.

Septa ¢Oziiniir. Niiklear hareket var. Kanca

tesekkiilii var. Hifler birlesir.

Calismada kullanilan, Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren (Kaya, 2005; Kunduz, 2011)

tetrapolar heterotallik (Burnett ve Partington, 1957) Trametes versicolor *un somatik

uyumsuzlugu konusunda bir¢ok calisma yapilmistir. Rayner (1976) Trametes

versicolor’

un clirimeye neden oldugu bolgeden alinan misellere somatik
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uyumsuzluk c¢aligmalar1 yapmistir. Rayner ve Tood (1977), mantarin tiir igi
antogonizmasini incelerken, 1978’de ise polimorfizmini incelemislerdir. Rayner ve
Tood (1978), Coriolus versicolor’ in dogal populasyonda genetik yapisint ve
dagilimimi ¢alismiglardir. Williams ve ark. (1981) Coriolus versicolor’ da somatik

uyumsuzluk testini kullanarak populasyonun mekansal dagilimini incelemislerdir.

Fungal bireysellikler agac ¢iiriik¢iil tiirlerinin miselleri tarafindan kolonize olmakta
ve agac¢ kiitiiklerinde en agik sekilde goriilmektedir. Her bir miselyum kiitiikte
incelenmektedir. Sekil 1.2.-A da Trametes versicolor’ un bir aga¢ kiitiigiinde
kolonizasyonu goriilmektedir. Gelisme sezonunun basinda misel kesilen agac
kiitiigiine etki etmektedir ve basidiokarp kerestede anahatlariyla farkli ¢iirtime
siitunlarmi ayirmaktadir. Bu yapi farkli uyumlu gruplara ait miseller tarafindan
olusturulmustur. Gelisimin ilerlemesiyle basidiokarplar bu yiizey iizerinde
olugmaktadir (Sekil 1.2. C-D) . Sekil 1.2 —E de ciirliyen aga¢ kiitiiglinde kereste
icinde gelismis olan Trametes versicolor’ un sekiz bolgede misellerin agag kiitiig
iizerinde kolonizasyonunu gostermektedir. Ciirime bdlgeleri ayr1 kalmistir; ¢linkii
vejetatif uyumsuzluk sisteminin isleyisi komsu suslarin her birinin eslesenleri
arasinda pigmentli hiflerin smnir bolgesini iiretmesiyle olmaktadir. Kereste

bolgelerinde her misel (a, b, c, d, e, f, g, h) sinir ¢izgisi olarak goriilmektedir.

Ahsap Ornekler aga¢ tornacilar1 tarafindan c¢anak (Sekil 1.3-A) ve vazoya
doniistirildiginde (Sekil 1.3- B) kaplar tizerinde goriilen koyu ¢izgiler, kirmizimsi
ince ¢izgiler kahverengi ve siyah pigmentasyon bolge ¢izgisi olarak adlandirilir. Bu
yapilar agag¢ tornacilar1 i¢in kereste kullaniminda ilgi ¢ekicidir. Bu yapilar yakin
¢ekimlerinde siitun tdriinleri i¢in mantar kolonileri arasinda (Sekil 1.3. C-D) zon

¢izgisinin li¢ boyutlu dagilimlar1 meydana ¢ikarmaktadir (Moore ve ark., 2011).
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reakslyonlan
sonscundas oluyan
st (bélge)
cleghlert

Sekil 1.2. Trametes versicolor’ un Aga¢ Kiitiigii Uzerindeki Farkhi Gériintiileri
(Moore ve ark., 2011)

Sekil 1.3. Trametes versicolor’ da Miselyal Etkilesimlerin Hediyelik Esyalarda

Gortintimii ( Moore ve ark., 2011)
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1.2. Trametes versicolor’un Morfolojisi

Trametes versicolor, Basidiomycetes- Polyporaceae genusuna iiyedir ve odun tahrip-
¢isi mantardir (Jo ve ark., 2010). Mantarin sapkasi iizerindeki rengarenk zonlardan
dolay1 boyle isimlendirilmistir (Stamets, 2005). Dogada kolaylikla bulunabilir (Jo ve
ark., 2010). Cesitli ekolojik tipleri bulunmaktadir. Trametes versicolor yalanci hindi
kuyrugu olarak isimlendirilen Stereum ostrea ve tiiylii deri mantar1 Stereum hirsutum
ile karistirilabilir (Stamets, 2005). Trametes versicolor’ un sinonim isimleri Coriolus
versicolor, Boletus versicolor, Polytictus versicolor (Murrill, 1905; Turgut, 2005;
Zhou, 2006,) Polyporus versicolor (Murrill, 1905; Turgut, 2005), Agaricus
versicolor, Poria versicolor (Cui ve Chisti, 2003) ve Bjerkandera versicolor
(Merdan, 2007)’d1r.

1.2.1. Trametes versicolor’ un Makroskobik Ozellikleri

Sapka yapis1 25-100 mm capinda, birbiriyle birlesmis halkalar1 andiran raf veya
dirsek seklinde ve yiizeyi ince tiyliidiir. Sapka pas rengi, gri, mavi, yesil renkte
kusakli, kenarlar krem veya renksizdir. Himeniyum yapisi porlu, sarimsi ya da
beyazims1 krem renktedir. Por yapilart mm’ de 3-5 tane, tiibiiller 1-2 mm
uzunlugundadir (Lincoff, 1996). Tiipler, kisa ve beyaz renklidir. Olgunlastik¢a
koyulasir ve kahverengi bir hal alir (Turgut, 2005). Sporlar1 beyaz, dikdortgen ve
silindirik yapida ve 4-6 um x 2-2.5 um boyutundadir (Cui ve Chisti, 2003). Trama
yapist beyaz, tazeyken mantarims1 yapida, olgunlaginca sertlesir. Anason
kokusundadir (Merdan, 2007). Mayis ve Aralik aylar1 arasinda 6lii ya da kurumus
genis yaprakli agaglarda, bazende igne yaprakli agac kiitiik ve govdeleri iizerinde

rastlanir (Lincoff, 1996).
Trametes versicolor’ un generatif hifleri bogumlu septali, ince duvarl, 2.3- 5.0 um

caphdir. Ipliksi hifleri kalin duvarli, septasiz, uzun veya ¢ok dallara ayrilmis, 1- 2
pum ¢apina sahiptir (Zhou, 2006).
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Florance ve Shaw (1988), Kunduz (2011), Giiler ve ark. (2011) Trametes versicolor
sporlarini 151k ve taramali elektron mikroskobun’da (scanning elektron mikroskobu,

SEM) ¢aligmislar ve anatomik yapilarini incelemislerdir.

Trametes versicolor’ un morfolojik yapist Sekil 1.4., anatomik yapilart Sekil 1.5.°te

verilmistir.

Sekil 1.4. Trametes versicolor’ un Basidiokarp1 (Kunduz, 2011)

Sekil 1.5. Trametes versicolor’ un Bazidiosporu (Kunduz, 2011) (100X )
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1.2.2. Trametes versicolor’ un Tibbi Ozellikleri

Mantarlar, ylizyillar boyunca yiyecek olarak tiiketildigi gibi bir¢ok hastaligin tedavisi
amactyla ilag olarak da kullamlmustir (Oztiirk ve Copur, 2009). Cin’ de ve
Japonya’da iiretimi yapilan Trametes versicolor igerdigi PSK (Polysakkarit-K) ve
PSP (Polysakkaritpeptit) anti-kanser polisakkarit olarak kullanilir (Smith ve ark.,
2002; Cui ve Chisti, 2003; Cheng ve Leung, 2008; Ramberg ve ark., 2010). Coriolus
versicolor mantarinin PSK etken maddesinden elde edilen ilag Japonya’da en
poptiler kanser ilaglarindan biri olarak bilinmekte olup mide ve diger kanser
tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Thomas Jefferson Universite Hastanesinde;
Coriolus, Shitake, Reishi ve Maitake mantarlarinin etken maddelerinden elde edilen
ilaclarla yapilan ¢caligmada 6zellikle yaygim kullanimlarindan dolayi iki farkli bilesen
olan aktif heksoz bileseni (AHCC) ve MGN-3 bilesenleri incelenmistir. Bu ilaclarin
hastalarda tiimoriin yayilimini1 engelledigi ve antioksidan etkilerinden dolay1
bagisiklik sistemini giiclendirdigi belirlenmistir. Bagisiklik sistemini diizenleyici ve

kanser 6nleyici oldugu deneylerle gosterilmistir (Oztiirk ve Copur, 2009).

Trametes versicolor tipta kullanim sekliyle diinya ¢apinda 25 biiyiik tibbi mantarin
arasinda kabul edilmistir (Boa, 2004).

1.2.3. Trametes versicolor’ un Tiirkiye’de Yayihsi

Tiirkiye’de Istanbul (Selik, 1964), Elazig (Giicin, 1990), Trabzon (Sesli, 1993),
Bursa (Giicin ve ark., 1996), Balikesir (Askun ve Isiloglu, 1997), Manisa (Y1lmaz ve
ark., 1997), Konya (Afyon, 1997), Malatya (Isilloglu, 1997), Kiriklareli, Edirne
(Stojchev ve ark., 1998), Artvin (Demirel, 1999), Ordu (Sesli, 1999), Izmir (Solak
ve ark. 1999), Mugla (All ve Isiloglu, 2000), Bitlis (Kaya, 2001), Tokat (Tiirkekul,
2003), Samsun ( Peksen ve Karaca, 2003), Ankara (Giiler ve Mutlu, 2003), Antalya-
Alanya (Oztiirk ve ark., 2003), Erzurum (Demirel ve ark., 2003), Canakkale (Solak
ve ark., 2003), Batman (Yesil ve Yildiz, 2004), Sinop (Afyon ve ark., 2004),
Adiyaman (Kaya, 2005), Eskisehir (Kostekci ve ark., 2005), Bolu (Afyon ve ark.,
2005), Giresun (Sesli, 2006), Corum (Ugar, 2006), Afyon (Oskay ve Kalyoncu,
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2006), Denizli (Kose ve ark., 2006), Rize (Sesli ve Dalman, 2006), Amasya (Aktas,
2006), Karamanmaras (Dogan ve Oztiirk, 2006), Aydin (All1 ve ark., 2007), Usak
(Tirkoglu ve ark., 2008), Kahramanmarag’ta (Kaya ve ark.,2009), Mus (Akcay ve
ark., 2010) ve Kirikkale’de (Kunduz, 2011) yayilis gostermektedir. Trametes
versicolor’ un Tirkiye’de yayilist Sekil 1.6.” da verilmistir.

Sekil 1.6. Trametes versicolor’ un Tiirkiye’de Yayilist

1.3. Cahismanin Amaci

Calismada; iilkemizde ¢ok fazla arastrma yapilmayan, mantarlardaki 1slah
caligmalarmma katki saglamak amaciyla tibbi Ozelliklere sahip, salgiladigi lignin
peroksidaz, laktaz ve mangaz peroksidaz enzimleri ile bircok alanda kullanilan

Trametes versicolor’da miselyal etkilesimler ¢alisilmustir.
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Ulkemizde ve diinyada genis alanlarda yayilis gdsteren ve tanman, iklim sartlar1 ve
degisik ¢evre kosullarina bagli olarak polimorfizm gosteren Trametes versicolor’ un
farkli bolgelerden alinan ornekleriyle yapilan ¢alisma sonucunda miseller arasinda

uyum-uyumsuzluk mekanizmalar1 incelenmistir.
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1.4. Kaynak Ozetleri

Funguslardaki genetik c¢alismalarda ozellikle homotallizm- heterotallizm, uyum-
uyumsuzluk mekanizmalar1 birgok ¢aligmada degisik arastirmacilar tarafindan

incelenmistir.

Whitehouse (1949) mantarlarda ¢oklu- alellik heterotallizmi agiklamustir.

Papazian (1950) tarafindan Schizophyllum commune’de A uyumsuzluk faktorii igin
kanitlar sunulmustur. Miselin anormal tipi gosterilerek bunu A uyumsuzluk faktorii

ile baglantili oldugu belirlenmistir.

Raper ve Baxter (1958) bifaktoriyel uyumsuzluk sisteminin goriildiigi
Schizophyllum  commune’ de uyumsuzluk faktorlerinin genetik yapisini

incelemislerdir.

Jones (1965) ¢alismasida Aspergillus glaucus’un renk olarak yabanil tip olan yesil
konidiospor ile beyaz ve turuncu mutant konidiosporlar1 arasinda caprazlamalar

yapmistir.

Flexer (1969) Polyporus palustris’ de bipolar uyumsuzlugun temel O6zelliklerini
dikaryon ve heterokaryon olusumuna yol acan uyumlu ve uyumsuz etkilesimlerin

karsilastirmalarini incelemistir.

Mills ve Ellingboe (1969) Schizophyllum commune’ de baglantisiz A ve B eslesme

faktorlerini ¢calismislardir.

Rayner ve Tood (1977) ¢alismalarinda Coriolus versicolor tarafindan isgal edilen
hus agacmin ¢iirime bdlgelerinden elde edilen miseller arasinda eslesmeler
yapmiglardir. Yapilan eslesmeler sonucunda bu clirlime bolgelerinde karsilikli
antogonistik dikaryonlarm sik sik bulundugu ve monokaryotik bilesenleri olanlarin

kisir oldugu belirlenmistir.
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Rayner ve Tood (1978) Coriolus versicolor ’da polimorfizmi, iireyebilirlilik ve
tiirici antogonizm arasindaki iligkiyi arastrmiglardir. Morfolojik olarak farkli

karpofordan elde edilen izolatlar dikaryotik iken kiiltiirleri eslestirmislerdir.

Williams ve ark. (1981) tarafindan Coriolus versicolor’ un monokaryon ve

dikaryonunun ¢esitli kombinasyonlarini incelemislerdir.

Coates ve Rayner (1981) Stereum hirsutum’ un farkli basidiokarplarindan elde
ettikleri tek basidiosporlarin kiiltiirlerini eslestirerek farkli morfolojiye sahip
sekonder misel elde etmislerdir. Bu suslarin iki uyumsuz gruba ait oldugunu ve

boylece mantarin heterotallik oldugunu gostermislerdir.

Thompson ve Rayner (1982) calismalarinda cayir alanda meseden elde edilen
Tricholomopsis platyphylla 6rnekleri arasinda misel etkilesimlerini incelemisler ve
tetrapolar uyumsuzluga sahip oldugunu, genetik olarak farkli dikaryonlarm karsilikli

antogonistiginin daha gii¢lii oldugu bulmuslardir.

Boddy ve Rayner (1983) mese tizerinden elde edilen Phlebia radiata ve Phlebia rufa
ornekleri arasinda somatik uyumsuzluk testleri yapmigslardir. Kelepce baglantilar

homokaryonlar arasinda olmustur.

Aylmore ve ark. (1984) Coriolus versicolor’ un hasarl hif igeren dolipor kisimlarin
bulundugunu ve septal ge¢irmenin stireglerini 151k ve elektron mikroskobu kullanarak

incelemislerdir.

Coates ve ark. (1984) Stereum hirsutum’ uneslestirilen Oneklerinarasinda
olusanheterokaryon’ da, uyumlu eslesme tiirleri i¢indeki ¢ekirdek gogiiniin deneysel

sistemlerini tanimlamislardir.

Coates ve Rayner (1985a) 450 tane kayin kiitiiglinii iceren 600 m®’ lik bir alanda
Bjerkandera adusta, Coriolus versicolor, Stereum hirsutum orneklerini belirli
kosullar altinda kiitiiklere asilamislar ve iki yillik siire i¢indeki gelismelerini

gozlemislerdir. Orneklerden elde edilen miseller arasinda eslestirmeler yapmuslardir
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Coates ve Rayner (1985b) caligmalarinda araziden iki alandan toplanan Stereum

hirsutum 6rneklerini malt ekstrakt agar (MEA) besiyerinde eslestirmislerdir.

Aylmore ve Tood (1986) yaptiklar: ¢alismada Phanerochaete velutina’ ninmiselleri
arasinda eslestirme yaparak somatik uyumsuzlugu elektron ve 1tk mikroskobu

yardimiyla incelemiglerdir.

Fries (1987) ormanlik alandan topladigi yirmibes Suillus luteus sporokarpindan elde

ettigi onbir farkli klon ile somatik uyumsuzluk testi yapmustir.

Dowson ve ark. (1988) Armilleria tiirlerini toprak ve agaclar lizerinde eslestirmeler

yapmiglardir.

Ainsworth ve Rayner (1989) Avusturalya’ dan elde ettikleri homokaryon Stereum

cinsleri arasindaki eslesmelerin morfolojik degisimlerini incelemislerdir.

Sen (1990) Suillus variegatus ve Suillus bovinus kiiltiir izolatlar1 arasinda izoenzim

analizi ve somatik uyumsuzluk testleri temel olarak tiiri¢i varyantlar belirlemistir.
Tiirler aras1 farklilik (% 11 benzerlik) ve tiirigi benzerlikleri (%65 benzerlik) bu

mantarlarda tespit etmistir.

Dahlberg ve Stenlid (1990) ¢alismalarinda Suillus bovinus’ unklonlarinin somatik

uyumsuzluk eslestirme ¢aligmalarini1 yapmislardir.
Wilson (1991) calismasinda Arizona ve Idaho’dan toplanan 12 allopatrik
dikaryonlar1 malt ekstrakt agar (MEA) iizerinde kendileriyle ve digerleriyle

eslestirerek somatik uyumsuzlugu in vitro arastirmistir.

Holmer ve Stenlid (1991) Marasmius androsaceus’ u Sarigam ve Norve¢ ladini

gbovdesinden izole etmisler ve misel etkilesimleri ve eseysel sistemleri ¢calismislardir.
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Ainsworth ve ark. (1992) Stereum hirsutum ve Stereum complicatum tiirlerini malt
ekstrakt agar (MEA) besiyeri lizerinde eslestirmislerdir. Bu tiirlerin homokaryotik

misel eslesmeleri arasindaki etkilesimleri incelemislerdir.

Hansen ve ark. (1993) Heterobasidion annosum’ un heterokaryonlarini elde ederek
uyumsuzluk reaksiyonlarini degerlendirmislerdir. Olusan heterokaryonlar ve tek
basidiokarptan olusan basidiospor eslestirildiginde % 0-25 arasinda uyumluluk

reaksiyonu vermistir.

Jacobson ve ark. (1993) Virjinya’ dan elde ettikleri dokuz Suillus granulatus

ornekleriyle somatik uyumsuzluk testi ve RAPD marker analizi yapmiglardir.

Dahlberg ve Stenlid (1994) Pinus sylvestris’ ten izole ettikleri Suillus bovinus (L.:

Fr.) tiirlerinin eslestirilmesiyle somatik uyumsuzluklar1 belirlemislerdir.

Legrand ve ark. (1996) yaptiklar1 ¢calismada dort ormanlik alandan toplanan farkl
Armillaria tiirlerinin yayilislarmin haritalanmasini somatik uyumsuzluk testleri

kullanarak yapmiglardir.

Bigelow ve ark. (1996) limon agacindan izole ettikleri Coniophora eremophila

izolatlartyla somatik uyumsuzluk testleri yapmuslardir.

Diepeningen ve ark. (1997) Aspergillus suslar1 arasinda heterokaryon

uyumsuzlugunu tespit etmislerdir.

Abomo- Ndongo ve Guillaumin (1997) Afrika’dan izole edilen 25 Armilleria
izolatlar1 somatik uyumsuzluk reaksiyonlari esas alinarak dort grup halinde MEA
besiyerinde eslestirmislerdir. Her bir grubun Avrupa Armilleria mellea tiirlerine

benzer oldugunu bulmuslardir.
Millera ve ark. (1999) Malezya’ da iki palmiye agacindan izole edilen Ganoderma

spp. Orneklerini molekiiler genetik analizi ve somatik uyumsuzlugun sonuglarina

bakarak karsilastirmislardir.
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Giovannetti ve ark. (1999) ¢alismalarinda Glomus mosseae, Glomus caledonium ve
Glomus intraradices tiirlerinin ayni izolatlarmin farkli sporlar1 ve ayni sporlardan

meydana gelen hifleri arasindaki anastomoz olusumlarini incelemislerdir.

Thomsen ve Koch (1999) Amylostereum areolatum ve A. chailletii 6rnekleri arasinda

somatik uyumluluk testleri yapmuglardir.

Margais ve ark. (2000) tetrapolar Collybia fusipes’ de somatik uyumsuzlugun
genetigini tabiattan toplanan 8 dikaryotik izolat ve bunlardan deneysel olarak

tiiretilen doller arasinda eslestirmeler yaparak calismislardir.

Fukuda ve ark. (2000) Broussonetia papyrifera’ nin yatik olan agaglarindan toplanan
Flammulina velutipes 6rnekleri arasindaki genetik farkliliklar1 somatik uyumsuzluk

testi ve mtDNA’ nin RFLP analizi yaparak incelemislerdir.

Slippers ve ark. (2001) Sirex noctili ile beraber simbiyoz yasam siiren Amylostereum
areolatum mantarinin farkli bolgelerden izole edilen 6rnekleri arasinda eslestirmeler
yapmiglardir. Eslestirmeler sonucunda mantarin kdkenini ve populasyon yapisini

degerlendirmiglerdir.

Hietala ve ark. (2003) Ceratobasidium bicorne’nin sibling tiirleri arasinda eslesmeler
yapmiglardir. Sonugta eslesme reaksiyonlarimi belirlemislerdir. F1 ve F2

caprazlamar1 yapmislardir.

Ikeda ve ark. (2003) Helicobasidium mompa’ da tek basidiospor izolatlarinin kardes
ve kardes olmayan kombinasyonlarmipatates dekstroz agar (PDA), complete medium
yeast ekstrakt (CYM) ve yulaf agariizerinde eslestirerek misel uyumsuzluklarini

incelemislerdir.

Castrillo ve ark. (2004) Kuzey Amerika’ ya 0zgl boceklerde parazit yasayan
Beauveria bassiana’ nin suslar1 arasinda vejetatif uyumsuzluk gruplarini
belirlemislerdir. Bu suslar arasindaki benzerlikleri RAPD kullanilarak analiz

etmislerdir.
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Hamidson ve Naito (2004) Rigidoporus lignosus mantarinin somatik uyumsuzluk

gruplarmin mekansal dagilimini belirlemek i¢in eslestirmeler yapmislardir.

Kauserud (2004) Avrupa’dan elde ettigi Serpula lacrymans ornekleri arasinda
cografik olarak yaygin vejetatif uyumlu gruplarin olusumunu gostermistir. Yirmi iki

heterokaryotik izolat arasinda besinin vejetatif olarak uyumlu oldugunu bulmustur.

Latiffah ve Ho (2005) gesitli bolgelerden elde ettikleri Ganoderma basidiomatalar1
arasinda eslestirmeler yapmiglar ve elde edilen heterokaryonlar1 0, 1, 2 ve 3 seklinde
derecelendirmislerdir. Ganoderma boninense ornekleri arasindaki eslestirmeler
sonucunda mantarlarin somatik olarak uyumsuz ve farkli genotiplere sahip oldugunu

bulmuslardir.

Schafer ve Kohn (2006) somatik uyumsuzluk gruplari i¢in modifiye edilmis PDA
ortami ve kirmuzi gida boyasi eklenmis Patterson ortamun tiizerinde Sclerotinia

sclerotiorum 6rneklerinden elde edilen izolatlar1 eslestirmislerdir.

Campos ve Ceresini (2006) calismalarinda Rhizoctonia solani 6rneklerinden elde
edilen misellerin olas1 tiim kombinasyonlarmi eslestirmisler ve RAPD profillerini

¢ikarmiglardir.

Kauserud ve ark. (2006) diinyanin farkli bolgelerinden elde ettikleri yetmisbes
Serpula lacrymans ornekleriyle vejetatif uyumsuzluk analizi yaparak eslesme

calismalar1 yapmuslardir.
Bendel ve ark. (2006) ii¢ Armillera tiiriiniin haploid ve diploid eslesmeler yaparak
tiirleri belirlemisler ve tiirici somatik uyumsuzluk testini kullanarak genetik dagilimi

belirlemislerdir.

Zhou (2006), Basidiomycetes sinifindan Trametes versicolor’ da morfolojik ve

molekiiler ¢aligmalar yapmustir.

34



Giizeldag (2007) Trametes versicolor ve Ganoderma lucidum arasinda eselstirmeler

yapmistir.

Fukuda ve ark. (2007) Salicaceae familyasindan izole edilen 36 Pholiota aurivella
orneklerinin ve somatik uyumsuzluk testlerini kullanarak mantarin genetik

cesitliligini ¢aligmiglardir.

Mahmoud ve ark. (2007) Nil Deltasindan elde ettikleri on iki Rhizoctonia solani
orneginin genetik cesitliligini, total protein dagilimi, izoenzim analizi ve uyumluluk

testlerini kullanarak calismiglardir.

Glamoclija ve ark. (2008) Agaricus bisporus’ tan elde edilen bes tane Mycogone
perniciosa orneklerini patates dekstroz agar (PDA) iizerinde eslestirerek somatik

uyumsuzluk reaksiyonlarinin sonuglarmi degerlendirmislerdir.

Giiler (2008) g¢alismasinda Ankara-Polatli Asagi Haciosmanoglu ve Asagi
Tiifek¢ioglu Koyiinden topladigi Agaricus bitorquis susunu izole ederek MEA
besiyeri iizerinde eslestirmistir. Eslestirme sonuglarmi 0, 1, 2, 3 olarak

derecelendirmistir.

Peiris ve ark. (2008) Stereum hirsutum’u Coprinus micaceus ve Coprinus

disseminatus ile PDA besiyeri tizerinde eslestirmislerdir.

Kalmis ve ark. (2009) Pleurotus eryngii orneklerinden elde edilen tek sporlari
c¢imlendirerek misel elde etmis ve miselleri birbiriyle ¢aprazlayarak yeni melezler

elde etmislerdir.

Poloni ve ark. (2009) vejetatif uyumsuzluk deneyleriyle farkli bolgelerden elde
edilen otuzbes Bipolaris sorokiniana orneklerinin degiskenliklerini incelemisler ve
bu reaksiyonlar lizerinde farkli kiiltiir ortamlarinin etkilerini degerlendirmislerdir.

Tabata ve ark. (2009) Japonya’da Chamaecyparis obtusa’ nin kiitiik ve agag

govdelerinden izole ettikleri, Perenniporia subacida 6rnekleriyle amplified fragment
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length polymorphisms (AFLP) ve somatik uyumsuzluk testlerini kullanarak mantarin

genetiksel dagilimimni incelemislerdir.

Hiscox ve ark. (2010) Trametes versicolor’ un onbir susunu agar ortaminda
eslestirerek miicadele yetenegi, ¢lirlime orani ve ligninolistik enzimlerinin {iretimi

acisindan karsilastirmislardir.

Shaheen ve ark. (2010) farkli bolgelerden izole ettikleri otuz Sclerotinia minor
izolatlar1 ile yulaf unu agar ve patates dekstroz agar ortaminda eslestirmeler ve

fenotipik varyasyonlarla ilgili ¢galigmalar yapmislardir.

Sahashi ve ark. (2010) Giiney Japonya’ nin Kikuchi nehrinin iki tarafindan ve
vadinin yamacindan topladiklar1 Cylindrobasidium argenteum orneklerini mantarin
genetik dagilimmi incelemek icin PDA besiyerinde eslestirmisler ve havadaki
basidiosporlarin  mantarin  dagiliminda 6nemli bir yere sahip oldugunu

aciklamiglardir.

Eyre ve ark. (2010) Trametes versicolor’ un diger saprofitik mantarlarla etkilesimi

sirasinda meydana gelen gen ifadelerindeki de§isimleri incelemislerdir.

Hiscox ve ark. (2010) Trametes versicolor ve 5 tane ¢iirlik¢iil mantardan elde edilen
izolatlar arasinda eslestirme yapmislar ve bu siradaki lignin, manganez peroksidaz ve

lignin gen ekspresyonu ile enzim aktivitelerindeki degisimleri incelemislerdir.

Guerrero ve ark. (2011) Trametes versicolor’ un yerel suslardan laboratuvar
kosullarinda elde edilen misellerin nasil gelistigini goézlemislerdir ve bu miselleri
kullanarak mese talashi ve ek mese talas ilaveli ortamlarda sporokarp gelisimini

arastirmislardir.
Li ve ark. (2011) Cin’ den izole ettikleri otuz iki Auricularia auricula-judae

orneklerinden elde edilen izolatlarla somatik uyumsuzluk ve TRAP yontemleri

kullanilarak mantarin ¢esitliligi izerine karsilastirmali analiz yapmislardir.

36



Van der Nest ve ark. (2011) Amylostereum areolatum’ da vejetatif uyumsuzluga

neden olan genleri somatik uyumsuzluk testleri ile agiklagmislardir.
Ikeda ve ark. (2011) Rosellinia necatrix’ in misel uyumsuzlugu sirasinda olusan

baraj ¢izgisinin genetik analizini yapmislar ve sonugta mantarin heterotallik hayat

dongiisiine sahip oldugunu ortaya ¢gikarmislardir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Organizma

Calismada, Basidiomycetes smifindan Trametes versicolor fruktifikasyonlar1
kullanildi.Karadeniz Bolgesinin farkli lokalitelerinden (Giresun, Ordu ve Samsun)
toplanan ve kurutulmus olan ornekler Nevsehir Universitesi Fen- Edebiyat
Fakiiltesinden temin edildi. Toplanan 6rnekler A,B,C,D... seklinde isimlendirildi.

Orneklerin lokaliteleri Cizelge 2.1° de verildi.

Cizelge 2.1. Trametes versicolor Orneklerinin Toplandig1 Lokaliteler

Giresun  Kesap Karayolu Uzeri Yol Kenar1 A
Giresun  Piraziz, Bilbiillii, Yol Agac Kitigi
Kenar1 Uzeri
Giresun  Bulancak, Kiiciiklii Findik Uzeri C
Giresun  Kesap, Cakirli Findik Uzeri D
Ordu Unye, Sahilkdy Findik Uzeri E
Ordu Unye, Akgay Kiitiik Uzeri F
Ordu Unye, Akcay Kiitiik Uzeri G
Samsun  Carsamba-Ordu Findik Uzeri
Karayolu, 3.Km, Yol H
Kenar1

Samsun Carsamba, Kokliik Koyli  Findik Bahgesi |
Samsun Carsamba, Demircili Findik Bahgesi

Koyu
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Orneklerin toplandig1 bolgenin haritas1 Sekil 2.1° de ve bdlgeler aras1 mesafe Sekil

2.2. de verilmistir.
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Sekil 2.1.Trametes verscicolor Orneklerinin Toplandig1 Bélge Haritast

39



Sabhilkéy

Gsm

Cave Merkez 9km

Piraziz ¢den(ak Giresun Kiap
1.1km Merkez

13km 13km

Sekil 2.2.Trametes verscicolor Orneklerinin Toplandig:1 Bélgeler Aras1 Mesafeler

2.2. Besiyeri Hazirhklarn

Calismada, patates dekstroz agar (PDA) (Croan ve Kim, 1997; Lestan ve ark., 1998;
Jo ve ark., 2010; Guerrero ve ark., 2011) besiyeri olarak kullanildi. Patates dekstroz
agar litrede, 40.0 g patates ekstrakti (Merck), 20.0 g dextrose (Merck) ve 15.0 g agar
(Merck) olarak hazirlandi.

Hazirlanan besiyerleri 121°C° de 15 dakika otoklavda steril edildi. Niive LN120

markal1 steril agilama kabininde steril petrilere dokiildii ve sogutuldu.
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2.3. Orneklerin Sporlarindan Misel Eldesi

Kuru orneklerden alinan sporlar ayr1 ayr1 petri kaplarinda bulunan patates dekstroz
agar (PDA) besiyeri merkezine ¢oklu spor yontemi (Fritsche, 1972) ile inokule edildi
ve 27°C’ de (Croan ve Kim, 1997; Cui ve Chisti, 2003) karanlikta iklim dolabinda

inkiibasyona birakilarak sporlar ¢imlendirildi.

2.4. Ana Kiiltiir Eldesi

Alt1 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda spor ¢imlenmesi en iyi olan gruplardan alinan
8 mm ¢apimndaki miselyal agar diskleri 90 mm capindaki petri kaplarinda bulunan
PDA besiyeri merkezine ayr1 ayri inokiile edildi, 27 ‘C’de karanlikta inkiibasyona
brrakildi. Alt1 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda saglikli geliserek petri kabinin %
iinii kaplayan ve en 1yi gelismeyi gosteren sekiz grup (A, C, D, E, F, G, I, K) ¢aligma
ana gruplarmi olugturmak iizere ayrildi. Ana kiiltiirlerden B ve H’ de saglikli misel

gelisimi olmadig1 i¢in ¢calismadan ¢ikartildi.

2.5. Birinci Misel Transferleri

Islah caligmalar1 ve miselyal etkilesimler i¢cin ana kiiltiirlerden alinan 8§ mm
capindaki miselyal agar diskleri PDA besiyeri bulunan petrilere aralarinda yaklasik 2
cm olacak sekilde ikili kombinasyonlar halinde inokiile edildi (Sekil.2.3.) (Degawa
ve Tokumasu, 1998; Peiris ve ark., 2008; Sahashi ve ark., 2010; Van der Nest ve
ark., 2011) ve 27'C’ de karanlikta 7 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Olusturulan

ikili kombinasyonlar Cizelge 2.2.” de verilmistir.
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Sekil 2.3. Birinci. Misel Transferlerinde Ikili Kombinasyonlar

Cizelge 2.2. Calismada Olusturulan ikili Kombinasyonlar

DD DF DF DG Dl DK
EE EF EG El EK
FF FG Fl FK
GG Gl GK
I IK
KK

Ikili kombinasyonlar; I(A+A), I(A+C), I(C+D), I(E+E), I(I+K) gibi sekillerde
isimlendirildi. Bu ifadelerdeki I rumuzu iki farkli grup arasinda yapilan
kombinasyonlarin birinci generasyonunu belirtmektedir. Bu gruplar arasinda ayni

harflerle nitelendirilen gruplar caligmada kontrol grubunu olusturmustur.
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2.6. ikinci Misel Transferleri

Ikinci generasyon miselyal etkilesimler igin 1. generasyondan elde edilen, aralarinda
heterokaryotik silsile olusturan gruplar (AxC, AxD, AxF, AxI, CxD, CxE, CxG, CxI,
CxK, DxE, DxG, DxK, ExF, ExG, IxK) ile devam edildi. Gruplarin miselyal baraj
olusan bolgelerinden alinan 8mm ¢apindaki miselyal agar peletler aralarinda 2 cm
olacak sekilde ikili kombinasyonlar halinde inokiile edildi (Degawa ve Tokumasu,
1998) ve 27'C’ de karanlikta inkiibasyona birakildi. Olusturulan kombinasyonlar
Cizelge 2.3. de verilmistir. Bu ifadelerdeki II ifadesi iki farkli grup arasinda yapilan
kombinasyonlarm ikinci generasyonunu gdstermektedir. ikili kombinasyonlar: II

(AC+AC); [I(AD+DE); II(AF+DQ) ... seklinde olusturulmustur.

2.7.Anatomik Cahsmalar

Calismada kullanilan ana kiiltiirler arasinda 1. ve 2. generasyon kombinasyonlardan
elde edilen heterokaryotik silsileden alinan miseller 151k ve Scanning elektron

mikroskobunda (SEM) incelendi, fotograflar ¢ekildi ve misellerin dl¢timleri yapildi.

2.7.1. Isik Mikroskobu Calismalan

Ana kiiltiirler arasinda 1. ve 2. generasyon caprazlamalar sonucunda elde edilen
heterokaryotik silsileden alman miseller Zeiss Al1l 151k mikroskobunda incelendi,

fotograflar ¢ekildi ve misellerin lgtimleri yapildi.

2.7.2. Taramalh Elektron Mikroskobu (Scanning Elektron Mikroskobu, SEM)

Cahsmalan
SEM’ de inceleme i¢in, 6rnekler 10 dakika arayla %50, %60 , %70, % 80, %90,

%095, %99’ luk etil alkol serilerinden geg¢irilmis, dehidrasyondan sonra numuneler

petri kaplarma konularak 66'C’ de etiivde 10 giin kurumaya birakilmistir. Kuru
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orneklerden alinan parcalar karbon ile kaplanmig ve Polaron Sc 500 marka cihaz ile
10 dakika siire ile altin ile kaplanmistir. Hazirlanan 6rnekler X1000, X2500, X4500
ve X5000 biiyiiltmede incelendi, fotograflari ¢ekildi ve misellerin dlgtimleri yapildi.
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Cizelge 2.3. ikinci Generasyon I¢in Olusturulan Kombinasyonlar

AC AD AF Al CD CE CG Cl CK DE DG DK EF EG IK

AD ADXAD ADxAF ADxAl ADxCD ADxCE ADxCG ADxClI ADxCK ADxDE ADxDG ADxDK ADxEF ADxEG ADxIK

Al AlIXAl  AIXCD AIXCE AIXCG AIXCl AIXCK AIXDE AIXDG AIXDK AIXEF AIXEG  AIxXIK

CE CEXCE CExCG CExClI CExCK CExDE CExDG CExDK CExXEF CExXEG CExIK

Cl CIxCl CIXCK CIxDE CIxDG CIxDK CIXEF CIXEG CIxIK

DE DExDE DExDG DExDK DEXEF DEXEG DExIK

DK DKxDK DKxEF DKxEG DKXxIK

EG EGXEG EGxIK
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3. BULGULAR

3.1. Ana Kiiltiirlerin Eldesi

Calismada Giresun, Ordu ve Samsun’ da farkli lokalitelerden toplanan (Bkz. Cizelge
2.1.) orneklerden alinan sporlarin ¢imlendirilmesiyle elde edilen misellerin gelisimi

incelendi.

Alt1 giinliik inkiibasyon siiresinde misellerin gelisimleri giinliikk olarak olgiildii.
Olgiimlerde misellerin radyal biiyiime hizlar1 kriter olarak alindi ve misellerin

morfolojik olarak incelendi (Cizelge 3.1.).
Kiiltiire alman A, E ve K suslar1 “rizomorfik misel gelisimi” gostermistir. C, D, F ve
I suslarinin miselleri gelisim sirasinda “pamuksu" olarak gelisim gdstermislerdir.. G

susu “linear misel gelisim” tipini gostermistir.

Suslarmm misel gelisimleri swrasinda E ve F suslarinda pigmentasyon meydana

gelmistir. A, C, D, G, I ve K suslarinda pigmentasyon gozlenmemistir.
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Cizelge 3.1. Ana Kiiltiirlerin Ozellikleri
Sus Radyal biiylime hiz1 Misel 6zelligi
A . Miseller rizomorfik olarak gelisti. Hava hifi
n . )
gozlendi (Sekil 3.1.).
c i Miseller pamuksu olarak gelisti. Hava hifi
yi
gozlendi (Sekil 3.2.).
D Iyi Miseller pamuksu olarak gelisti (Sekil 3.3.).
Miseller rizomorfik olarak gelisti.
E Iyi Kolonizasyonun kenarlarinda ¢ok acik sar1
renkli pigmentasyon gdsterdi (Sekil 3.4.).
Miseller pamuksu olarak gelisti. Gelisme
F Iyi sirasinda yer yer sar1 pigmentasyon goézlendi
(Sekil 3.5.).
s o Miseller linear olarak gelisti. Miseller ags1 bir
iyi
yapida ve yavas sekilde gelisti (Sekil 3.6.).
I Iyi Miseller pamuksu olarak gelisti (Sekil 3.7.).
Miseller rizomorfik olarak gelisti. Miseller
K Iyi petride yas halkalar1 olusturarak gelisim
gosterdi. Hava hifi gozlendi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.1. A Susunun Misel Gelisimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Sekil 3.2. C Susunun Misel Geligimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Sekil 3.3. D Susunun Misel Gelisimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Sekil 3.4. E Susunun Misel Gelisimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Sekil 3.5. F Susunun Misel Geligimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Sekil 3.6. G Susunun Misel Gelisimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Sekil 3.7. I Susunun Misel Gelisimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Sekil 3.8. K Susunun Misel Gelisimleri
A) 3. Giin B) 5. Giin C) 6. Giin
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Calismada anakiiltiir olarak kullanilan suslarin misel gelisimleri Sekil.3.9.” da

verilmistir.

a0

—_ WA sUSL
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E B Csusu
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— WD susu
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v mE susu
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= B Fsusu

E

= W GsusL

%

é M | susu
W K susu

1 2 3 4 5 6
[nkiibasyon Siwesi (Giin)

Sekil 3.9. Ana Kiiltiirlerin Radyal Biiyiime Hizlar1

Ana Kkiiltlirlerin radyal biliylime hiz grafiklerine bakildiginda misel gelisiminde I
susunun diger suslara gore daha hizli oldugu gozlenmistir. Misellerin radyal

biiylimeleri tiim suslarda inkiibasyon siiresi boyunca diizenli olarak devam etmistir.
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3.2.Suslar Arasindaki 1. Generasyon Caprazlamalan

Ana kiiltlirler arasindan en iyi gelisim gosteren A, C, D, E, F, G, I ve K suslarmin
kendileriyle ve birbirleriyle yapilan melezlemelerin sonuclar1 ve miselyal

etkilesimler Cizelge 3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calisma Gruplarinda ki Melezlemeler Sonucu Olusan Heterokaryotik
Silsile Derecelendirilmesi (Hansen ve ark., 1993; Giiler, 2008)

Ikili kombinasyonlar arasinda heteokaryotik silsile

olusmadi. Miselyal etkilesim yok.

Ikili kombinasyonlar arasinda heteokaryotik silsile olustu
(miselyal etkilesim var). Heterokaryonlar arasinda hafif
bir hat olustu.

Ikili kombinasyonlar arasinda belirgin hat olustu

(miselyal etkilesim var).
Ikili kombinasyonlar arasinda olusan baraj hattinda

yogun pigmentasyon ve kabarik yiikselti olustu (miselyal

etkilesim var).

Caprazlamalar sonucunda olusan heterokaryotik baraj hattinin degerlendirmeleri

Cizelge 3.3.” de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Suslar Arasindaki 1. Caprazlamalar Sonucundaki Derecelendirme

A C D E F G I K
A 0 3 3 0 3 0 3 0
C 0 1 1 0 3 2 1
D 0 1 0 2 0 1
E 0 3 2 0 0
F 0 0 0 0
G 0 2 0
I 0 2
K 0

Cizelgeye gore AxA, AXE, AxG, AxK, CxC, CxF, DxD, DxF, DxI, EXE, Exl, ExK,
FxF, FxG, FxI, FxK, GxG, GxK, IxI ve KxK suslar1 arasinda miselyal etkilesim
goriinmediginden “0” ile degerlendirilmistir (Sekil 3.10-A).

CxD, CxE, CxK, DxE ve DxK suslar1 arasinda yapilan caprazlamada ¢ok hafif
sekilde heterokaryotik silsile goriilmiis olup “1” ile degerlendirilmistir (Sekil 3.10-
B).

Cxl, DxG, ExG, , GxI ve IxK suslar1 arasindaki caprazlamada belirgin bir hat
gelisimi goriilmiis oldugundan “2” ile degerlendilmistir (Sekil 3.10-C) .

AxC, AxD, AxF, AxI, CxG ve ExF suslar1 arasinda olusan baraj hattinda yiikselti

meydana geldigi gozlenmistir. Olusan hatta sar1 renkli pigmentasyon olusumu tespit

edilmistir ve “3” ile degerlendirilmistir (Sekil 3.10-D).
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Sekil 3.10. Suslar Arasindaki 1. Caprazlamalarm Derecelendirilmesi
A) 0 —IxI B)1-CxD C)2-Cxl D) 3-AxD
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3.3. Suslarin II. Generasyon Melezlemeleri Icin Ana Kiiltiir Eldesi

Birinci generasyon eslestirmeleri sonucunda aralarinda baraj hatt1 olusan (miselyal
etkilesim olan) ve 1, 2 ve 3 olarak derecelendirilen AC, AD, AF, Al, CD, CE, CG,
CI, CK, DE, DG, DK, EF, EG ve IK suslar1 hat olusum bolgelerinden alinan miselyal
agar peletler PDA besiyerine ayri1 ayr1 olacak sekilde inokiile edildi.

3.4. Suslar Arasindaki 2. Generasyon Caprazlamalan

II. Generasyon c¢aligmalar1 i¢in yapilan ¢aprazlamalar sonucunda iki izolat arasinda

olusan hat olusumlar1 Cizelge 3.4’ de verilmistir.

Cizelgeye gore ACxAC, ACxAD, ACxAF, ACxCG, ACxCI, ACxDE, ACxDG,
ACxDK, ADxAD, ADxAF, ADxAI, ADxCD, ADxCE, ADxCI, ADxCK, ADxDK,
ADXEF, AFxAF, AFxAIl, AFxCE, AFxCIl, AFXDE, AFxDG, AFxDK, AFxEF,
AlIXAI, AIXCE, AIXCG, AIXCI, AIXCK, AIXDG, AIXDK, AIXEF, CDxCD, CDXCI,
CDXCK, CDXDE, CDxDG, CDxDK, CDxEF, CEXCE, CEXCG, CExCI, CExCK,
CEXDE, CExDG, CExDK, CExEF, CGxCG, CGxDE, CGxDG, CGxDK, CIxCl,
CIXCK, CIxXDE, CIxDG, CIxDK, CIXEF, CKxCK, CKXxDE, CKxDG, CKXEF,
DExXDE, DExDG, DGxDK, DGxDG, DGxDK, EFXEF, EGXEG ve IKxIK suslar1
arasinda miselyal etkilesim ve hat olusumu goriilmediginden “0” ile

degerlendirilmistir (Sekil 3.11-A).

ACxAIl, ACxCD, ACxCE, ADxCG, ACxDE, ACxDG, AFxCK, AIxCD, AIxDE,
CDxCE, CDxCG, CKxDK, DGXEF, DGXEG ve DKXEF suslar1 arasinda ¢ok hafif

sekilde heterokaryotik silsile goriilmiis olup “1” ile degerlendirilmistir (Sekil 3.11-
B) .
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Cizelge 3.4. ikinci Generasyon Eslestirme Sonuglari

DE DG DK EF EG IK

AF Al ChO CE CG i CK

AC AD

Heterokaryon

AC

AD

AF

Al

CD

CE

CG
Cl

CK
DE

DG
DK
EF

EG
IK
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ACXCK, AFXCD, AFXCG, AIXEG, AIXIK, CDxEG, CDxIK, CGxCIl, CGxCK,
CGxEF, CKxEG, DExIK, DGxIK, DKxXEG ve EFxIK suslar1 arasinda belirgin bir hat
gelisimi goriilmiis oldugundan “2” ile degerlendirilmistir (Sekil 3.11-C) .

ACXEF, ACXEG, ACXxIK, ADXEG, ADXIK, AFXEG, AFXIK, CEXEG, CEXIK,
CGXEG, CGxIK, CIXEG, CIxIK, CKxIK, DEXEF, DEXEG, DGxIK, DKXIK, EFXEG
ve EGxIK suslar1 arasindaki hat ¢izgisinde belirgin bir yiikselti gdzlenmistir. Ayrica

hatlarda sar1 renkli pigmentasyon belirlenmistir ve “3” ile degerlendirilmistir (Sekil

3.11-D).

3.5. Anatomik Cahsmalar

3.5.1. Isik Mikroskobu Calhismalar

Isik mikroskobu c¢alismalar1 Kirikkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Boliimiinde bulunan Zeiss marka 151k mikroskobunda siirdiiriilmiistiir.

3.5.1.1. Ana Kiiltiir incelemeleri

Isik mikroskobu incelemelerinde misellerin belirgin septaya sahip olduklari

belirlendi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11. ikinci Generasyon Caprazlamalarmdaki Miselyal Etkilesimlerin
Derecelendirilmesi
A) 0-ACxCI B) 1- ADXDE C) 2-AIxIK D)3-ACXEF
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Sekil 3.12. Ana Kiiltiir Misellerinin Isik Mikroskobu Incelemeleri

Septa Misel gelisimi baslangici
—_— —

3.5.1.2. Suslar Arasindaki Heterokaryotik Silsilelerin incelenmesi
I. caprazlamalar sonucunda iki sus arasinda olusan heterokaryotik silsileden alman

orneklerde misellerin birbirleri ile olan baglanti noktalar1 incelendi. DxG-IXK

susunda olugan baraj hattinin goriintiileri Sekil 3.13” de verilmistir.
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Sekil 3.13. DxG-IxK Susunun Heterokaryotik Silsile Olusumu (100X)

3.5.2.Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Calismalari

3.5.2.1. Ana Kiiltiir incelemeleri

A susunun 6 giinliik inkiibasyon sonucunda gelisen miselleri taramali elektron
mikroskobunda incelendi (Sekil 3.14).

3.5.2.2. Suslar Arasinda Olusan Heterokaryotik Silsile incelemeleri

Suslar arasinda melezlemelerden CD x DE (Sekil 3.15.A), CK x DK (Sekil 3.15.B)

ve DG x IK (Sekil 3.15.C-D) arasinda olusan heterokaryotik silsileler elektron
mikroskobunda incelendi ( Sekil 3.15.)
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Sekil 3.14. A Susu Misellerinin Taramali Elektron Mikroskobu Incelemeleri
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Sekil 3.15. Suslar Arasindaki Miselyal Etkilesimlerin Taramali Elektron Mikroskobu

Incelemeleri
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismamizda, Giresun, Ordu ve Samsun lokalitelerinden toplanan Trametes

versicolor suslar1 arasinda miselyal etkilesimler incelenmistir.

Trametes versicolor suslarina ait miseller patates dekstroz agar (PDA) besiyerinde
kolonizasyonunu alt1 giinde tamamlamistir. A, C, D, E, F, G, I ve K suslar1 alt1
giinliik inkiibasyon siirecinde 9 cm’lik petrinin 2/3” sini kaplayarak radyal
biliylimelerini tamamlamistir. Radyal bliyiime hizlarmi A, C, D, E, F, G, I ve K
suslarinda iyidir.. Zhou (2006) doktora tezinde Trametes versicolor misellerinin
kolonizasyonunu %1.5 malt agar ortaminda (MA) on dort giinde tamamladigini
belirtmistir. Kizilcik (2006) yaptigi ¢alismada Tramates versisolor’un MMN besiyeri
(Modifiye Melin — Norkrans),MCM besiyeri (muschroom complete medium),YM
besiyeri (yeast extract medium),glikoz besiyeri ve patates dekstroz agar (PDA)
besiyerlerinde misel gelisim hizlarmi Slctiigiinde  %79’luk potato malt peptone
medium (PMP)’ da en yiiksek oldugunu belirlemistir. Jo ve ark. (2010) Trametes
versicolor’ un patates dekstroz agar (PDA) besiyerindeki misel gelisimini bes giinde
tamamladigin1 gézlemlemislerdir.Guerrero ve ark. (2011) Trametes versicolor’ la
yaptiklar1 ¢aligmada patates dekstroz agar (PDA) ve malt ekstrakt agar (MEA)
besiyerinde Trametes versicolor misellerinin gelisimlerini on giin igerisinde
tamamladigin1 rapor etmislerdir.  Saini ve ark. (2011) Trametes versicolor
misellerinin patates dekstroz agar (PDA) besiyerindeki 7 giinde kolonizasyonunu
tamamladigin1 agiklamistir.  Misel gelisim siireleri kullanilan besiyerlerine bagl

olarak degismektedir.

Calismamizda Trametes versicolor’un A, C, D, E, F, G, I ve K suslar1 L
caprazlamalar i¢in ikili kombinasyonlar halinde eslestirilmis ve yedi gilinlik
inkiibasyon siiresi sonucunda miselyal etkilesimler meydana geldigi gézlenmistir.
Trametes versicolor suglarimm birbirleri ile etkilesimleri incelendiginde AXC, AXD,
AxF, AxI, CxG ve ExF suslarmin hibritlemelerinde heterokaryotik silsilenin oldukga
belirgin oldugu, misellerin karsilastiklar1 bolge yukar1 dogru yiikselti yaptigi tespit

edilmigtir. Olusan baraj hattinda sar1 pigmentasyon olugsmustur. Bu nedenle miselyal
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etkilesimde derecelendirilmesi 3 olarak ifade edilmistir ve miseller arasinda somatik
uyum vardir. CxI, DxG, ExG, GxI, FxG, FxK ve IxK suslarmin melezlemelerinde
heterokaryotik silsilenin belirgin oldugu belirlenmistir. Bu nedenle miselyal
etkilesimde derecelendirilmesinde 2 olarak ifade edilmistir ve miseller arasinda
somatik uyum vardir CxD, CxE, CxK, DXE ve DxK suslarinin eslestirmelerinde
misellerin karsilasma bolgesinde hafif bir baraj hattt olusumu tespit edilmistir. Bu
nedenle miselyal etkilesimde derecelendirilmesi 1 olarak ifade edilmistir ve miseller
arasinda somatik uyum vardir. AxA, AxE, AxG, AxK, CxC, CxF, DxD, DxF, DxI,
ExE, Exl, ExXK, FxF, Fxl, GxG, GxK, IxI ve KxK suslarinin ¢aprazlamalarinda
karsilasma bolgelerinde hat olusumu goézlenmemistir. Bu nedenle miselyal
etkilesimde derecelendirilmesi 0 olarak ifade edilmistir ve miseller arasinda somatik
uyum yoktur. Aralarindaki mesafe 5 km’ den fazla (Giiler, 2008) olan bolgelerden
alman orneklerin misellerinin hibritlestirilmesinde somatik uyum tespit edilmistir.
Caprazlamalarda sibling tiirler arasinda (AA, CC. DD... gibi) miselyal etkilesim
reaksiyonlar1 gdzlenmemistir. Etkilesimlerin 0.58” 1 somatik olarak uyumlu ve 0.41° 1
somatik olarak uyumsuzdur. Rayner ve Tood (1978) Coriolus versicolor ile
yaptiklar1 calismada morfolojik olarak farkli basidiokarplarin dikaryotik izolatlar1 ve
sporlarindan elde edilen miseller arasinda malt agar (MA) lizerinde eslestirmeler
yapmiglardir. Eslestirme sonuclarin1 sembollerle (O, antogonizma; A pigmentasyon
iiretimi ile antogonizma; l izolatlarmm tamamen birlesmesi) ifade etmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda bireysel dikaryonun genetik farkliliklarindan dolay1
Coriolus versicolor’ da fazlasiyla polimorfizm goriildiigiinii belirtmislerdir. Coates
ve Rayner (1985a) 450 kesilmis kaym agac1 iizerinde Bjerkandera adusta, Coriolus
versicolor ve Stereum hirsutum misellerini yerlestirmisler ve iki yil sonra olusan
kolonilerden mantarlarm basidiokarplarini toplamuslardir. Izole edilen Bjerkandera
adusta, Coriolus versicolor ve Stereum hirsutum miselleri arasinda malt agar
iizerinde eslestirmeler yapmislardir. Eslestirme sonuclarini kelepge baglantilariin
varlig1 veya yokluguna gore degerlendirmislerdir. Dahlberg ve Stenlid (1994) bes
bolge igerisinden topladiklar1 Suillus bovinus ornekleri ile yaptiklar1 ¢aligmada
eslestirmeler yapmuglardir. Her izolati yakminda bulunan diger izolatlar ile
karsilastirmiglar ve elde edilen somatik uyumsuzluk reaksiyonlarma bagli olarak
calisma alanlarin1 genisletmislerdir. Sonuglarda somatik olarak uyumlu misellere ait

ornekler daima birbirine yakin olarak bulmuslardir. Hansen ve ark. (1993) yirmi yedi
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Heterobasidium  annosum  suslarinin  heterokaryonlart1  ile  olast  tiim
kombinasyonlardagaprazlamalar ~yapmuslardir. Inkiibasyondan 6 hafta sonra
uyumsuzluk reaksiyonlar1 gozlemlemislerdir. Tiim kombinasyonlarda % 0 ila %21
arasinda uyumlu reaksiyonlar gozlemlemislerdir. Mahmoud ve ark. (2007) Nil
Deltasi’ndan elde ettikleri oniki Rhizoctonia solani ornekleri ile caprazlama
deneyleri yapmislardir. Deneyleri 9 cm’lik petri kaplarinda PDA besiyerinde 7 cm
aralikli olarak iki inokiilasyon bloklarini yerlestirerek yapmislardir. Deneyler {i¢ giin
sonra uyumluluk —uyumsuzluk olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmeyi +ve
(uyumlu) ile —ve (uyumsuz) sembolleriyle ifade etmislerdir. Eyre ve ark. (2010)
Trametes versicolor ile Hypholoma fasciculare, Stereum gausapatum ve Bjerkandera
adusta miselleri arasinda eslestirmeler ile gen ifadelerinde meydana gelen
degigsimleri incelemislerdir. Hiscox ve ark. (2010) Trametes verscicolor’ un
monokaryonlar ve dikaryonlar arasindaki farkliliklarmi belirlemek i¢in hibritleme
yapmislar ve degisiklik bulamamislardir. Menkis ve Burokiene (2012) kdk ¢liriikgiilii
olan yiizyirmi t1¢ Neonectria macrodidyma suslar1 arasinda eslestirmeler
yapmiglardir. Yaptiklar1 deneyler sonucunda mantarin lokal genotiplerinin aseksiiel

olarak yayildigmi diisiinmektedirler.

Arastrmamizda 1. ¢aprazlamalar sirasinda elde edilen AC, AD, AF, Al, CD, CE,
CG, (I, CK, DE, DG, DK, EF, EG ve IK suslar1 II. ¢aprazlamalar icin ikili
kombinasyonlar halinde eslestirilmis ve miselyal etkilesimlerin bes giinliikk
inkiibasyon siiresi sonucunda meydana geldigi gozlenmistir. I. melezlemeler
sonucunda elde edilen AC, AD, AF, Al, CD, CE ve CG, suslar1 arasinda yapilan
melezlemelerin sonuglar1 incelendiginde, ACXEF, ACXEG, ACxIK, ADXEG,
ADXIK, AFXEG, AFXIK, CEXEG, CEXIK, CIXEG, CIxIK, CKxIK, DEXEF, DEXEG,
DGxIK, EFXEG ve EGxIK caprazlamalarinda heterokaryotik silsilenin oldukc¢a
belirgin oldugu, misellerin karsilastiklar1 bdlge yukar1 dogru yiikselti yaptig: tespit
edilmigtir. Olusan baraj hattinda sar1 pigmentasyon olugsmustur. Bu nedenle miselyal
etkilesimde derecelendirilmesi 3 olarak ifade edilmistir ve miseller arasinda somatik
uyum vardir. ACxCK, AFxCD, AFxCG, AIXEG, AIXIK, CDxEG, CDxIK, CGxCI,
CGxCK, CGxEF, CKxEG, DGxIK, DKXEG ve EFxIK suslarmin melezlemelerinde
heterokaryotik silsilenin belirgin oldugu belirlenmistir. Bu nedenle miselyal

etkilesimde derecelendirilmesinde 2 olarak ifade edilmistir ve miseller arasinda

70



somatik uyum vardwr. ACxAI, ACxCD, ACxCE, ADxCG, ACxDE, ACxDG,
AFXCK, AIXCD, AIXDE, CDxCE, CDxCG, CKxDK, DGxEF, DGXEG ve DKXEF
suslarinin eslestirmelerinde misellerin karsilasma bolgesinde hafif bir baraj hatti
olusumu tespit edilmistir. Bu nedenle miselyal etkilesimde derecelendirilmesi 1
olarak ifade edilmistir ve miseller arasinda somatik uyum vardir. ACXAC, ACxXAD,
ACXAF, ACXCG, ACxCI, ACxDE, ACxDG, ACxDK, ADxAD, ADxAF, ADxAI,
ADXCD, ADXCE, ADxCI, ADxCK, ADxDK, ADXEF, AFxAF, AFxAIl, AFXCE,
AFXCI, AFXDE, AFXDG, AFXDK, AFXEF, AlxAl, AIXCE, AIXCG, AIXCI, AIXCK,
AIXDG, AIXDK, AIXEF, CDxCD, CDxCIl, CDxCK, CDxDE, CDxDG, CDxDK,
CDxEF, CExCE, CEXCG, CExCI, CExXCK, CExDE, CExDG, CExDK, CEXEF,
CGxCG, CGxDE, CGxDG, CGxDK, CIxCl, CIxCK, CIxDE, CIxDG, CIxDK,
CIXEF, DEXDE, DExDG, DGxDK, DGxDG, DGxDK, EFXEF, EGXEG ve IKxIK
suslarmin ¢aprazlamalarinda karsilasma bolgelerinde hat olusumu gézlenmemistir.
Bu nedenle miselyal etkilesimde derecelendirilmesi 0 olarak ifade edilmistir ve
miseller arasinda somatik uyum yoktur. Eslestirmelerin 0.40°1 somatik olarak uyumlu
ve 0.59’u somatik olarak uyumsuzdur. Rayner ve Tood (1977) yaptiklar1 caligmada
hus agaci kiitligii tizerinden izole ettikleri Coriolus versicolor 6rneklerinin miselleri
arasinda hibritleme deneyleri yapmuslardir. Birgok eslesmeler sonucunda hat
olusumunun meydana geldigini gézlemlemisler ve dikaryonlar arasinda sonug elde
etmiglerdir. Baz1 eslesmelerde pigmentasyon olusumunu gézlemlemislerdir. Sonugta
eslesmelerin farkli eslesme tipi faktorleri ile kontrol edildigi sonucuna varmiglardir.
Williams ve ark. (1981) Coriolus versicolor suslar1 ile yaptiklar1 c¢alismada
monokaryonlar arasinda eslestirmeler yapmislardir. Deneyler sonucunda meydana
gelen antagonizma bolgelerinin sinirlarmi Coriolus versicolor’ un dogal populasyonu

ile ayni1 olarak bulmuslardir.

Calismalarda caprazlama sonucunda elde edilen hibrit misellerin gelisimlerin elde
edildikleri ebeveynlerden daha hizli oldugu belirlenmistir. Dhitaphichit ve
Pornsuriya (2005) Pleurotus ostreatus ve P. djamor ile yaptiklar1 caligmada hibrit
bireylerin misellerinin daha ebeveynlerine gére daha hizli gelistigini

gbzlemlemislerdir.
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Trametes versicolor tetrapolar heterotallizm gostermektedir ve A ile B geni ile ifade
edilmektedir. Papazian (1950) multiple alel heteotallizm gosteren Schizophyllum
commune’de A ve B genleri ile ilgili ¢alismalar yapmistir. Fukuda ve ark. (2000)
tetrapolar eslesme sistemi gosteren Flammulina velutipes’de A ve B faktorlerini
rastgele segilen orneklerde gostermislerdir. Quin ve ark. (2007) Armilleria tiirleri ile
yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda baz: tiirlerde heterotallik tetrapolar eseysel sistemin
oldugu bu ve 13 o6rnek disinda da heterotallik sistemin olmadigi sonucunu elde

etmislerdir.

Trametes versicolor ana kiiltiir misellerin 151k mikroskobunda incelenmeleri
sonucunda hiflerin hiyalin renkli ve belirgin bogumlu septaya sahip oldugu
belirlenmistir. Biiylime baslangi¢c noktalar1 belirgin olarak gézlenmistir. Fahraeus ve
Reinhammar (1967) yaptiklar1 ¢alismada Trametes versicolor’ un miselinin 151k
mikroskobunda  gorilintillemislerdir. Zhou (2006) c¢alismasinda  Trametes

versicolor’un misellerini 151k mikroskobunda incelemistir.

Taramali elektron mikroskobunda suslarin misel boyutlar1 X2500 biiyiitmede 2.27
um, 2.33 um ve 2. 91um olarak dl¢iilmiistiir. Yapilan incelemede hif boyutlarinin
kiiciik, septalarn belirgin ve hiflerde dallanmalarin fazla oldugu gozlenmistir.
Castillo-Carvajal ve ark. (2012) Luffa cylindrica tizerinde Trametes versicolor’un bir
ve dordiincii giinde meydana gelen misel biyokiitlelerini taramali elektron

mikroskobunda (SEM) gostermislerdir.

Hibritlemeler sonuglarinda iki misel arasinda olusan etkilesimin 1s1k miskroskobunda
incelenmesinde, birbiriyle birlesen iki susun misellerin boyutlar1 bir 6rnekte 2.37 um
-2.63 pm, diger o6rnekte ise 4.29 um-5.03 um olarak 6l¢iilmiistiir. Misellerin birlesme

noktalar1 bir bogum seklinde gozlendi.

Taramali elektron mikroskobunda (SEM) etkilesim bdlgesinden alinan misellerde
yapilan incelemede iki miselin karsilikli olarak birlestigi noktada misellerin boyutlar1
Ol¢lilmiistiir. X5000 biiyiiltmede 950 nm -1.26 pm; 1.20 pm - 1.25 pm; 1.08 um -
1.20 pm ve 1.04 um - 1.25 pum olarak dl¢iilmiistiir. Iki misel boyutlar1 birbirine yakin

degerlerde bulunmustur.
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200’ln stiinde mantar tiiriiniin dogal ortamdan izole edilerek uzakdoguda yillardir
geleneksel anlamda edinilmis bilgilerin 15181 altinda kullanildigr belirtilmistir.
Bugiinlerde yaklasik 35 mantar tiirii ticari uygulamalar i¢in kiiltiire alinmis bunlardan
da en azindan 20 tanesi biyoteknolojik uygulamalar agisindan degerlendirilmis ve
hem kuru hem de konsantre edilmis bilesikleri igeren kapsiil veya toz halinde ticari
amacla sunulmustur. Bu tilirlerin 6nemi yenilebilir veya medikal anlamda
degerlerinin tespit edilmesinden ileri gelmektedir. Ganoderma sp.,ve Trametes sp.
gibi yenilebilir degeri olmayan ama medikal anlamda c¢ok biiyiik etkinlikleri
belirlenen polipor gruplarinin bu anlamda incelenmesi giiniimiiz sartlarinda biiyiik

bir zorunluluk haline gelmistir (Glizeldag, 2007).

Diinyada, miselyal etkilesimler bir¢cok arastirmaci tarafindan degisik yiiksek yapili
mantarlarda ¢alisilmistir. Tiirkiye’de ise bu konuda yapilan ¢alismalar oldukca azdir.
Ornegin, Giiler (2008) Agaricus bitorquis’ te miseller arasindaki uyum-
uyumsuzlugu incelemistir; Kalmis ve ark. (2009) Pleurotus eryngii’ de melezleme
calismalar1 yapmislardir. Tez konusunu olusturan; iilkemizde ve diinya’da
kozmopolit olarak yayilis gosteren Trametes versicolor ile ilgili elde edilen
bulgularin; Trametes versicolor’ un biyoteknolojik c¢alismalari, medikal, endiistri
sektoriinde kullaniminda ve 1slah ¢aligmalarinda faydali olacak ve bundan sonraki
caligmalara katki saglayacaktir. Trametes versicolor’ un farkli bolgelerden alinan
ornekleri genetik olarak farkli 6zelliklere sahip oldugu i¢cin bu Ozellikler yapilan

uyum-uyumsuzluk ¢alismalariyla bir araya getirilmeye ¢alisilmistir.
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Antogonism

Askomycetes

Basidiomycetes

Heterokaryon

Heterotallizm

Homokaryon

Homotallizm

Rizomorf

Sekonder misel

Sibling tiir

EK 1.TERMINOLOJi

: Organizmalar aras1 negatif etkilesim

: Bilinen ¢ogu maya ve kiifiin bulundugu fungi sinifi.

: Sapkali mantarlarin bulundugu fungi smifi

: iki ya da daha fazla farkli hiicrenin birlesmesiyle ortaya ¢ikan
birden fazla fonksiyonel ¢ekirdek kapsayan hiicre

: Bir bireyde sadece erkek gametlerin, bagska bireyde sadece

disi gametlerin olusturulmasi hali

: Cekirdek fiizyonu sonucunda olusan iki yada daha fazla

sayida ¢ekirdege sahip hiicre

: Hem erkek hem de disi gametin aymi tallusta, bireyde

olusturulmasi hali

: Paralel gelisen birbiri ile Ortiilip ip seklinde dokular

olusturmalar1 ile meydana gelen yap1

: Primer misellerin olusturdugu yap1

: Di1g goriiniisleri bakimindan birbirlerine ¢ok benzeyen ya da

ayni olan, iki ya da daha fazla farkl tiir.
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