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OZET

Ulkemizde kiiltiirii yapilan Agaricus bisporus %86 iiretim ile ilk sirada iken
Pleurotus tiirleri %10 ile ikinci sirada yer almaktadir. Pleurotus ostreatus makromantar
tiiri besin degeri olarak olduk¢a zengindir. Geg¢miste mantarlart smiflandirmak igin
kullanilan yontemler telomerik ve anamorfik siniflandirmayla smirli kalmaktadir. Ancak
bu siniflandirmalarin giivenilirlik diizeyi diistiktiir. Molekiiler ¢alismalarla beraber genetik
smiflandirmalar ile daha dogru ve kesin kanitlar elde edilmistir. Pleurotus ostreatus
tiriiniin Tiirkiye genelinde genetik siniflandirmas ile ilgili bir ¢alisma mevcut degildir. Bu
nedenle iilkemizden 43, iilke disindan temsilCi olarak segilen 4 Pleurotus ostreatus izolati
elde edilerek populasyonun yapisini belirlemek i¢in dokuz mikrosatellit bolgesi
calisilmigtir. Sonu¢ olarak kullanilan lokuslarin polimorfik olup gozlenen ortalama
heterozigotluk degeri en diisiik Gb-P0-050a ve Gb-P0-097a (Hg=0.19) lokuslarinda, en
yiiksek Gb-P0-011a (Hs=0.86) lokusunda tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pleurotus ostreatus, Mikrosatellit, Genetik ¢esitlilik
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SUMMARY

While Agaricus bisporus cultured in our country is the first with %86 production,
Pleurotus species is the second with %10. Pleurotus ostreatus macrofungi species are quite
rich as nutrients. In the past, the methods used to classify fungi were limited to telomeric
and anamorphic classifications. However, the reliability of these classifications is low.
Genetic classifications with molecular studies have provided more accurate and precise
evidence. There is no any studies on the genetic classification about Pleurotus ostreatus in
Turkey. For this reason, nine microsatellite regions were studied by selecting 43 Pleurotus
ostreatus samples from Turkey and 4 Pleurotus ostreatus from abroad as representative to
determine the structure of the population. As a result, the loci used are polymorphic and
the observed average heterozygosity value was found at the highest Gb-Po-011a (Hs=0.86)
at the lowest Gb-Po-050a and Gbh-Po-097a (Hs=0.19) sites.

Keywords: Pleurotus ostreatus, Microsatellite, Genetic variation
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1. GIRIS VE AMAC

Mantarlar klorofil igermeyen, kok, govde, yaprak farklilagmasi bulunmayan basit
yapili canlilardir. Buna karsin mantarlar farkli ekosistemlerde ¢ok cesitli islevlere sahip bir
organizma grubudur. Dogada 6lii ya da canli organik maddeleri pargalayarak karbon ve
azot dongiisiinde ve ozellikle orman ekosisteminde 6nemli rol oynarlar. Makrofunguslar
mevsime bagl olarak daha ¢ok ormanlik alanlarda rutubeti yiiksek ve organik madde

miktarinin ¢ok oldugu ¢evre kosullarinda bolca bulunurlar (Giicin, 1993).

Makrofunguslarin insan sagligi agisindan sahip oldugu potansiyel 6zelliklerden
bazilari; kan sekerini ve kolestrolii diisiirmesi, bakteriyal, fungal viral ve parazitik
enfeksiyonlarin  6nlenmesi, immiin uyaricilarin  aktive edilmesi ve makrofaj
fonksiyonlarmmin diizenlenmesi olarak siralanabilir (Manzi ve Pizzoferrato, 2000;
Rajarathnam vd., 1998). Ayrica diisiik kalorili ve esansiyel yag asitleri ile protein, vitamin,

mineral igerigi iyi olan besin kaynaklaridir (Y1lmaz vd., 2006).

Bu 6zellikleri ile makrofunguslar, ideal besin kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir.
Yenebilen makrofunguslar dogada kendiliginden ortaya cikabildigi gibi kiiltiirii yapilan
tiirler de bulunmaktadir. Mantar yetistiriciligi 16. yy’da Fransa’da baglamistir. Mantarlar
bu yillarda mevsime bagli yetistirilirken 19. yy baslarinda sicaklik ve nemin diizenli
oldugu magralarda ve tas ocaklarda yapilmaya baslanmistir (Eren vd., 2016). Diinya kiiltiir
mantar1 liretim miktart 1961 yilinda 495.127 ton iken bu rakam 2013 yilinda 9.926.966
tona ulagmistir (Sekil 1.1). 2010-2013 yillar1 arasindaki kiiltiir mantar1 tiretim degerleri
incelendiginde bu konudaki ilk 5 iilkenin Cin, Italya, Amerika Birlesik Devletleri,
Hollanda ve Polonya oldugu goriilmektedir (FAO, 2015). (Cizelge 1.1).
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Sekill.l. Yillara gore diinya mantar iiretim miktar1 (FAO, 2015)

Diinyada 6nemli miktarda ticareti yapilan baglica kiiltiir mantar1 tiirleri Agaricus
spp., Agrocybe aegerite, Auricularia polytricha, Flamulina velutipes, Ganoderma
lucidium, Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Lentinula edodes, Morchella spp.,
Volvariella volvacea ve Pleurotus spp.’dir (TS 2410, 2005). Diinyada ve iilkemizde en
fazla yetistirilen tiir Agaricus tiirleri olmakla beraber Pleurotus tiirleri son yillarda %400
artigla takip etmektedir (Royse, 1992). Son 10 yillik siire i¢inde Auricularia, Lentinula ve
Pleurotus tiirlerinin {iretim artis1 %300-400 iken yaygin olarak iiretimi yapilan Agaricus
bisporus mantarinin artisi %60°’larda oldugu goriilmektedir. Genel olarak bakildiginda
diinyada ve iilkemizde kiiltiir islemleri kolay yapilabilen yemeklik mantarlarin iiretimi

protein a¢igmin kapatilmasinda biiyiik dneme sahiptir (Sen vd., 2010).



Cizelge 1.1. Ulkelerin yillara gére mantar iiretim miktarlar1 (y1l/ton)*

Ulkeler 2000 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Cin 2400000 | 3400000 | 3675000 | 4060000 | 4702355 | 4672776 | 4826000 | 5658972 | 6527965 | 7068102
ftalya 72492 88361 100100 85911 342000 720100 650000 761858 | 1016886 | 792000
ABD 464071 467055 470172 432890 448581 437394 432399 469832 495844 487986
Hollanda | 265000 245000 235000 240000 255000 230000 266000 304000 307000 323000
Polonya | 113479 160000 153497 180000 185000 199148 230000 220000 220000 220000
ispanya 63254 137764 135419 131974 133548 131000 133000 146100 147400 149700
Fransa 203811 138541 115846 162450 29936 113851 119346 115696 116602 104621
fran 16000 27908 28000 28000 45000 60000 74000 82500 87675 87624
Kanada 80241 80071 87631 73260 79990 65550 72930 78930 87624 81788
ingiltere 89900 74000 68000 71500 70200 69400 69300 70740 78580 79500
Japonya 67224 66000 65000 67000 67500 63084 59550 60180 61500 61500
*FAO(2015)




Tiirkiye kiiltiir mantar1 liretimine 1960’11 yillarda baglamistir. Ancak bu iiretimin
ticari olarak onem kazanmasi 1990°l1 yillara uzanmaktadir. Tirkiye’nin mantar {iretim
verileri 1982 yilindan itibaren kaydedilmeye baslamis olup (Sekil 1.2), tiiketim miktari
2014 yilina kadar artis gostermis 2014 yilinda bir miktar azalmistir (Cizelge 1.2). Son 5
yila kadar Tiirkiye’de Agaricus cinsi mantarin kiiltiirii yapilip ticari olarak tiretilmektedir.
Ancak son yillarda Agaricus cinsi %86 ile birinci sirada iken, Pleurotus tiirleri %10 orani
ile ikinci sirada gelmektedir. Pleurotus tiirlerinin ticari boyutta tiretimi 2010 yilindan sonra
hiz kazanmistir. Orman ve Su Isleri Bakanligi ve Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligmin
ortak yiirtttikleri proje c¢alismasina gore gelecek yillarda Pleurotus tiirlerine, 6zellikle
Pleurotus ostreatus tiiriiniin farkli kompostlar kullanilarak iretime elverisli yapisindan

dolayt, talep artis1 olacagini 6n goriilmektedir (Peksen, 2014).
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Sekil 1.2. Yillara gore Tiirkiye mantar tiretim miktar1 (FAO, 2015; TUIK, 2015)

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de kiiltiir mantari tiiketim miktarlar1 (Eren vd., 2016)

Yillar Tiiketim miktar1 (g/kisi)
1983 36,8
1987 48,7
1991 53,5
1995 127,5
2000 327,3




Cizelge 1.2. Tiirkiye’de kiiltiir mantar1 tiikketim miktarlar1 (Eren vd., 2016) (devam)

2005 430,0
2010 591,5
2012 647,9
2014 579,2

Yenilebilen makrofunguslar arasinda bulunan P. ostreatus tiiri bas kismi
istiridyeye benzedigi i¢in halk arasinda ¢ogunlukla istiridye mantar1 adiyla bilinir. Ayrica
degisik yorelerde kayin mantari, kulak mantari, aga¢ mantari, kavak mantari, ladin mantari,
ceviz mantar1 isimlerini de alir. Geng oOrneklerde sapka kisimlar1 sapsiz tathh kasigi
biiyiikliigiindedir ve olgunlastikca yelpaze seklini alir. Gelistigi bolgede iist liste merdiven
seklinde goriiliir. Yetistigi yerin glines veya golge durumuna bagl olarak rengi yesilimsi
griden agik kahveye kadar degisebilir. Gen¢ mantarlarda lameller beyaz, olgunlarda
sartms1 renk alir. Spor izleri soluk leylak rengindedir. Sporlari lizerinde siyah c¢ikintilar

bulun durup elips seklindedir ve ucunda hafif ¢ikint1 vardir (Kasik, 2010).

Sekil 1.3. P. ostreatus’un dogal ortamindaki goriintiisii (M. Yamag)




Yiiksek besin degeri olan P. ostreatus, 70-76 g/100 g karbohidrat, 19-35 g/100 g
protein, 4-20 g/100 g lif, az miktarda Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Fe ve Mn mineralleri ve B1,
B2, B12, niyasin, folik asit ve askorbik asit vitaminlerini icerir (Mattila vd., 2001,
Rabinovich vd., 2007). igerdigi lovastatin nedeni ile de tibbi agidan &nemli bir mantardir.

Lovastatin tipta kolestrol diisiiriicii ilaglarin i¢inde etken maddesi olarak yer almaktadir.

P. ostreatus et ve baklagillere esdeger bir protein icerigine sahiptir. insan viicudu
icin gerekli olan demir fosfor ve kalsiyum gibi mineral tuzlar sigir ve tavuk etine gore iKi
kat daha fazladir. Iceriginde diisiik miktarda nisasta, yag ve kalori bulundugu i¢in obezite,
seker ve hipertansiyon hastalarina, ¢ok az miktarda sodyum i¢ermesinden dolay:1 da kalp
rahatsizlig1 olanlara tavsiye edilmektedir. Antibiyotik, antiviral, bagisikliga etkisi,
iltihaplanmay1 engelleyici ve kanseri engelleyici aktivitesi nedeniyle ¢ok sayida tedavide
kullanilmaktadir (Peksen, 2015). P. ostreatus tiirleri yiiksek derecede lovastatin iiretirler,

dogal kolesterol diisiiriicii yetenegiyle onemli bir gidadir (Atli vd., 2013).

Sekil 1.4. P. ostreatus bazidiyokarp (M. Yamag)



Funguslarin yasam dongiilerinde hem eseyli hem eseysiz iireme evresi goriiliir ve
siiflandirilmasinda yasam dongiilerinde olusturduklar eseyli tireme evrelerindeki yapilar
baz alimir (Moore-Landecker, 1996). Ancak bazi funguslarda eseyli tireme yapilari heniiz
belirlenememis ya da tamamen ortadan kalkmis olabilir. Bundan dolay1 giinlimiizde iki
cesitte smiflandirilmistir. Bunlardan ilki telomorfik smiflandirma; funguslarin yasam
dongiilerinin eseyli evrelerinde olusturduklar1 fruktifikasyon yapilari, eseyli sporlar1 ve
tallus yapilar1 kriter alinarak gergeklestirilen smiflandirma, ikincisi ise anamorfik
simiflandirma; eseyli iireme yapilar1 tespit edilemeyen funguslarin, tallus yapilari ve

eseysiz sporlar1 goz oniine alinarak siiflandirma seklidir (Sneh vd., 1991).

Anamorfik smiflandirmada kullanilan yontemler goézleme dayali olmasi, fazla
zaman almasi ve hata payimnin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ok giivenilir degildir. Hatta bu
simiflandirma kullanilarak ayni taksona farkli isim, farkli organizmalara da ayni isim
verilmesine neden olmustur. Bu tir kanigikliklarin Onlenmesi i¢in giiniimiizde yaygin
olarak molekiiler teknikler yontemi kullanilmaya baglanmistir. Molekiiler yontemlerin
populasyonun belirlenmesi i¢in morfolojik veya fenotipik yontemlerden daha kesin
sonuclar elde edildigi ortaya ¢cikmistir. Evrimsel degisikligin ilk goriildiigli molekiil olan
DNA ile yapilan ¢alismalar daha hizli ve giivenilir sonug verdigi i¢in bu yontemde agirlikli

olarak kullanilmaktadir (Taylor vd., 2000).

Biyolojik siniflandirmanin amaci organizmalarin birbirleri arasindaki baglantinin
belirlenmesi ve arasindaki evrimsel gegmisin belirlenmesi olarak ifade edilebilir. Son 50
yilda yapilan en Onemli gelismelerden biri, sistematik c¢aligmalariyla tim yasam

formlarinin tek bir filogenetik agagla birlestirilmesidir (Lipscomb, 1998).

Fungal sistematikte yaygin olarak kullanilan yontemlerin basinda PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) gelmektedir. Bu yontem fungalsuslarin, tiirlerin ya da daha st
taksonlarin tanimlanmasinda kullanilir. PZR c¢aligmalar1 ile elde edilen bilgiler

dogrultusunda taksonlar igin spesifik oligoniikleotid primerlerin tasarlanmasi miimkiin

olmustur (Dieffenbach vd., 1993).



Glinlimiizde populasyon varyasyonlarmin belirlenmesinde morfolojik veya diger
fenotipik yontemlerden daha faydali olan genetik yontemler kullanilmaktadir. Ribozomal
RNA’larin kodlandig1 genler PZR amplifikasyonu i¢in segilecek bolgenin 6zellikleri
(Bruns ve Gardes, 1993) dikkate alindiginda kapsamli bir sekilde analiz edilebilirler. rRNA
genlerinin kodlandigi DNA dizilerinin populasyonlarda taksonomik iliskilerin ve genetik

varyasyonun belirlenmesinde genis oranda kullanilmaktadir.

Son yillarda DNA {izerinde yapilan ¢alismalarda DNA’nin bazi baz bdlgelerinin
tekrarladig1 belirlenmistir. Ozellikle karmasik dkaryot genomlarinin biiyiik bir kismi, ok
sayida tekrarlanan ve kodlanmayan DNA dizilerinden olusur. Bunlar DNA’da ¢ok sayida
ardisik halde tekrarlardan olusan dizilerdir. Ardisik halde bulunan diziler transkribe
edilmemesi ve proteine g¢evrilememesine karsin kromozomda onemli yere sahiptirler.
Bunlar; 100-6500 baz cifti tekrarindan olusan klasik satellitler, 10-20 baz ¢ifti tekrarindan

olusan minisatellitler ve 2-6 baz ¢iftinden olusan mikrosatellitlerdir (Passarge, 1995).

Mikrosatellitler populasyon ve bireyler arasindaki farkliliklarin tespiti igin
kullanilabilen belirteglerdir (Bruford and Wayne, 1993). Basit baz dizileri olan
mikrosatelitler (SSRs: simple sequence repeats) kodlama yapan ve kodlama yapmayan
bolgelerde bulunan, bireyden bireye farklilik gdsteren, tekrar sayist degisken tekrarlit DNA
dizileridir (Tautz, 1989). Yiksek seviyede polimorfik olan mikrosatelitler dogal
popiilasyonlarin genetik yapisini incelemek i¢in kullanigh belirteglerdir (Toro vd., 2009).
Popiilasyonlarin genetik yapis1 belirlenerek evrimsel geg¢misinin belirlenmesi ve evrim
gecirme potansiyelinin tespit edilmesine olanak saglar (Frankham vd., 2004). Yiiksek
oranda mutasyon Ozellikleri ve PZR’a dayali teknikler arasinda populasyon ve bireyler
arasindaki farkliliklar1 belirlemek acisindan digerlerine gore daha gilivenilir ve daha kesin
bilgi vermektedir (Ramamoorthi vd., 2009). Mikrosatelitlerin ko-dominant yap1
gostermeleri belli lokus i¢in bireylerin genotiplerini saptayabilme ye olanak sagladigi i¢in

populasyonlarin genetik ¢alismalarinda 6nemli rol oynar (Jayaraj vd., 2009).

Genetik belirte¢ olarak kullanilan mikrosatellitler iilkemizde ve diinyada farkl
orneklerde de kullanilmistir. Bunlardan bazilar iilkemizde iireticiligi yliksek olan ¢ilekte

hastaliga neden olan funguslarin belirlenmesi i¢in, populasyonun genetik c¢esitliliginin



tespit edilmesi ekonomik agidan zararlara sebep olan funguslara karsi tedbirlerin alinmasi
i¢in oldukca énemlidir (Un., 2015). Yirminci yiizyilda 6zelikle 1slah hayvanlar ile ilgili
calismalarda istatistik calismalar1 kullanilmaktaydi. (Beuzen vd., 2000). Giinlimiizde 1slah
hayvanlarinda 6zellikle hayvansal iiretimde yiiksek iiretim yapabilmek i¢in, hayvanlarin
bireysel olarak tanimlanmasi gerekmektedir. DNA’da yiiksek polimorfizim o6zelligi
gosteren mikrosatellitler populasyonlarin  tanimlanmasinda, pedigri analizlerinde,
hayvansal iriinlerin orjinlerinin belirlenmesinde, gen fonksiyonlarmimn belirlenmesinde,
koruma programlarinda genetik yapinin korunup korunmadigmin kontroliinde, kimlik
tanimada, evrim hakkindaki bilgilerin ortaya c¢ikarilmasinda  veseleksiyonda

kullanilmaktadirlar (Yilmaz vd., 2012).

Bir populasyon genetiginin arastiritlmasinda kullanilan mikrosatellit yonteminde,
sirastyla PZR ve agaroz jel elektroforez yontemi uygulanmasinin ardindan jelde
heterozigot ve homozigot bireylere ait bantlar goriiliir. Molekiil agirliklarina gore olusan
bantlar homozigot bireylerde tek, heterozigot bireylerde ise ¢ift bant olarak goriliir
(Fatima., 2006; Sekil 1.5).

A B
HOMOZIGOT AA HOMOZIGOT BB

> I -> W
> [ IT T[] |- e [[]]]]] -
v [ > LI |~
e < [T L1111 ]| -

AxB
HETEROZIGOT AB

_> <— Primerier

- Mikrosatellit Tekrarian

Sekil 1.5. Homozigot ve heterozigot bireylere ait canlilarin jel elektroforez goriintiisii

Bu ¢aligmada Tiirkiye’nin farkl: illerinden elde edilen Pleurotus ostreatus tiiriine ait
orneklerin genetik yapisi mikrosatellit belirtecleri kullanilarak ortaya koyulacaktir.

Calismada mikrosatellit belirteglerinin  kullanilmasi, P. ostreatus tiiriniin Tiirkiye
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genelindeki genetik ¢esitliliginin belirlenmesi ve evrimsel gegmisi hakkinda bilgi

verecektir.
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Mikoloji bilimi, ¢ok uzun dénemler boyunca agirlikli olarak morfolojik kriterlerin
kullanimina bagl kalmis durumdadir. Bu bilim dalinda uygulanan molekiiler biyolojik
temelliyontemlerinilklerinden biri White ve arkadaslarinin (1990) ¢alismasidir. Calismada
rDNA’nin direkt cogaltilarak ve niikleotid dizileri belirlenerek funguslarin filogenetik ve
taksonomik iliskilerinin ortaya konmasi amaclanmistir. Belirlenen niikleotid dizileri hem
degisken hem de korunmus bolgeleri icerdigi icin, farkli taksonomik seviyedeki

organizmalarin karsilastirma ve ayrilmasina olanak saglanmstir.

Alternaria radicina ile A. carotiincultae arasindaki filogenetik akrabagligi Park ve
ark. (2008) tarafindan rDNA’nin sekans analizi, morfoloji, RAPD (Rastgele Arttirilmig
Polimorfik DNA) ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) analizleri ile incelemislerdir.
Calismanin sonucunda A. carotiincultae’nin A. radicina ile yakin iligkili oldugu

belirlenmistir.

ISSR ve SRAP (Serve Asthma Research Program) belirtegleri kullanilarak, Tang ve
ark. (2010) tarafindan, Cin’de 34 adet Auricularia auricularia tiiriine ait 6rnek arasindaki
DNA polimorfizmini belirlemistir. 11 SARP primeri ile %96,1°1 polimorfik olan 154 DNA
fragmenti bunun tam tersine 30 ISSR primeri ile %96,9’u polimorfik olan toplam 129
DNA fragmenti tespit edilmistir. Her iki yonteminde ayrim icin son derece etkili oldugu
belirtilmistir. Calismada ISSR, SRAP ve ISSR/SARP kompleksleri ile birlikte UPGMA
metodu kullanilarak filogenetik agaclar yapilmistir. Elde edilen veriler ileride yapilacak
olan ticari dnemi olan mantarlardan bioaktif {lirin elde etmeyi ve A. auricula islahin1 biiyiik

Olctlide kolaylastiracaktir.

Niiklear biiyiik alt birim ribozomal DNA dizilerini kullanilarak Moncalvo ve ark.
(2000) Agaricales takimi igerisindeki mantarlarin  filogenetik  akrabaliklarini
degerlendirmislerdir. Calismada akrabalik iliskilerini ortaya koymak i¢in esit agirlikli MP
(Microprinting), ML (Maximum Likehood) ve NJ (Neighbor Joining) yontemlerini igeren
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birka¢ metot kullanilmistir. Calismanin Agaricales takimi igin yapilacak olan sistematik

calismalar i¢in bir temel olacagi belirtilmistir.

Arastirmalari i¢in Agaricus bisporus’un yavas biiyiiyen 10 protoklonlarini kullanan
Nazrul ve ark. (2000), 40 ISSR primeri kullanmistir. Calisma sonunda kullanilan
primerlerin %48,93’{i polimorfik olan 78 tekrarlanabilir parca elde edilmistir ve morfolojik
karakterler ile birlikte ISSR yonteminin kullanilmasi polimorfizmin daha ¢abuk ve daha

kolay ayirt edilebilecegi gostermistir.

Ektomikorizal bir mantar olan Tricholama matsutake ile Lian ve ark. (2003)’nin
yaptig1 ¢alismada, bitki tiirlerinin mikrosatelit belirteclerini gelistirmek i¢in ISSR yontemi
uygulanmistir. Bu ¢alismada gelistirilen 6 polimorfik belirte¢ ile beklenen heterozigotluk
orani 0,098’den 0,803’e degisebilecegi hesaplanmustir.

Cin’de toplanan 128 Monilinia fructicola izolatlarini arastirmak igin Fan ve ark.
(2010) ISSR yontemini kullanmiglardir. Elde edilen sonuclar Yeni Zellanda ve
Kaliforniya’daki ornekler ile karsilastirilmigtir. 72 DNA bandinin %87,5’inin polimorfik
oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda Cin bolgesine ait populasyonlar ile
Kaliforniya bdolgesine ait olan popiilasyonlarin biiyiik dl¢lide birbirine benzedigi ancak

kiictikte olsa farkliliklarin oldugu belirlenmistir.

Guan ve ark. (2008), Agaricus tiirlerinin ticari olarak tiretiminde 6nemli bir artig
oldugunu ancak taksonomisi iizerinde bir fikir birliginin olmadigini belirtmislerdir.
Agaricus’un siniflandirilmast ig¢in hizli ve giivenilir bir metoda ihtiya¢ duyulmustur. Bu
calismada Cin’deki 12 ticari Agaricus tiirleri arasindaki polimorfizmi ortaya ¢ikarmak igin
6 ISSR primeri kullanilmistir. Calisma sonucunda %80,6’s1 polimorfik olan 124 bant elde

edilmistir.

Zhang ve ark. (2007), 2’si dogal ortamdan toplanmis 15’1 de kiiltiir ortaminda
yetistirilmis toplam 17 Lentinula edodes tiiriinii ISSR y6ntemi ile analiz etmislerdir.
Calismada kullanilan 32 DNA irlinlerinden 31’1 (%96,9) polimorfik olarak

degerlendirilmistir. Yapilan ISSR analizine bagli olarak 17 tiirlin birbirinden ayirt
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edilebilecegini ve susun kendi iginde iki grupta gruplandirilabilecegini gostermistir. Dogal
ortamdan toplanan iki L. edodes tiirii arasindaki polimorfizmin yiiksek oldugu ortaya
¢ikarilmistir. Bu tiire iliskin bir diger ¢calismada Fu ve ark. (2010) RAPD, SRAP ve ISSR
belirteglerini kullanmiglardir. Arastirmada 16 RAPD, 23 SRAP ve 5 ISSR primeri
kullanilmistir. RAPD primerleri ile %58,8’i, SRAP primerleri ile 56,3’ ve ISSR
primerleri ile %73,5’1 polimorfik sirasiyla 138, 144 ve 77 bant elde edilmistir. UPGMA
analizi ile her biri icin dendogram olusturulmus ve bu ii¢c dendogram 23 bireyden analizi

yapilan L. edodes tiirliniin 3 veya 4 grup iginde siniflandigini géstermistir.

Auricularia polytricha’nin 19 susu arasindaki genetik farklili ortaya ¢ikarmak igin
Yu ve ark. (2008), ISSR ve SRAP olmak iizere iki farkli molekiiler belirteg
kullanmiglardir. 14 SRAP primeri ile toplam 459 (%95.9), 13 ISSR primeri ile toplam 202
(%99,0) polimorfik bant elde edilmistir. Parsimoni metodu ile her iki analize bagli olarak
filogenetik aga¢ olusturulmustur ve bu iki aga¢ 19 A. polytricha susunun 4 veya 5 grup
icinde dagildigin1 gostermisir. Calismanin sonunda A. polytricha’nin yiiksek seviyede
genetik ¢esitliligi oldugunu ve digerleri arasinda akrabalik iliskilerini ortaya ¢ikarmak igin

iki yonteminde uygun oldugunu gostermistir.

Belirtilen oOrneklerde ifade edilen fungus tiirleri bir kenara birakilirsa,
mikrosatellitler makrofunguslarin genetik gesitliligini belirlenmek amaci ile giiniimiize dek
olduk¢a sinirli bir kullanima sahiptir. Bu g¢alismanin konusunu olusturan Pleurotus
ostreatus tiiriiniin Tiirkiye’de dagilim gosteren Orneklerinin genetik casitliligine iliskin
herhangi bir veri bulunmamaktadir. Dogal olarak molekiiler belirte¢ olarak
mikrosatellitlerin kullanimi da s6z konusu degildir. Belirtilen nedenlerle bu ¢alismada
Tirkiye’de dagilim gosteren Pleurotus ostreatus tiiriine ait orneklerin genetik cesitliligi
belirte¢ olarak mikrosatellit kullanilarak arastirilmistir. Bu anlamda literatiirde var olan bir

boslugun doldurulmasi amacglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Makrofungus Orneklerinin Eldesi

Calismada Tirkiye’nin farkli illerinden elde edilen P. ostreatus bazidiyokarp veya
bu bazidiyokarplardan elde edilen dikaryotik misel kiiltiileri kullanilmistir (Sekil 3.1)
Bazidiyokarp oOrneklerinden bir kismi farkli arastiricilar tarafindan bu ¢alismada

kullanilmak {izere tarafimiza sunulmustur (Cizelge 3.1). Ayrica, tilke disindan temsilci

olarak secilen 4 tane (Slovenya, Yunanistan (2), ve Cin) dikaryotik misel ornekleri de

calismaya dahil edilmistir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan P. ostreatus bazidiyokarp 6rneklerinin temin edildigi iller

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan P. ostreatus érneklerinin kod ve kaynaklar

Ornek Kodu Lokalite Ornegin Kaynag
1 Diyarbakir Abdunnasir YILDIZ
2 Adana H. Hiiseyin DOGAN
3 Burdur Halil SOLAK
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan P. ostreatus 6rneklerinin kod ve kaynaklar1 (devam)

4 Kiitahya Hakan ALLI

5 Antalya Halil SOLAK

6 Konya H. Hiiseyin DOGAN
7 Sivas Ibrahim TURKEKUL
8 Sakarya H. Hiiseyin DOGAN
9 HK 35 Ticari Susu Agroma Mantar
10 Bursa H. Hiiseyin DOGAN
11 Yalova Halil SOLAK

12 Osmaniye Halil SOLAK

13 Kastamonu Mustafa YAMAC
14 Tokat Ibrahim TURKEKUL
15 Karabiik Mustafa YAMAC
16 Yozgat Ibrahim TURKEKUL
17 Agn Kenan DEMIREL
18 Karaman Kenan DEMIREL
19 Erzurum Kenan DEMIREL
20 Erzincan Kenan DEMIREL
21 Eskisehir Mustafa YAMAC
22 Bolu [brahim TURKEKUL
23 Van Kenan Demirel

24 Mersin H. Hiiseyin DOGAN
25 Artvin Kenan DEMIREL
26 Bayburt Kenan DEMIREL
27 Isparta Halil SOLAK

28 Batman Kenan DEMIREL
29 Aydm Hakan ALLI

30 Cin Ticari Preparat

31 Yunanistan (Andros Adas1) George ZERVAKIS
32 Yunanistan (Peloponnese) George ZERVAKIS




Cizelge 3.1. Calismada kullanilan P. ostreatus oérneklerinin kod ve kaynaklar1 (devam)
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33 Diyarbakir/Kontrol Kenan DEMIREL
34 Adana H. Hiiseyin DOGAN
35 Karaman H. Hiiseyin DOGAN
36 Eskisehir Mustafa YAMAC
37 Adana H. Hiiseyin DOGAN
38 Antalya Hakan ALLI

39 Karaman H. Hiiseyin DOGAN
40 Antalya Halil SOLAK

41 Adana H. Hiiseyin DOGAN
42 Karaman H. Hiiseyin DOGAN
43 Slovenya (Ljubljana) Miha HUMAR
44 Malatya Ozfer YESILADA
45 Kars Kenan DEMIREL
46 Samsun Aysun PEKSEN
47 Trabzon Ertugrul SESLI

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

A. Besiyerleri

Calisma stiresince kullanilan tiim besiyerleri,

iceriginin distile suda ¢oziiliip otoklavda 1,2 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dakika

stire islem gormesi ile steril edilerek kullanilmastir.

Besiyeri 1: Potato Dextrose Agar (PDA)

aksi belirtilmedik¢e besiyeri

Ticari olarak alinan besiyerinden 39 g tartilarak 1000 ml distile suda ¢6zme yolu ile

hazirlanmistir. PDA besiyeri kiiltiire aliman makrofungus izolatlarin misel gelismi

saglanmustir.




Besiyeri 2: Malt Extract Agar (MEA)

Malt Ekstrakt
Mikolojik Pepton
Agar-agar

Distile su
pH

17

300 g
5,0 g
150 g
1000 ml
5,4+ 0,2

Kiiltlire alinan makrofungus izolatlarinin misel gelismi i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 3: Potato Dextrose Broth (PDB)

Potato infusion
D(+) glucose

Distile su
pH

4,0 g
200 g
1000 ml
3,5+ 0,2

Makrofungus izolatlarindan inokulandt eldesinde kullanilmigtir.

Besiyeri 3: Malt Extract Broth (MEB)

Malt Ekstrakt
Mikolojik Pepton
Distile su

pH

300 g
50 g
1000 ml
5,4+ 0,2

Makrofungus izolatlarinin iiretilmesinde kullanilmistir.
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B. Cozeltiler

Cozelti 1: Cetil Trimethyl Ammonium Bomide Buffer (CTAB)

Tris 242 ¢
NaCl 82 ¢
Na-EDTA 2 g
CTAB 2 g
Ultra saf su 100 ml
pH 75+2

Cozelti iceriginde yer alan maddeler tartilip 100 ml su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Na-EDTA ve CTAB’1 ¢ozmek i¢in ¢Ozelti hafifce isitilmistir. Cozeltinin IN HCI ile
ayarlanmistir. Cozelti hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmustir.

Cozelti, orneklerin total DNA izolasyonunda hiicrelerin liziz islemi sirasinda
niikleazlarin inhibisyonu ve proteinlerin niikleik asitlerden ayrilmas: islemi ig¢in

kullanilmasgtir.

Cozelti 2: Tris-EDTA Buffer

Tris 242 ¢
Na-EDTA 2 g
Ultra saf su 100 ml
pH 8,0+2

Cozelti iceriginde yer alan maddeler tartilip 100 ml su igerisinde ¢oziilmiis vel21
°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.
Cozelti total DNA izolasyonu son asamasinda DNA’larin ¢dzlinmesinde,

DNAZz’larin inhibisyonu ve ortam pH’sin1 dengelemek amaci ile kullanilmistir.
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Cozelti 3: 10X TBE (Tris-Borik asit EDTA)

0,89 M Tris-Baz 108 ¢
0,88 M Borik asit 55 g
0,02 M EDTA.2H20 93 g
pH 8,13+ 8,30

Bu ¢ozelti elektroforez sirasinda kullanilan bir tampondur. Iyonik giic sayesinde
PCR iiriinlerinin jel iizerinde hareket etmesini saglamaktadir. Maddeler tartilip distile su ile

1L’ye tamamlanir. 1IN HCL ile pH degeri 8,13 ile 8,30 arasinda ayarlanmistir.

Cozelti 4: 6X Loading Dye

%0,015 Bromfenol Mavisi
%0,015 Xylene Cyanol FF
%30 Gliserol

Cozeltinin i¢inde yer alan maddeler belirtilen oranda hazirlanarak son hacim 100ml
olacak sekilde distile su ile tamamlanmis ve ¢oziilmiistiir. Cozelti genomik DNA ve PCR
tirtinlerinin elektroforez islemi sirasinda hazirlanan jelin kuyucuklarina ¢okmesi ve jelde

hareketinin takibi i¢in kullanilmistir.

Cozelti S: % 1’lik Agaroz Jel

Agaroz 1 g
SafeViewTM Classic

(AppliedBiologicalMaterials, Inc.) Sul
1XTBE 100 ml

Igram agaroz tizerine 100 ml 1X TBE eklendikten sonrakaristirilarak isitilip agaroz
¢cOziilmiistiir. Biraz sogumasi beklenerek icerisine SafeView TM Classic (Applied

Biological Materials, Inc.) eklenmis ve homojen sekilde dagilmasi saglanmistir. Daha
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sonra hazirlanan karisim elektroforez jel tankina dokiilmiis, taraklar yerlestirilmis ve

donmaya birakilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Kiiltiir Calismalari

3.2.1.1. Kat1 Kiiltiir Calismalar1

Pleurotus ostreatus’un fruktifikasyonlarindan doku pargalart alinarak potato
dextrose agar (PDA) ve malt extract agar (MEA) besiyerlerine inokiile edilerek 27°C’de 7
giin inkiibe edilmisitir. Sekonder miselyumun ekimi besiyerinin merkezine yapildiktan 48
— 96 saat sonra misel gelisimi gozlenmistir. Miselyum gelisimi besiyerinin orta yilizeyi
tizerinde degil petri kabinin kenarinda yogunlastigi gozlenmistir. Pigmentasyon
gozlenmemistir. Yedi giinliik inkiibasyon sonunda miselyum petri kaplarini tamamen

kaplamis ve kolonizasyon tamamlanmuistir.

Sekil 3.2. D100 kodlu Pleurotus ostreatus izolatina ait kati besiyerinde dikaryotik misel
kiiltiiri
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3.2.1.2. S1vi Kiiltiir Calismalari

Gelisimini tamamlayan sekonder misellerden tiger misel diski alinarak potato
dextrose broth (PDB) ve malt extract broth (MEB) besiyerlerinde 27°C 120 rpm’de 7 giin
inkiibe edilmistir. Kat1 besiyerinde oldugu gibi sivi besiyerinde de pigmentasyon

gbzlenmemistir.

Sekil 3.3. M119 kodlu Pleurotus ostreatus izolatina ait sivi besiyerinde dikaryotik misel
kiiltiri

3.2.2. Toplam Genomik DNA izolasyonu

Elde edilen bazidiokarp veya dikaryotik misel 6rneklerininin toplam genomik DNA

izolasyonu standart CTAB yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Soltis vd., 1991)

3.2.2.1. Dikaryotik Misellerden DNA izolasyonu

Sivi besiyerinde misel gelisimlerini tamamlamis izolatlar iizerlerine etiket
numaralar1 verilmis steril kii¢clik cam kavanozlara steril kiirdan yardimi ile alinmistir. 1 giin
-80°C’de bekletildikten sonar 48 saat liyoflize edilmistir. Liyoflize edilerek toz haline
getirilen izolatlardan 1.5ml’lik ependorf tiipline 0.05g alinmistir. Sivi azot yardimu ile
ezilerek mekanik pargalama yapilmistir. Ornek {iizerine 500ul CTAB Buffer (pH 7,5)

eklenmis ve karistirilmistir. Buffer ile muamele edilen 6rnekler 65°C su banyosunda 1
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saatbekletilmistir. Yine ayni tiipe 500 ul kloroform eklenmis ve ters diiz edilerek 5 dk
14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Ustte kalan sulu faz yine etiket numaralar1 yazilmis
temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. 4. ve 5. asamalar tekrar edilmistir. Buz
tizerinde calisilan bu asama, sulu fazin 2 kat1 kadar hacimde (700 pl) %96’lik soguk (-
20°C) etanol eklenmistir. Tip elde dikkatli bir sekilde karistirllmis ve DNA’nin
prespitasyonu igin 1 gece boyunca -20°C’de bekletilmistir.Bir gece bekletilen tiipler
4°C’de 14.000 rpm’de 5 dksantrifiij edilmistir. Yine buz iizerinde calisilan bu asamada
supernatant dikkatli bir sekilde atilmis ve pellet {lizerine 500ul soguk (-20°C) %70’lik
etanol ilave edilmistir. 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve dikkatli bir sekilde
supernatant atilarak pellet kurutulmustur. Kurutulan pellet 50ul Tris-EDTA Buffer
(pH8.0)’da ¢oziilmiistiir.

3.2.2.2. Kuru Bazidiokarp Orneklerinden DNA izolasyonu

Calismada kullanilan diger kuru bazidiokarp 6rnekleri, oncelikle tek kullanimlik
bistiiriler ile kii¢iik parcalara ayrilmistir. Elde edilen kiiglik pargalar halindeki Ornekler
1.5mI’lik Ependorf tiiplerinin i¢inde sivi azot yardimi ile par¢alanmistir. Daha sonra Total
DNA izolasyonu CTAB yontemi ile yukaridaki basamaklar uygulanarak

gerceklestirilmigtir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Kuru Pleurotus ostreatus bazidiyokarp drnekleri
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3.2.3. Genomik DNA’nin Kalitesinin ve Miktarimin Belirlenmesi

Izole edilen genomik DNA &rneklerinin miktarlar1 Nanodrop Spektrofotometre

(Thermo) ile 260 nm dalga boyunda belirlenmis ve derisimleri hesaplanmaistir.

CDNA= 0D 260 nm xSKx 50
OD - Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degert).
SK - Sulandirma katsayisi.
50 - 260 nm’de 1 optik dansitenin igerdigi DNA miktar1.

Miktarlar1 belirlenen DNA’lar %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek UV goriintiileme sistemi
(UVP- UVGL-58) ile kaliteleri belirlenmistir (Sekil 3.5.).

1 kb M

Sekil 3.5. Total DNA izolasyonu 6rnekleri

3.2.4. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Daha oOnceki calismalarda Pleurotus ostreatus igin tanimlanmis dokuz primer
lokusu calisilmistir (Kyung-Ho., 2009). Fam, Hex ve Tamra floresans boyalar1 ile 5'
uclarindan  isaretlenmis olan oligoniikletiler ~kullanilarak PZR amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. Amplifikasyonda kullanilan floresans boya etiketi, oligoniikleotid

dizisi ve baz uzunlugu Cizelge 3.2’de sunulmustur.
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Cizelge3.2. P. ostreatus 6rneklerinin analizlerinde kullanilan mikrosatellit lokuslari

Lokuslar
Gb-Po-011a

Gb-Po-028a

Gb-Po-050a

Gb-Po-064a

Gb-Po-076

Gb-Po-079a

Gb-Po-097a

Gb-Po-115

Gb-Po-124

Floresans Boya

Hex

Fam

Hex

Tamra

Tamra

Hex

Fam

Tamra

Fam

Oligoniikleotid Dizisi
5'-AGGGAGGGTATGAGTGTGTA-3
5-TTGAGGAGGTGGAAGTTGTA-"3
5'-CATACACGTATTTCTTCCAA-3

S-TTTACGAGTGTTTTTGTTAG-'3

5'-GGATGAATCAGTTGTTTGTG-"3
5'-CACCTAGGTATTTCCTGGTA-"3
5'-CATCTTCTGGGAACGCACAT-"3
5'-ATCCACCCCCAAACGATTGT-"3
5'-CGTTTTCCAGCATTTCAAGT-"3

5'-CATCTCATATTCGTTCCTCA-3

5'-ACTAGATTCGAGATTCAGTT-"3
5'-AAGGTGGTATGAGCGGTTTA-3
5'-CCAGTTTCGAGGAGGTCCAC-3
5'-GCCTTAGCGGATGTGAGGTA-3
5'-CTCGTCATAACCACGCAGAT-3
5'-GCAAGGTCTCGATGTCGATC-3
5'-TCCTCTTCCCTCCCATCAAC-3

5'-GGATCTGCGTGGTTATGACG-'3

Aralik (bg)
220-281

180-250
200-230
98-130
150-170
80-260
115-140
150-180

160-210

Pleurotus ostreatus i¢in mikrosatellit lokuslart son hacimde 2.5 pl Buffer [10x Taq
Buffer; 100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 500 mM KCI, 15 mM MgCI2, % 0.01 jelatin; Sigma],
5 ul ANTP karisimi (herbir dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0.5 mM; Fermentas, MBI), primer

ciftlerinin her birinden 0.3 pl (her biri 20 pmol/ul) 0.1 U/ul Taq polimeraz (5 U/ul;

Fermentas, MBI), 1 ul kalip DNA (100 ng/pl), son hacim 25 pl reaksiyon hacminde steril

distile su ile tamamlanarak PZR ile c¢ogaltilmistir. Cogaltmak igin 94°C 30 sn,
52/55/59/45°C45 sn (01la, 028a, 079a, 115, 124:52°C; 64a ve 76:55°C; 097a:59°C;
050a:45°C), 72°C 45 sn PZR sicaklik profili 35 dongii boyunca uygulanmistir. PCR

tiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Gb-Po-011a ve Gb-P0-064 lokuslar1 PCR tirtinleri

3.2.5 Mikrosatellit VVeri Analizi

ABI 3730 Automated DNA Analyzer (Applied Biosystems) ile P. ostreatus
mikrosatellit allel biiyiiklikleri belirlenmistir. Allel biyiikliikleri Genemarker v1.8
(SoftGenetic LLC™) program kullanilarak hesaplanmistir.

195 200 203 210 215 220 225 230 235 240

2.500
2,000
1.500
1.000
500
o]

2105
311 fza ]

220 225 230 235 240 245 250 255 260 265

3000

2,000

1.000

2325

Sekil 3.7. Gb-Po-011a lokus goriintiisii.
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Sekil 3.8. Analizlerde kullanilan PCR cihazi

Incelenen drneklerin allel sayist (k), beklenen heterozigotluk (Hs; gen cesitliligi) ve
gozlenen (Hg) heterozigotluk degeri hesaplanmistir. Hardy Weinberg dengesinde olup
olmadig1 ve baglanti dengesizliginin varhig1 test edilmistir. Ornek ciftleri arasindaki
farkliligr belirlemek i¢in p (olasilik) degerleri Markov Chain randomination (Guo ve
Thompson, 1992) ile hesaplanmustir. Biitiin istatiksel analizler Genepop v. 7.0 (Roussset,
2008) kullanilarak hesaplanmistir.

P. ostreatus ornekleri arasindaki genetik iligkiyi ortaya koyabilmek i¢in genetik
uzaklik verilerine dayali olan UPGMA uzaklik agact TFPGA (Tools for Population
Genetic Analyses) (Version 1.3) (Miller, 1997) ile olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Pleurotus ostreatus Orneklerinin Genetik Yapisi

Ulkemizin farkli illerinden ve bazi diger iilkelerden elde edilen 43 Pleurotus
ostreatus izolatinda 9 farkli mikrosatellit lokusu ¢alisilmistir. Lokuslarin herbiri polimorfik
oldugu anlasiimaktadir. Incelenen lokuslarm alel sayilar1 4 (Gb-Po-050a) ile 13 (Gb-Po-
079a) arasinda degismektedir (Cizelge 4.1). Dokuz lokus i¢in toplamda ortalama alel say1si
8,89 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Incelenen lokuslardaki alellerin dagilimi.

Lokuslar N Alel Sayis1
Gb-Po-011a 41 7
Gb-Po-028a 43 13
Gb-Po-050a 22 4
Gb-Po-064a 43

Gb-Po-076 40 10
Gb-Po-079%a 41 13
Gb-Po-097a 42 9

Gb-Po-115 42 7

Gb-Po-124 40 12

Gozlenen ortalama heterozigotluk degerleri en disik Gb-Po-050a ve Gb-Po-097a
(He=0.19) lokuslarinda en yiiksek Gb-Po-01la (Hs=0.86) lokusunda tespit edilmistir
(Tablo 4.2, 4.4, 4.8). Beklenen ortalama heterozigotluk degerleri (gen ¢esitliligi) ise en
diisiik Gb-Po-050a (Hg=0.30) lokusunda en yiiksek Gb-P0-097a (Hg=0.83) lokusunda
tespit edilmistir (Cizelge4.4, 4.8). Toplamda biitiin lokuslar i¢in ortalama go6zlenen
heterozigotluk degeri Hg=0.43, beklenen heterozigotluk degeri (gen c¢esitliligi) ise
Hg=0.63"diir. Mikrosatellit lokuslarinin toplam alel sikliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.1 -
4.9).
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Cizelge 4.2. Gb-Po-011a lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayist (N), alel
say1st (k) ve alel sikliklari, gen cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-011a

N k Hg Hg Alel Biiyiikliigii Alel Sikhikgi

41 7 0.86 0.71 208 0.012
209 0.131
210 0.405
226 0.024
231 0.083
232 0.333
253 0.012

Cizelge 4.3. Gb-P0-028a lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayis1 (N), alel
sayist (k) ve alel sikliklari, gen ¢esitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-028a

N k HG HB Alel Bityiikliigiin ~ Alel Sikhg:

43 13 0.60 0.76 268 0.024
279 0.047
280 0.012
282 0.214
284 0.012
285 0.429
286 0.012
287 0.024
288 0.048
291 0.107
296 0.012
299 0.012

300 0.048
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Cizelge 4.4. Gb-P0-050a lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayist (N), alel

say1st (k) ve alel sikliklari, gen cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-050a
N
22

He
0.19

Hs
0.30

Alel Biyiikliigii  Alel Sikhikgi

154
155
165
169

0.063
0.063
0.844
0.031

Cizelge 4.5. Gb-P0-064a lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayis1 (N), alel

sayist (k) ve alel sikliklari, gen ¢esitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-064a
N
43

He
0.28

Hg
0.43

Alel Biiyiikliigii
199
205
209
212
215

Alel S1khikg:
0.013
0.013
0.236
0.725
0.013

Cizelge 4.6. Gb-P0-076 lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayis1 (N), alel

sayist (k) ve alel sikliklari, gen ¢esitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-076
N
40

10

He
0.52

Hs
0.65

Alel Biiyiikliigii
219
228
233
236
237
238
239
240
245
248

Alel Siklikg1
0.012
0.012
0.012
0.143
0.548
0.202
0.012
0.024
0.024
0.012
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Cizelge 4.7. Gb-P0-079a lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayist (N), alel
say1st (k) ve alel sikliklari, gen cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-079a

N k Hce Hg Alel Biiyiikliigii ~ Alel Sikhikg:

41 10 0.39 0.61 288 0.026
290 0.013
291 0.039
293 0.615
294 0.077
296 0.103
299 0.039
305 0.051
308 0.026
316 0.013

Cizelge 4.8. Gb-P0-097a lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayist (N), alel
say1st (k) ve alel sikliklari, gen ¢esitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-097a

N k He Hg Alel Biiyiikligii  Alel Sikhikg

42 9 0.19 0.83 227 0.024
228 0.059
231 0.345
232 0.131
234 0.107
235 0.155
238 0.036
241 0.083

244 0.059
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Cizelge 4.9. Gb-Po-115 lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayisi (N), alel
sayist (k) ve alel sikliklari, gen gesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-115

N k He Hg Alel Bityiikliigii Alel Sikhikg

42 7 0.22 0.50 204 0.024
210 0.134
211 0.695
213 0.049
214 0.073
217 0.012
218 0.012

Cizelge 4.10. Gb-P0-124 lokusu DNA analizi sonucunda elde edilen gen sayist (N), alel
sayist (k) ve alel sikliklari, gen ¢esitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Gb-Po-124

N k Hc He Alel Biiyiikligii ~ Alel Sikhkg

40 10 0.48 0.65 246 0.013
248 0.025
249 0.325
250 0.025
254 0.013
255 0.500
256 0.050
261 0.013
267 0.013

281 0.025
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Sekil 4.3. Gb-P0o-050a lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.4. Gb-Po-064a lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.5. Gb-P0-076 lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.6. Gb-P0o-079a lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.7. Gb-P0-097a lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.9. Gb-P0-124 lokusu alel ve alel sikliklari.

Alel sikliklarina dayali X2 testi kullanilarak populasyonun her bir lokus i¢in Hardy-
Weinberg dengesinde olup olmadiklar test edildi (Cizelge 4.11). incelenen lokuslar iginde
Gb-Po-050a ve Gb-P0-076 lokuslar: hari¢ biitiin lokuslarda Hardy-Weinberg dengesinde
sapma gozlendi. Biitiin lokuslar i¢in populasyonun toplaminda Hardy-Weinberg

dengesinden sapma gozlendi (X3, ydo, Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. P. ostreatus populasyonunun Hardy-Weinberg dengesine dayali allel sikligi
anlamlilig1 (p, olasilik; ydo: yiiksek derecede onemli).

Lokus Toplam
Gb-Po-011a 0.0001
Gb-Po-028a 0.0001
Gb-Po-050a 0.0725
Gb-Po-064a 0.0010

Gb-Po-076 0.0755
Gb-Po-079a 0.0001
Gb-Po-097a 0.0001

Gb-Po-115 0.0001

Gb-Po-124 0.0001

Toplam ydo

Ulkemizden elde edilen ve yabanci iilkelerden elde edilen &rneklere (Cin, Yunanistan (2)
ve Slovenya) dayali tespit edilen alellere gore Nei (1972) modeli kullanilarak UPGMA
uzaklik agaci olusturulmustur (Sekil 4.10).
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4,000 3.000 2,000 1.000 0.000

Uzakhk 44 Malatya
45 Kars
33 Diyarbakir
35 Karaman
38 Antalya
39 Karaman

31 Yunanistan
11 Yalova

4 Kiitahya
— 3 Budur
15 Karabik

29 Aydn
36 Eskisehir

42 Karaman
17 Agn
7 Sivas
1 Diyarbakir

]
1 2 Adana
24 Mersin
41 Adana
1
1
|

6 Konya

34 Adana

26 Bayburt
32 Y

12 Osmaniye

25 Artvin
10 Bursa
28 Batman

27 Isparta
4|—|: o
8 Sakarya
| 19 Erzurum
|

20 Erzincan
16 Yozgat
18 Karaman

13 Kastamonu
 EE—— 43 Slovenya
— 9 HK 35

| . 46 Samsun

30 Gin
[ 21 Eskiehir
47 Trabzon

[ 14 Tokat
1 23 Van
5 Antalya
22 Bolu

40 Antalya

Sekil 4.10. P. ostretus drneklerinden elde edilen UPGMA uzaklik agaci

Ornek toplanan lokalitelere gore yapilan UPGMA uzaklik agacinda cografik
konumlarma gore bir genetik yapilanma goriilmememistir. Ancak UPGMA uzaklik
agacinda iilkemiz genelindeki P. ostretus populasyonu iki soy hattina ayrilmaktadir (Soy
hatti 1: Malatya, Kars, Diyarbakir, Karaman, Antalya, Yunanistan, Yalova, Kiitahya,
Burdur, Karabiik, Aydin, Eskisehir, Agri, Sivas, Adana, Mersin, Konya, Bayburt,
Osmaniye, Artvin, Bursa, Batman, Isparta, Sakarya, Erzurum, Erzincan, Yozgat,
Kastamonu; Soy hatt1 2: Slovenya, HK35, Samsun, Cin, Eskisehir, Tokat, Trabzon, Van,
Antalya, Bolu). P. ostretus’un Yunanistan 6rnegi soyhattt 1°de yer alirken, Slovenya ve
Cin 6rnekleri soy hatt1 2°de yer almaktadir. Ulkemiz genelinde bir cografik yapilanmanin
goriilmemesinin nedeni ise lokalitelerin 1’er 6rnekle temsil edilmesinden kaynaklanmis

olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Diinyada mantar yetistiriciligi 1650 yilinda Fransa’da baslamistir. Tiirkiye’de ise
kiiltiir mantar1 tiretimi ile ilgili ilk ¢alismalar 1960’11 yillarda Agaricus bisporus mantar
tiiri ile baglanmistir. Ancak son yillarda ekonomik olarak 6nem kazanan Pleurots ostreatus
yetistiriciligi de biiyiikk 6nem kazanmistir (Peksen, vd., 2016). Bu duruma en biiyiik etken
kompost hazirlama gerekmedigi i¢in, agag¢ kiitiikleri kullanilarak yetistirilebilmesinin
yaninda bugday sapi, misir kocant vb. gibi lignin ve seliilloz acgisindan zengin tarimsal
atiklarin kullanilarak tiretilebilmesidir (Aksu vd., 2005). Odun tahripgisi olan P. ostreats
tirii insan saglhigl acisindan yiiksek besin degerine ve tibbi Ozelliklere sahip olmasi
nedeniyle iilkemizde ve diinyada temel gida maddeleri arasinda yer almaktadir (Oei,
1996).Bu caligmada Tiirkiye genelinde yayilis gosteren P. ostreatus mantar tiiriiniin

populasyon genetigi arastirilmigtir.

P. ostreatus kiiltiir mantarlar1 ortam kosullarindan kolayca etkilenerek ayirt
edilmeleri zorlagsmaktadir. Bu nedenle, yenilebilir Pleurotus spp. suslar biiyiik 6nem tasir.
Basit dizi tekrarlama (SSR) isaretleyicileri kullanarak ticari Pleurotus ostreatus suslari i¢in

hizli ve giivenilir bir ayrim sistemi gelistirilmistir (Kyung-Ho vd., 2009).

Ulkemizde 47 lokaliteden 42 6rnektte dokuz mikrosatellit lokusu ¢alisildi. Lokuslar
polimorfik olup alel sayilar1 4 (Gb-Po-050a) ile 13 (Gb-P0-079a) arasinda degismektedir.
Dokuz lokus i¢in toplam alel sayis1 80 olup, ortalamasi 8,89 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.1).

Ulkemiz genelinde P. ostretus populasyonunun varyasyonunu tespit edebilmek icin
incelenen lokuslara gore gozlenen ve beklenen (gen cesitliligi) degerleri belirlendi (Cizelge
4.2 - 4.10). Gozlenen ortalama heterozigotluk degeri en yiiksek Gb-Po-01l1a (Hg=0.86)
lokusunda ve en diisiik Gb-Po-050a ve GDb-Po-097a (He=0.19) lokuslarinda tespit
edilmistir. Toplamda gen c¢esitliliginin yiiksek olmasi iilkemiz genelinde P. ostreatus
populasyonda soy i¢i iireme, darbogaz ve kurucu etkisi gibi olaylar sonucu bir genetik

stiriklenme meydana gelmedigi anlamina gelmektedir.



39

Alel sikliklarma dayali X* testi kullamlarak herbir lokusun Hardy-Weinberg
dengesinde olup olmadig: test edildi (Cizelge 4.11). Biitiin lokuslar i¢in populasyonun
toplaminda Hardy-Weinberg dengesinden sapma gozlendi (X?ydo). Hardy-Weinberg
dengesinden sapma gézlenmesi P. ostreatus populasyonunun soy i¢i tireme, oncii etkisi ve

darbogaz gibi genetik olaylar meydana gelmedigi anlamina gelmektedir.

Populasyonda tespit edilen alellere gore UPGMA uzaklik agaci olusturuldu (Sekil
4.10). Uzaklik agacina gore 6rnek toplanan lokalitelerde cografik bir genetik yapilanma
gozlenmedi. Ulkemiz genelinde P. ostreatus populasyonu cografik konumlarma
bakilmaksizin iki soy hatina ayrilmistir. Cografik olarak bir genetik yapilanmanin
gozlenmemesi lokalitelerden toplanan 6rnek sayilarmin az olmasindan kaynaklanmisg

olabilir.

Bu c¢aligma P. ostreatus mantar tiiriiniin Tirkiye geneli populasyonunun
mikrossatellit belirtegleri kullanilarak genetik yapilarinin belirlenmesi ile ilgi yapilan ilk
calismadir. Ulkemiz genelinde toplanan orneklerle yapilan bu calismada populasyon
genetik ¢esitligi yiiksek ve Hardy-Weinberg dengesinden sapma gozlenmesi populasyonun
gelecegi igin olduk¢a 6nemli bulgulardir. Bu ¢alisma yapilacak sonraki ¢alismalar igin

onci niteligindedir.
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