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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN BAZI Lecidea LIKEN TURLERININ rDNA
ITS BOLGELERININ DiZi ANALIZI YONTEMI ILE TANIMLANMASI

Esin BASARAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. E. Siimer ARAS

Bu caligma; iilkemizde yayilis gosteren Lecidea ve iliskili liken cinslerinden olan
Lecidella, Porpidia ve Rhizocarpon cinslerine ait bazi tiirlerin, rDNA (ITS)
bolgelerinin, ITS 1F ileri ve ITS 4 geri primerleri kullanilarak PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yardimiyla cogaltilmasi, ilgili bdlgenin dizi analizi ile incelenmesi ve
incelenen tiirler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin ortaya c¢ikartilmasi amactiyla
yapilmistir. Calisilan tiirler ve Gen Bankasindan dizileri alinan Lecidea, Lecidella ve
Rhizocarpon cinslerine ait 6rnekler arasindaki genetik yakinligir bulmak i¢in olusturulan
dort farkli metot ile (UPGMA, NJ, ME, MP) filogenetik analizler yapilmistir. Tiim
filogenetik analizler sonucu elde edilen genetik iliskiler, birbirine benzer sekilde ortaya
cikmistir. Neighbor-Joining dendrogrami incelendiginde, tiirlerin baglangigta iki ana
kola ayrildigi, grup dis1 olarak alinan tiir bir kolu olustururken, diger tiirlerin ikinci
kolda toplandig1 gozlenmistir. Ikinci kol kendi i¢inde ikili dallanmalar gdstermektedir.

Genel olarak, ayni cinse ait tiirler, koke dogru tek bir dal {izerinde birlesmektedir.

Subat 2010, 66 sayfa

Anahtar Kelimeler: Lecidea, liken, molekiiler taksonomi, ITS, rDNA, polimorfizm



ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION OF SOME Lecidea LICHEN SPECIES DISRIBUTED IN
TURKEY by SEQUENCE ANALYSIS OF rDNA ITS REGION

Esin BASARAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

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

The aim of this study is to amplify the rDNA (ITS) regions of Lecidea species and
related genus called Lecidella, Porpidia and Rhizocarpon, which are widely spreaded in
our country, by using ITS 1F forward and ITS 4 reverse primers with the help of PCR.
The results are used to investigate the related regions by sequence analysis and to reveal
the similarities and differences between the mentioned species. Some of the samples
belong to Lecidea, Lecidella and Rhizocarpon genus were also taken from the gene
bank. The phylogenetic analysis are performed with the investigated samples and also
with the samples obtained from Genbank. The analysis are conducted by the help of
four different methods (NJ, ME, MP, UPGMA) in order to reveal the genetic
similarities between these samples and our studied samples. Genetic relationships,
which are obtained according to the phylogenetic analysis, are revealed similar to each
other. When we examine the Neighbor-Joining dendrogram, it is observed that species
are seperated into two main branches. The species which is considered out group forms
one of the branches, while the other species are collected on the other branch. Second
branch divided into two branchings in itself. Generally the species which are belonged

to the same genus, combined in one branch towards to the origin.

February 2010, 66 pages
Key Words: Lecidea, lichen, molecular taxonomy, ITS, rDNA, polymorphism
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1. GIRIS

Bazi alglerin ve mantarlarin karsilikli fayda iliskisi dogrultusunda bir araya gelerek,
yardimlasma (mutualizm) olarak adlandirilan yasam seklini tercih etmeleriyle
olusturduklar1 ekolojik birliktelige liken denir. Bu birliktelik sonucunda likenler, alglere
ve mantarlara hi¢ benzemeyen, yepyeni morfolojik, anatomik ve fizyolojik 6zellikler
gosterirler. Boylece likenleri olusturan algler ve mantarlar, kisith yasam kosullarinda
var olmalarina neden olan karakterlerini kaybedip, iistiin 6zelliklerini 6n plana ¢ikarma

sansi bulurlar.

Likeni olusturan bu karsilikli birliktelige, {iretici (ototrof) canli olan alg besin temin
ederken, mantar havadan su buhart ve kendi iizerinde birikmis mineralleri
kazandirmaktadir. Her ne kadar iki canli grubu karsilikli kazang elde ediyormus gibi
gorlinse de, asil fayday1 algten besin temin eden mantar saglamaktadir. Bu nedenle, alg-
mantar birlikteliginde baskin canli mantar olup, likenler Fungi alemi igerisinde
siiflandirilmakta ve liken olugturan mantarlar olarak isimlendirilmektedir (Nash 1996,
Cavalier-Smith 1998). Ancak mantarin koruyucu 6zelligi nedeniyle alge daha genis
alanlarda, daha uzun siire yasama imkan1 tanimasi, mantar-alg iliskisinde kontrollii bir

parazitlik durumunun bulundugunu gostermektedir (Nash 1996).

Cesitli kaynaklara gore farklilik gostermekle birlikte, diinyadaki liken tiirii sayisi
yaklasik olarak 25.000 civarinda degismektedir. Liken ortaklarindan olan algler bir
hiicreli veya ipliksi olabilirler. Bunlar Cyanophyta (Mavi-yesil algler) divizyosundan
Chroococcus, Nostoc vs. ve Chlorophyta (Yesil algler) divizyosundan Protococcus,
Trentepohlia  vs. cinslerinin  bazi tiirleridir. Birlige istirak eden mantarlar ise
cogunlukla Ascomycetes smifinin Discomycetales ve Pyrenomycetales ordolarina,
genellikle tropikal bolgelerdeki likenlerin bir kismi ise Basidiomycetes smifinin

Hymenomycetales ordosuna dahildir (Y1ldiz ve Yurdakulol 2002).



Likenlerin yasama alanlar1 ve substratlar (iizerinde gelistikleri materyal) c¢ok genis ve
degiskendir. Diinyanin hemen her bdlgesine yayilmis olarak c¢esitli yetisme
ortamlarinda yasarlar. Kutuplardan-Ekvatora, deniz kiyisindan, ovalardan, daglarin
yiiksek yerlerine kadar hemen her yerde, diger organizmalarin yasayamayacagi yetisme
ortamlarinda yetisebilirler. Likenler ¢ok ekstrem yetisme ortamlarina uyum gosterir,
kizgin giines altinda sicaga, ¢ok diisiik dereceli soguga, haftalarca siiren kurakliga
dayanabilirler (Cansaran 2000). Aylarca susuz kaldiklar1 halde uyku halinde (dormansi)
yasayabilirler. Bu devrede havadan aldiklar1 ¢cok az miktardaki su buhariyla yagsamlarinm

devam ettirebilirler.

Likenler genellikle ¢ok az biiyiirler ve biiyiimeleri ¢cok yavastir. Yillik 0,5 mm den 5 cm
ye kadar biiyliyen likenler vardir. Likenlerin biiyiimesine etki eden faktorler sirasiyla

sicaklik, nem, 151k, temiz bir atmosfer ve riizgardir (Brodo vd. 2001).

1.1 Likenlerin Siiflandirilmasi

Likenler, farkli 6zellikleri gbz oniine alinarak 6rnegin morfolojik sekillerine, tercih
ettikleri substrat tipine, apotesyum sekline, yapisina katilan alg tiirline gore birkag
sekilde gruplandirilabilir. Bu gruplandirmalar i¢inde en ¢ok kullanilanlar1 morfolojik

sekil ve substrat tipine gore olan siniflandirmalardir (Oztiirk 1995).

1.1.1 Morfolojik yapilarina gore likenler

1.1.1.1 Yapraksi likenler

Dorsa-ventral olarak yassilasmis lop ve yapraklardan olusan tallus tipidir. Rizin veya
umbilikus ile substrata tutunan likenlerdir. Cogu yapraksi likenin kenarlar1 yuvarlak
veya biraz agilidir. Loplarin sekilleri, uzunluk ve genislikleri ve konfigiirasyonlar

(mesela yukar1 kivrik veya asagi kivrik, konkav veya konveks, siskin veya yassi



olabilir) bir likeni digerinden ayiran dnemli karakteristiklerdir. Ornegin Parmelia sp.,

Umbilicaria sp., Xanthoria sp. (Brodo vd. 2001).

Sekil 1.1 Yapraksi likenin (Parmelia sulcata) gorintiist
(http://images.google.com.tr., 2009)

1.1.1.2 Dalsi likenler

Dik ya da asili olarak biiyiiyen, talluslarinda, yassilagsmis olsalar bile, acik bir sekilde alt
ve list olarak ayirt edilebilen yiizeylere sahip olmayan likenlere dals1 likenler denir. Bu

gelisim sekli ¢ok fazla dallanmig ¢alimst likenleri ve dallanmamis saplar veya iplikler

halindeki likenleri kapsar. Ornegin, Evernia sp., Pseudevernia sp., Ramalina sp.

(Brodo vd. 2001).

Sekil 1.2 Dals1 likenin (Ramalina farinacea) gorintiisii
(http://images.google.com.tr., 2009)




1.1.1.3 Kabuksu likenler

Talluslar1 substrat olmaksizin toplanamayan, tamamen substrata yapisik olan
likenlerdir. Liken tamamen aga¢ kabuguna veya kayalara tutunmus olup, kabuk

seklinde, yassi ve siki bir Ortii meydana getirirler. Bazen kayalarin yiizeylerini eritip

derinlere girerler. Ornegin; Aspicilia sp., Lecanora sp., Lecidea sp., Rhizocarpon sp.

(Brodo vd. 2001).

Sekil 1.3 Kabuksu likenin (Lecidea fuscoatra) goriintiisii
(http://images.google.com.tr., 2009)

Bu siniflandirmada primer tallus yapraksi, sekonder tallus ise az veya ¢ok dallanmis
podesyum seklinde olan Cladonia genusu, liyeleri yapraksi ve dals1 likenler arasinda ara

form durumundadir (Oztiirk 1995).

1.1.2 Substrat tiplerine gore likenler

Likenler tizerinde gelistikleri substratlara gore, ara formlar1 olmakla beraber, temel

olarak ii¢ grupta incelenebilirler (Oztiirk 1995).



1.1.2.1 Epifitik veya kortikol likenler

Dogadaki diger bitki formlarini (agag, ¢ali, karayosunu vb.) substrat olarak secen
likenlerdir. Bu bitkiler substrata kismen veya tamamen gomiilii durumda (Ornegin
Lecidea ve Lecanora ) ya da ylizeyde (6rnegin Buellia, Caloplaca ) gelisim gosterirler

(Brodo vd. 2001).

1.1.2.2 Saksikol likenler

Cesitli tag veya kaya iizerinde gelisen likenlerdir. Bunlarda kaya ylizeyinde gelisen
likenler yani epilithik likenler (6rnegin Rhizocarpon sp.) ve kayaya kismen gomiilii olan
endolithik (6rnegin Verrucaria sp.) likenler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Genellikle
kalkerli substratlar lizerinde gelisenler az ¢ok endolithik, silisli substratlarda gelisenler

ise epilithik tiirlerdir (Brodo vd. 2001).

1.1.2.3 Terrikol likenler

Kalkerli, silisli, humuslu topraklar iizerinde yalniz veya karayosunlar1 iizerinde gelisen
likenlerdir. Ornek Cladonia ve Squamarina cinslerine ait tiirler verilebilir (Brodo vd.

2001).

Bu ii¢ grup disinda likenler, antik eserler, eski evlerin kiremitleri ve duvarlari, mezar
taslari, kemik, deri, yiin, kereste gibi ¢esitli materyaller iizerinde gelisebilirler (Oztiirk

1995).



1.2 Likenlerin Uremesi

Likenlerde iireme eseyli ve eseysiz olmak iizere iki sekilde gergeklesir. Eseyli iireme
birimleri mantar tarafindan meydana getirilir. Ascomycetes smifina ait mantarlar
apotesyum ve peritesyum denen iireme organlart olusturur ki apotesyumlar tallus
iizerinde kiiciik canak seklinde, bazen tallusa gomiilii, siyah, kahverengi, turuncu, sar1
gibi degisik renklerde noktalar olarak ya da ¢izgi seklindeki iireme birimleri,
peritesyumlar ise tallus yiizeyinde sadece ostiol denilen agiklig1 ayirt edilebilen nokta
seklinde tallusa gomiilii ireme organlaridir. Apotesyum ve peritesyumlar, ilkbahar ve

sonbahar olmak iizere yilda iki kez spor iiretirler (Oztiirk 1995).

Liken smiflandirilmasinda bu {ireme organlarmin tipleri, sekilleri, askuslarinda

tagidiklar1 spor sayisi sporlara ait 6zellikler 6nemli ayirt edici karakterlerdir.

Likenlerde apotesyum seklindeki iireme organlar1 daha yaygin goriiliir ve ii¢ grupta
incelenir. Lecanorine (tallus kenar igeren), Lecideine (6zel bir dokudan olusan

apotesyum kenari igeren), Biatorine (kenar igermeyen) (Oztiirk 1995).

Bir goriise gore; esey organi olusturmayan likenler (steril likenler) nesillerinin devami
icin eseysiz lireme gosterirler. Bu amagla liken tallusu ylizeyinde izid ve sored adi
verilen yapilar meydana gelir. Izid, birkag alg hiicresi ve mantar hiflerinin bir araya
gelerek tizerinin korteks ile kaplanmasiyla olusan tallus iizerindeki parmak ya da sigil
seklindeki yapilardir. Bu yapilar tallus yiizeyinin, dolayli olarak da fotosentez yilizeyinin
artmasini saglarlar. Soredler ise, izidin korteks ile kaplanmamais halidir. Tallus, tizerinde
birka¢ alg hiicresi ve bunlar1 c¢evreleyen mantar hiflerinden olusan toz partikiilleri
seklindedir. Soredler tallus iizerinde belirli bir bolgede yogunlasmis ve korteks ile
siirlanmis ise soral adin1 alir. Egeyli ireme organlari gibi eseysiz lireme organlari olan

izid ve sored, liken sistematiginde dnemli ayirt edici karakterlerdir (Oztiirk 1995).



1.3 Likenlerin Onemi

Likenler toprak olusumuna yaptiklar1 katkidan dolayr ekolojik siiksesyonda 6nemli rol
iistlenirler. Likenler, ¢iplak kayalik alanlari ilk olarak oOrten bitkiler arasindadirlar.
Saldiklar1 asitlerle kayalar1 eriterek toprak olusturduklar1 gibi 6len talluslarindan da
organik madde biriktirirler. Bu islemler ¢ok yavas olur fakat bir siire sonra yeter
miktarda toprak ve organik madde birikince bu sahada yosunlar ve egreltiler yerlesebilir

(Cansaran 2000).

Likenler atmosfer kirliligine ve ozellikle kiikiirt dioksite karsi ¢cok duyarlidirlar. Bu
Ozelliklerine dayanarak insanlar hava kirliligini kontrol etmek i¢in likenleri kullanirlar.
SO, yogunlugu 35 ppb’ye ulastiginda likenler tamamen yok olurlar. Halbuki biiytik
sehirlerde SO, miktar1 ortalama olarak 100 ppb’ye kadar ¢ikabilir. Skye (1968) yaptig1
caligmalarda, likenleri kirlenme derecelerine gore 5 farkli bolgeye ayirmis ve en kirli

olan birinci bolgede likenlerin tamamen kayboldugunu gostermistir.

Likenler radyoaktif kirliligin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Agir metallerde
oldugu gibi alinmanin biitiin yiizeyle yapilmasi ve koklerin bulunmayis1 bu konuda
avantaj saglamaktadir. Onceleri kuzey enlemlerde Liken-Ren Geyigi-Insan besin
zincirinde cesitli radyoaktif maddelerin tasindigi ispatlanmis, Chernobyl'deki kazadan
sonra konu iilkemizde de giindeme gelmistir. Radyoaktif kirlilik analizlerinde 6zellikle
genis yiizeye sahip olan calimsi tiirler tercih edilmektedir. Bu amagla Ren Geyikleri

tarafindan yaygin olarak tiiketilen Cladonia tiirleri kullamlmistir (Oztiirk vd. 1987).

Polonya'da Chernobyl kazasindan once ve sonra Umbilicaria tirlerinde yapilan
calismalarda **Cs ve *'Cs seviyelerinde belirgin artiglar gézlenmistir. Bu cins, diiz ve
genis ylizeye sahip olusu ve substrata ¢ok kiiciik bir noktadan tutunmasi nedeni ile
secilmigtir. Arastiricilar, biriktirebilme kapasitesinin ayni cinsin tiirleri arasinda bile

farkli oldugunu vurgulamaktadirlar (Seaward vd. 1988).



Likenler dogada pek cok kii¢iik hayvandan baslayarak insanlara kadar cesitli gruplarin
gidasini olusturmaktadir. Akarlardan misk okiizlerine kadar bir¢ok hayvan tiirii likenleri
ya besin ya da barmak olarak kullanir. Glive, 6riimcek, salyangoz, kelebek larvalar gibi
bocekler ve birgok kemirgen hayvan likenleri besin olarak kullanmaktadir (Brodo vd.

2001).

Bocekler likenleri sadece gida olarak kullanmazlar ayn1 zamanda kendilerini likenlere
benzeterek diger canlilardan korumus olurlar. Ornegin giive ve kene larvalar likenlere

benzemek yoluyla (kamuflaj) diigmanlarindan korunurlar (Brodo vd. 2001).

Likenler insanlar tarafindan da yiyecek maddesi olarak kullanilmaktadir, ancak
likenlerin insanoglu agisindan besin degerleri oldukca kisithidir. Ciinkii gevis getiren
hayvanlarin aksine insanlarda mide ve barsaklar igerisinde bulunan ve karmasik liken
karbonhidratlarin1 emilebilen ve kiigiik molekiillere pargalayan bakteri florast mevcut

degildir (Brodo vd. 2001).

Likenlerin cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gosteren c¢ok sayida caligma
yapilmigtir. Bu c¢aligmalarin  bir boliimii likenlerin antitimoral, diger bdliimii
antienflamatuvar ve antitilserojenik etkilere sahip olduklarin1 géstermektedir. Diger pek
cok arastirmada likenlerin “soguk alginligi, kuduz hastaligi, barsak kurtlarinin
diisiiriilmesi, alerji, atesli hastaliklar, sarilik, cilt hastaliklari, humma nd&betleri,
bogmaca, oksiiriik ve solunum yolu hastaliklar1 ve kemik kiriklarinin tedavi edilmesinde

kullanildig1 kayithidir (Vartia 1973, Aslan ve Oztiirk 1998, Brodo vd. 2001).

Bazi likenlerin igerdigi asit 6zellikteki maddelerin bir¢ogu viicuda alindiginda tahrig
edici 6zellikte oldugundan zehirlidirler. Bu 6zelligi en iyi bilinen tiirler Letharia vulpina
ve Vulpicida pinastri’dir. Bu tiirler Avrupa’nin bazi iilkelerinde ve Iskandinav
iilkelerinde kislar1 hayvan siiriilerine zarar veren kurtlar ve tilkileri 61diirmede kullanilir

(Karamanoglu 1971, Aslan ve Oztiirk 1998).



Likenler, boyama amaciyla, parfiimeri ve kozmetikte, hava kirliliginin indikatori
olarak, bir bolgedeki kirlilik ve metal miktarinin belirlenmesi amaci ile de
kullanilmaktadir. Mezar tasglarinin yasi, anitlarin yasi, en son heyelan ve deprem

tarihlerinin belirlenmesinde de likenler kullanilmaktadir (Brodo vd. 2001).

1.4 Lecidea Cinsi

Kingdom(Alem) : Fungi

Division (Sube) : Ascomycota
Classis (Simnif) : Ascomycetes
Order (Takim) : Lecanorales
Family (Aile) : Lecideaceae
Genus (Cins) : Lecidea

Eric Acharius’un 1803 yilinda Lecidea cinsini ilk tanimlamasindan sonra gegen 150
yillik periyot boyunca bu cins, genellikle yesil alg fotobiyontuna sahip, apotesyum
kenarlarinda alg bulundurmayan ve renksiz, basit askosporlara sahip kabuksu liken
taksonlar1 i¢in bir “¢Op kutusu” haline gelmistir. Bu genus yaklasik 1600 tiir igerecek
kadar bliytimiistiir (Hertel, 1975). Sadece bu yiizyilin ikinci yarisinda, 6zellikle Hertel
(1967, 1977, 1995) tarafindan bu cinsi, morfolojik, kimyasal, ekolojik ve biyocografik
bilgiler temelinde revize etme c¢abalari baglamistir. Bu calismalarin sonucunda daha
homojen gruplar olusturulmustur. Bu genuslar: Adelocia, Amygdalaria, Biatora,
Carbonea, Claurouxia, Clauzadea, Clauzadeana, Farnoldia, Fuscidea, Herteliana,
Hypocenomyce, Lecanora, Lecidella, Melanolecia, Micarea, Miriquidica, Nesolechia,
Porpidia, Psilolechia, Psora, Pyrrhospora, Rimularia, Schaereria, Tephromela,
Trapelia, Trapeliopsis ve Tylothallia’dir. Apotesyum yapilari, eksipul ve askuslarin
yapilar1 bu gruplar yapilandirirken olduk¢a 6nemli rol oynamistir. Bu cins su an

yaklasik 100 tiir ile temsil edilmektedir (Hertel 1995).

Lecidea cinsinde epihimenyum genellikle pigmentli, yesilimsi veya kahverengi-siyah

veya yesil-siyah tonlarindadir. Himenyum genellikle 1 (iyot) ile mavi renk verir.



Hipotesyum renksiz, kahverengi veya siyahtir. Askuslar uzunlamasina klavat olup,
Lecidea tipindedir, dis kisim I ile mavi renk verir, u¢ kismi kalinlasmistir. Bu cinste
siniflandirilan likenlerin teshislerinde mikroskobik 6zelliklere, 6zellikle de kesitlerdeki

renklere ve reaksiyonlara oldukga dikkat etmek gereklidir (Hertel 1995).

Ozellikle son 20 yilda iilkemizde hizlanan liken calismalari sonucunda (John 1992,
1995); 14 Lecidea taksonu teshis edilmistir. Bu taksonlar sunlardir: Lecidea
atrobrunnea (Lam. & DC.) Schaer., Lecidea auriculata Th. Fr., Lecidea auriculata Th.
Fr. subsp. brachyspora Th.Fr., Lecidea confluens (Weber) Ach., Lecidea exigua
Chaub., Lecidea fuscoatra (L.) Ach., Lecidea lapicida (Ach.) Ach., Lecidea lapicida
(Ach.) Ach. var. pantherina Ach., Lecidea plana (J.Lahm) Nyl., Lecidea promiscens
Nyl., Lecidea tabacina (Ram.) Schaer., Lecidea tesselata Florke, Lecidea umbonata

(Hepp) Mudd.

Bu c¢alismada, iilkemizde yayilis gosteren Lecidea ve iliskili liken cinslerinde
siniflandirilan belirli tiirlerin ve bu tiirlere benzerlikleri ile bilinen Lecidella, Porpidio,
Rhizocarpon cinslerinin bazi taksonlarina ait rDNA (ITS) bolgeleri PZR yardimiyla
cogaltilip dizi analizi yapilmistir. Boylece liken sistematigindeki konumlar1 yeniden

incelenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Molekiiler Belirtecler

Molekiiler belirteg, kalittimi takip edebilen bir gen veya belirlenebilir bir DNA
parcasidir. Bu belirtegler DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir
genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizinlerinden gelistirilebilirler ve
farkl1 genotiplere ait DNA niikleik asit dizilis farklilhigin1 cesitli sekillerde ortaya
koyarlar. DNA belirtegleri sabittir, tiim dokulardan elde edilebilir, ekolojik kosullardan
etkilenmez (Williams vd. 1990). Teorik olarak genomun her noktasini temsil etme

yetenegine sahiptirler ve sonsuz sayidadirlar.

Her biri 0karyotik DNA’daki 6zelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal olarak
izlenebilen molekiiler belirtecler, giiniimiizde bitki molekiiler biyolojisi alaninda yogun
bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler belirteclerin bitki molekiiler biyolojisinde
kullanildig1 alanlara 6rnek olarak bitki genom haritalanmasi, belirtecler yardimiyla 1slah
(marker-assisted breeding), gen klonlama, tohum saflif1 testleri ve saflik tayini

verilebilir (Roder vd.1995, Brown vd. 1996, Ayres vd. 1997).

DNA belirtegleri kullanilarak genetik cesitlilik arastirilabilir. Ornegin birbirine ¢ok
yakin olan kiltiir c¢esitleri ayrilabilir ve tamimlanabilir. Tirlerin taksonomik

tanimlanmasi yapilabilir ve filogenetik akrabaliklar: bulunabilir (Lowe vd. 1996).

Molekiiler belirtegler, hibridizasyona dayali DNA belirtegleri ve polimeraz zincir

reaksiyonuna dayali DNA belirtecgleri olmak tizere iki grup altinda incelenirler.
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2.1.1 Hibridizasyona dayali DNA belirtecleri

DNA hibridizasyon belirtecleri ¢esitli sekillerde isaretlenmis bir DNA parcasinin (prob
DNA) arastirilan bir DNA 0Ornegindeki benzer veya ayni dizilimdeki DNA’ya

melezlenebilmesini baz almaktadir.

2.1.1.1 RFLP: Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism)

RFLP analizi, dokulardan izole edilen genomik DNA’nin, kesim enzimlerince spesifik
olarak kesilmesi ve prob DNA’nin melezlendigi DNA etrafindaki farkli kesim

yapilarinin saptanmasi esasina dayanir (Yildirim ve Kandemir 2001).

RFLP belirtecleri; dogal varyasyonu tespit edebilmesi, az miktarda DNA’ya gereksinim
duymasi, bitkinin herhangi bir gelisme doneminde islem yapilabilmesi, c¢evre
faktoriinden etkilenmemesi gibi avantajlara sahiptir (Budak 1995). RFLP belirte¢lerinin
kodominant ozellikte olmasi diger bir avantajdir. Boylece heterozigot bireylerin de

karakterize edilmesi miimkiin olmaktadir. Polimorfizm oranlar1 ise orta diizeydedir.

RFLP belirteclerinin dezavantajlari; analizlerin pahali olmasi, fazlaca zaman ve isgiicii
gerektirmesi, yaygin olarak radyoaktif isaretleme yapilmasi, fazla miktarda ve yiiksek

kalitede DNA’ya ihtiya¢ duymasidir (Walton 1993).

RFLP analizi, suglularin arastirilmasi, babalik tayini ve populasyon genetigi
calismalarinda kullanilir. Insan ve hayvan evriminin incelenmesi ve kalitimsal
hastaliklara neden olan genlerin kromozom {izerindeki yerlesimini saptamada da deger

tasir (Beckmann vd. 1986, Hallerman vd. 1987, Karl vd. 1993, Gonang 1999).
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2.1.2 Polimeraz zincir reaksiyonuna dayalh DNA belirtecleri

PZR, spesifik bir DNA veya RNA olan genetik materyallerin spesifik kisa zincirli
oligoniikleotid primerler yardimiyla enzimatik olarak sayisal ¢cogalmasini i¢eren in vitro

bir tekniktir (Mullis ve Faloona 1987).

PZR; genetik haritalama, tiirler arasi polimorfizm tespiti, evrim caligmalari, tohum
safliginin  belirlenmesi, analik-babalik tayini, adli tipta kimlik belirleme, kanser
aragtirmalari, mutant genlerin populasyondaki devamliliginin izlenmesi, transgenik
organizmalarin belirlenmesi, toprak, su ve gida maddelerindeki mikroorganizmalarin

belirlenmesi gibi konularda genis kullanim alan1 bulmaktadir.

PZR reaksiyonuna dayanan belirteg teknikleri;
e RAPD (Rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA)
e AFLP (Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi)
e SSR (Basit dizi tekrarlar)

e ISSR (Basit dizi tekrarlar1 aras1 polimorfizm)

2.1.2.1 RAPD: Rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA (Randomly Amplified
Polymorphic DNA)

RAPD tekniginde, 6-10 niikleotid uzunlugundaki baslatict DNA’lar kullanilarak genom
lizerinde rasgele bolgelerin amplifikasyonu gercgeklestirilir.  Reaksiyon sartlarinin
spesifik olmamas1 rasgele ¢ogaltima izin verir. Yaygmn olarak diger PCR
uygulamalarinin aksine iki degil bir primer kullanilir. Ancak bu primer her iki yondeki
DNA iiretimi i¢in de kullanilir. Dolayisiyla kullanilan primerin DNA iizerinde birbirine
yakin iki bolgeye baglanabildigi genom bélgelerinin amplifikasyonu yapilir. Uretimi
yapilan DNA parcgalar1 bir agaroz jel ilizerinde elektroforeze tabi tutuldugunda bazi

parcalarin bazi genotiplerde iiretilip bazilarinda iiretilmedigi gozlenir.
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RAPD tekniginin avantajlari; ¢cabuk sonug¢ vermesi, diger tekniklere gére ucuz olmasi,
az is glcii gerektirmesi, az miktarda ve diigiikk kalitede DNA’ya ihtiya¢ duymasi,
polimorfizm oraninin yiiksek olmasi ve otomasyona uygun olmasidir. Teknigin
dezavantajlarindan en Onemlisi, giivenilirliginin ¢ok smirlt olmasidir. Farklh
laboratuarlarda, farkli arastiricilarin elinde ve hatta bir 1s1 dongii cihazindan digerine

farkli sonuglar elde edilebilmektedir (Yildirim ve Kandemir 2001).

RAPD belirteg sistemi avantajlar1 nedeniyle prokaryotik ve dkaryotik tiirler gibi pek cok
farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin aragtirilmasi, ¢esitli
taksonomik calismalar, populasyon biyolojisi, kiiltlir ve irk belirlenmesi, genetik
varyasyonun belirlenmesi, baglant1 haritalarinin olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun
belirlenmesi, adli tip ve ekoloji alanlarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Aydin

2004).

2.1.2.2 AFLP: Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment
Length Polymorphism)

AFLP teknigi RAPD teknigi ile RFLP tekniginin birlestirilmis formu olup RAPD
tekniginin dezavantajlarin1 gidermek tizere gelistirilmistir. Bu teknigin uygulanmasinda
DNA iki kesim enzimi tarafindan kesilir, kesilen her bir par¢anin ucuna niikleotid
dizilimi sentetik olan adaptor DNA’lar eklenir. Boylece nispeten spesifik DNA
cogaltimi yapilir. AFLP tekniginde, restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA
fragmentlerinin adaptor DNA ile birlestirilmesinden sonra arka arkaya yapilan iki PCR
reaksiyonu ve bu reaksiyonlarda segici primer kullanilmasiyla yiiriitiiliir (Zabeau ve Vos
1993). Elde edilen firiinler poliakrilamid jelde yiiriitiilerek glimiis boyama ya da

radyoaktivite ile gozlemlenebilir hale getirilir.

AFLP teknigi RAPD gibi tiim genomu analiz eder fakat RAPD’den farkli olarak daha
spesifik PCR sartlarin1 kullanir ve sonuglarin tekrar edilebilirligi daha yiiksektir. AFLP
tekniginin avantajlar1 polimorfizm oranmin yiiksek olmasi, RFLP teknigine gore daha

hizl1 olmasi olarak siralanabilir. Ayrica parmak izi analizleri i¢in uygundur. Cogunlukla
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dominant belirtecler vermesi ve farkli genetik haritalar arasinda transferlerin gii¢ olmasi

ise dezavantajlaridir (Walton 1993).

2.1.2.3 SSR: Basit dizi tekrarlar (Simple Sequence Repeat)

Basit dizi tekrarlari, okaryotlarda ¢ok sayida bulunan kisa ardisik dizi tekrarlaridir.
Mikrosatelitler olarak da bilinen basit DNA tekrarlar1 birbiri ardina gelen 2-5 niikleotid
tinitesi tekrarlar1 olup tim genomda dagilmis olarak bulunurlar. Bu tekrarlanan
niikleotid dizilerinin fonksiyonu hakkinda kesin bir bilgi yoktur, ancak diizenleyici
olabilecekleri disiiniilmektedir. Akrabalik ve populasyon genetigi c¢alismalarinda
genetik belirte¢ olarak ¢ok sik kullanilirlar. Bu belirtecler 6zellikle tekrar sayisi fazla
oldugunda, yiiksek derecede polimorfizm belirlenebilmesine olanak saglarlar. SSR
analizleri mikrosatellitleri sinirlayan primerler kullanilarak, bu dizilerin PCR islemiyle

cogaltilip polimorfik veri elde edilmesi temelinde gerceklestirilir (Queller vd. 1993).

Mikrosatelitler, kodominant kalitim 6zelligi gostermeleri, lokusa 6zgii olmalari, yliksek
bilgi icerigine sahip olmalar1 ve PCR ile kolayca tespit edilebilmeleri gibi bir¢cok
ozellikleri ile tercih edilen bir molekiiler belirteg grubunu olusturmaktadir.
Mikrosatelitler ile ilgili en belirgin dezavantaj ise bir tiire ait yeni mikrosatelitlerin elde
edilmesidir. Bu islem c¢ogunlukla zaman alic1 olup fazla miktarda emek gerektirir.
Ciinkii genomdaki mikrosatelitleri PCR ile ¢ogaltmak i¢in tekrar {initelerinin her iki
yaninda bulunan belirli DNA dizilimlerine baglanabilen primerlere gereksinim duyulur.
Mikrosatelitlere ait primerlerin tasarlanmasi ise her mikrosatelit i¢in DNA dizilim

bilgisini gerektirir (Akkaya vd. 1992, Senior ve Heun, 1993, Roder vd. 1995).

2.1.2.4 ISSR: Basit dizi tekrarlar1 arasi polimorfizm (Inter Simple Sequence
Repeats)

Bu teknik, birbirine ters yonlii ve yakin olan mikrosatallit bolgelerin (100-3000 bg)

amplifikasyonunu dayanir. Primerler 5' veya 3' ucunda rastgele genellikle 1- 4 bazdan

15



olusan segici baz dizilimlerine sahiptirler. Ancak sec¢ici baz icermeyen primerler de

kullanilabilmektedir. Primerler SSR' lar arasinda kalan bolgeyi amplifiye ederler.

Bu teknigin avantaji genellikle bir tek PCR reaksiyonu ile birgok polimorfik bant
iiretilebilmesi, RAPD ve RFLP gibi tekniklere nazaran belirteg basina maliyetin diisiik
olmasidir. ISSR belirtecleri genellikle dominant belirteglerdir ve bu yilizden bireylerin

heterozigot olup olmadigini tespit etmek giictiir (Giilsen ve Roose 2001).

2.1.3 ESTs : Isaretli ifade edilen diziler (Expressed Sequence Tags)

EST genellikle 300-500 baz ciftlik kisa dizilerdir. EST’ler genomik diziyi agiklamay1
ve spesifik dokulardaki veya biiyiime kosullariyla iliskili gen ekspresyonunu analiz
etmeyi saglar. insanda genlerin ekspresyonunun tanimlanmasi kodlanmayan gen igi
bolgelerin (intronlarin) olmasindan dolayr zordur. Bu nedenle mRNA izolasyonu ile
ifadesi olan genleri tespit etmek miimkiindiir. Ancak mRNA hiicre disinda stabil
degildir.Bu nedenle mRNA’dan cDNA (komplementer DNA) sentezlenir. cDNA ifade
edilen sekansi icerir ve daha sonra molekiiliin iki ucundan EST olusturmak iizere birkag

yiiz niikleotid sekanslanir (Adams vd. 1991).

2.2 ITS: Transkribe Edilen Internal Ara Bélgeler (Internal Transcribed Spacer)
ve rDNA

rDNA oOkaryotlarda ¢ekirdekte yer alan, kopyalar1 pes pese dizili, ¢oklu bir gen ailesidir.
Tekrarlanan her bir bolge 18S, 5.8S ve 28S rRNA genlerini i¢ermektedir. Bu genler
ITS1 ve ITS2 (Internal Transcribed Spacer), ETS (External Transcribed Spacer) ve IGS
(Intergenic Spacer) isimli bolgelerle birbirinden ayrilmistir. Yiiksek frekansh
mutasyonlar gosteren ITS bolgesi cinsler i¢indeki tiirler arasinda ya da populasyonlar

arasinda farkliliklar géstermektedir (White vd. 1990).
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Kodlanmayan iki degisken bdlgeden meydana gelen ITS bolgesi, olduk¢a korunmus
kiigiik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bdlgesi) ve de biiyiik alt birim
(LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede (ITS2) yer almaktadir. IGS
bolgesi ardisik iki tekrar bolgesini birbirinden ayirir. ETS ise bu tekrar bolgelerinin en

disinda kalan bolgelerdir.

ITS1IF T3S 1T
—_—

-
ITS4 ITS4B

50 100 150
bp

Sekil 2.1 Funguslarda rDNA bélgesi (Boysen et al. 1996)

ITS1F primeri mantarlar i¢in 6zgii bir primerdir ve rDNAnin SSU geninin 3 ucunda
bulunur. ITS4 primeri ise evrensel bir primer olarak tanimlanmistir ve LSU geninin 5’

ucuna tamamlayicisidir (White vd. 1990, Gardes ve Bruns 1993).

18S rDNA nispeten yavas evrim gecirir ve uzak akraba organizmalarin
karsilagtiritlmasinda kullanilmaktadir. Kodlama yapmayan (ITS ve 1GS) bolgeleri daha
hizli evrim gecirir ve bir cinse ait tiirlerin veya bir tiirdeki suslarin karsilastirilmasi igin
kullanilmaktadir. 28S rDNA’nin bazi bolgeleri tiirler arasinda farklilik gostermektedir
(Edel 1998).

ITS gibi DNA dizileri diger tiim tiirler igerisinden tek bir tiirlin saptanmasi i¢in
uygundur. Ornek olarak; ITS dizilerindeki farklilik mantarin izolasyonuna gerek
kalmadan konak bitkideki ¢ogu fitopatolojik mantar tiiriiniin saptanmasini saglamistir.
rDNA’nin diger dizileri 6rnegin 18S rDNA, 28S rDNA ve mitokondriyel tDNA dizileri
de spesifik primerler gelistirmek icin kullanilmaktadir (Gardes ve Bruns 1993).
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ITS bolgesi 4 temel nedenle mantarlarda molekiiler karakterizasyon g¢aligmalart igin

ozellikle kullanishdir:

1. ITS bolgesi nisbeten kiigiiktiir (500-800 bp) ve evrensel tek bir primer ¢ifti (rRNA alt
birimleri i¢cindeki korunmus bdlgelerin komplementeri) kullanilarak PCR ile kolaylikla

cogaltilabilir.

2. rDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi nedeniyle, seyreltik ya da oldukca

parcalanmis DNA Orneklerinden de ITS bolgesi kolaylikla cogaltilabilir.

3. Morfolojik agidan farkli tiirler arasinda ITS bolgesi yeterince degisken olabilir ve
bundan dolay1r ITS RFLP restriksiyon verileri genetik uzakligi tahmin etmek ig¢in

kullanilabilir, boylece filogenetik ve sistematik analizler i¢in karakterler saglayabilir.

4. ITS tiire 6zgli problari, bir kromozomal kiitiiphane olusturmaya gerek kalmaksizin
hizli bir sekilde PCR ile iiretilebilir. Birgok arastirici dizilerin tekrarlayan birimler
seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir i¢inde benzer olma egiliminde
olmasindan dolayi, tiire Ozgii problart gelistirmek igin dizileri ITS bolgesinden

secmektedir (White vd. 1990, Bruns vd. 1991, Lee ve Taylor 1992).

2.2.1 ITS kullanilarak likenlerde yapilan calismalar

Likenlerden saf DNA izolasyonu baz1 zorluklar sergilemektedir. Grube vd. (1995) ve
Crespo vd. (1997) yayinladiklart makalelerde bu zorluklarin nedenleri olarak,
polisakkarid ve fenolik bilesikler gibi inhibitorlerin bulunmasi ayrica iki biyont’un
ayrilmasindaki giigliikleri ifade etmislerdir. Buna karsin bu zorluklar PCR’da selektif
primerlerin kullanilmasiyla bir 6l¢iiye kadar asilabildigi gibi DNA’nin saf bir sekilde
izole edilmesi ile ilgili degisik yontemler de farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir

(Aras ve Cansaran 2006).
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Mikoloji alaninda ilk PCR uygulamasi 1990 yilinda White vd. tarafindan funguslarin
taksonomik ve filogenetik akrabaliklarin1 gostermek i¢in rRNA’ nin direkt dizi analizi
ve amplifikasyonu ile yapilmistir. rRNA dizileri yasayan tiim hiicrelerde
bulundugundan ve ayn1 gorevi iistlendiginden taksonomik ve filogenetik ¢alismalar igin
siklikla kullanilmaktadir Bu dizilerin evriminin tiim genomun evrimini yansittig
sOylenebildigi gibi ayn1 zamanda farklilik goésteren ve korunmus bolgeler de
icermektedirler. Bu sayede farkli taksonomik gruplarda bulunan organizmalarin

karsilagtirma ve ayirimlarinda kullanilmaktadir.

Casares vd. (1996) calismalarinda Lecidea cinsinin ispanya’nm jips topraklarmnin liken
florasinda bulunan iki tiirinti: L. gypsicola Llimona and L. circinarioides Casares and

Hafellner sp. nov. tanimlamiglardir.

Goffinet ve Bayer (1997) askuslu mantarlara 6zgii bir primer kullanarak, Peltigera
malacea, Peltigera aphthosa, Peltigera britannica ve Peltigera leucophlebia
fotomorflari, Nephroma expallidum ve Nephroma arcticum fotomorflarinin rDNA ITS
bolgelerini cogaltmiglar ve 5.8 S dizilerinin karsilastirilmasiyla, toplam liken
DNA’sindan mantar DNA’sinin ¢ogaltilmasi i¢in askomisese 6zgli primerlerinin yeterli

oldugunu belirtmislerdir.

Groner ve LaGreca, (1997) Ramalina panizzei tiiriiniin morfolojik kimyasal analizi
disinda diger Ramalina tiirleri arasindaki genetik benzerlik ve uzakligi bulmak ig¢in

rDNA ITS bolgelerinin dizi analizini ger¢eklestirmislerdir.

Arup ve Grube (1998) ¢alismalarinda, Lecanora subgenus Placodium’un nuclear ITS ve
5.8S Dbolgelerinin  DNA sekans bilgilerini kullanarak molekiiler sistematigini

arastirmiglardir.

Ivanova vd. (1999) yaptiklar1 calismada Umbilicariaceae familyasinin filogenetik
analizinde, ITS 1 ve ITS 2 primerleri ile tDNA’ya ait dizi analizi yapmis ve tiirler

arasindaki farkliliklar ortaya ¢ikarmislardir.
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Dyer ve Murtagh (2001) Dogu Antartikada, Vestfold tepelerinde bulunan Buellia
frigida ve Xantharia elegans ile yaptiklar1 calismada, genetik varyasyonlarinin olduk¢a
diisiik oldugunu kaydetmelerine karsin, degisik bolgelerden toplanan X. elegans’in tiir
icinde dahi oldukca yiiksek genetik varyasyon gosterdigini ITS bolgelerinin incelenmesi

ile ortaya ¢ikarmiglardir.

Krzeminska vd. (2001) Cetraria cinsinde molekiiler tanimlama anahtarlar1 olusturmak
iizere RFLP (restriksiyon fragment length polymorphism) analizi gergeklestirmislerdir.
Bu analizde yine ITS bolgeleri PCR’la ¢ogaltilmis ve restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Sonugta elde edilen polimorfizimi ifade eden degisik bant desenleri ile

molekiiler tanimlama anahtarlar1 olusturulmustur.

Grube ve Arup (2001) Physciaceae ailesinin gesitli gruplar1 ve Rinodina ve Buellia
cinslerinden secilmis bazi tiirleri ile gesitli referans dizilerine dayanarak, niikleer ITS
dizi bilgisine dayali bir filogenetik arastirma yapmislar, Physcia ve Buellia gruplarmin

igerdikleri cinsleri belirlemisler.

Murtagh vd. (2002) degisik cografik lokalitelerden ve iklim rejimlerinden toplanan X
elegans ornekleri ile yaptiklari ¢alismada, ITS bdlgelerinin incelenmesi yani sira RAPD
teknigi de uygulamislardir. Her iki teknik de oldukca yiiksek genetik varyasyonun

varligini ortaya koymuslardir.

Molina vd. (2002) Diploicia ve Diplotomma liken cinslerine ait rDNA ITS bolgelerinin
dizi analizini yaparak, bu cinsleri molekiiler filogenetik yonden incelemislerdir. Bu
caligma sonucunda tiirler arasindaki genetik benzerlik ve uzakligi ortaya ¢ikarmislardir.
Ozellikle farkli habitat ve populasyonlarda varyasyon gdsteren orneklerin molekiiler

filogenisi belirlenerek bu tiirler arasindaki genetik uzakligin tespiti yapilmistir.

20



rDNA, ITS bolgeleri incelenerek genetik farklilik ve benzerlikleri tanimlanan daha bir
cok liken tiirleri literatiirde bulunmaktadir. Hogberg vd. (2002) Letharia vulpina
tiirliniin kitalar aras1 populasyonlarini ¢alismislardir. Rios vd. (2002) ise, Rimularia
insularis tiriine ait ITS verilerini ¢alismalarinda kullanmiglardir. Martin vd. (2003)
Diploschiestes cinsine ait tiirlerin molekiiler filogenisini ITS bdlgesine ait dizi analizini

yaparak incelemislerdir.

Buschborm ve Mueller (2004) yaptiklar1 ¢alismada Porpidia ve bu cinsle evrimsel
olarak yakin iligkili tiirleri ¢aligmiglar ve ¢alismanin sonunda bu cinse ait evrimsel

yorumda bulunmuslardir.

Rios vd. (2005) calismalarinda granit icinde endolitik biiyliyen iki Lecidea tiirlinii:
Lecidea cancriformis and Lecidea sp. molekiiler ve mikroskopi tekniklerini birlestirerek

tanimlamiglardir.

Cansaran vd. (2006) Rhizoplaca liken cinsinin ITS bdlgesinin dizi analizini
gerceklestirerek filogenetik iliskileri konusunda inceleme yapmislardir. Calismada elde

edilen filogenetik agaca gore, genetik yakinlik hakkinda bilgi edinilmistir.

Aras vd. (2007) Aspicilia liken cinsinin ITS bélgelerinin dizi analizini gergeklestirerek

genetik akrabaliklarini ortaya ¢ikarmiglardir.

2.3 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA o6rneklerindeki baz dizilerinin sirasin1 ortaya ¢ikarmak igin
kullanilan bir genetik sifre ¢6zme yontemidir. Klonlanmis bir DNA molekiilii ya da bir
klondan bir genoma kadar herhangi bir DNA, ancak niikleotid dizisi bilindigi zaman

tam anlamiyla karakterize edilebilmektedir.
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DNA dizi analizi gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda birgok bilgi
edinmemizi saglamistir. 1940'larda DNA baz kompozisyonu saptama ydntemleri
bulunmasina karsin DNA'daki niikleotid dizilislerinin dogrudan kimyasal analizi
1960'larda gelistirilip kullanilmaya baslanmistir. Ornegin, 1965'te Robert Holley, 75
niikleotidlik bir tRNA molekiiliiniin dizisini bir yillik bir ¢alisgma sonucu
saptayabilmistir. 1970'lerde daha etkin ve dogrudan niikleotid dizi analizine yonelik
yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf
DNA fragmanlar elde edilmesini saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine

paralel olarak dizi analizi yontemleri de gelistirilmeye baslanmistir.

DNA dizi analizi i¢in glinlimiizde birbirinden farkl iki yontem gelistirilmistir. Bu

yontemler;

1- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi (Maxam ve Gilbert 1977).

2- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi (Sanger vd. 1977).

Walter Gilbert ve Frederick Sanger DNA dizi analizi tizerine yaptiklar1 ¢alismalardan
dolay1 1980 yilinda kimya alaninda Nobel 6diilii kazanmislardir.

2.3.1 Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi

Dideoksi ya da zincir sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da bilinir. Tehlikeli
kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem oldugu i¢cin Maxam-Gilbert’in gelistirdigi

yontemden daha fazla kullanim alani bulmustur.

Enzimatik DNA sentezine dayanan Sanger'in DNA dizi analizi yonteminde, dizisi
saptanacak olan DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA
polimeraz 1 ile kataliz edilir. Yontemde, kimyasal degisiklige ugratilmis (modifiye)

dideoksiniikleotid trifosfatlar kullanilarak bir dizi DNA parg¢aciklari elde edilir.
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Reaksiyon sonunda olusacak iiriinlerin rahat goriintiilenebilmesi i¢in ortama radyoaktif
P28 veya P eklenir. isaretleme primerlerle yapilabilecegi gibi ortama eklenen

dNTP’lerden birinin radyoaktif olmasi da yeterlidir.

Deneyde dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon karisimi, kalip DNA
zinciri, bir primer, niikleozit trifosfatlar (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ve az miktarda
dideoksiriboniikleozit trifosfatlardan sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi igin dort
reaksiyon tiipiinde farkli bir dideoksiriboniikleozit trifosfat bulunur (Klug ve Cummings

2002).

DNA sentezi gerceklesirken polimeraz, uzayan zincire deoksiriboniikleotidlerin yerine
ara sira dideoksintikleotit katar. Dideoksiniikleotid yapisinda 3’-OH grubu icermedigi
icin bir sonraki niikleotid ile fosfodiester bagi olusturamaz ve bu nedenle DNA sentezi
sonlanir (Sekil 2.3). Ornegin ddATP’nin oldugu tiipte, polimeraz enzimi dATP yerine
ddATP’yi zincire katinca zincirin uzamast sonlanir. Reaksiyon ilerledikce ddATP
tiiptinde A’nin bulundugu her konumda sonlanmis olan DNA molekiilleri elde edilir.

Diger tiiplerde reaksiyonlar sirastyla G, C ve T’de sonlanur.

5 Thvini -
P=-P=P _[i 0 'fl‘rill'lE P-P-P—=( 0 Thymine
I
(e r'c c¢/ i
DE'.]mhymm'"E \ ¥ 2'/ Dideuxythymidine\ ¥ 2'/
triphosphate — triphosphate ( — C
(dTTP) | I (ddTTP) | |
0H H H

Sekil 2.3 Deoksitimidin trifosfat (dTTP) ve dideoksitimidin trifosfat (ddTTP)
molekiilleri (http://www.genetiklab.com)

Her bir reaksiyon tiipiindeki DNA parcalar1 jel elektroforezinde yan yana yiiklenerek
ayristirilir. Sonugta jelin iistiine konan filmin banyo edilmesiyle bantlarin merdivene

benzer bir goriintlisii ortaya ¢ikar. Asagidan yukart dogru okunan niikleotid dizisi,
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kaliba komplementer olan DNA zincirinin 5°-3” yoniindeki dizisine karsilik gelir (Sekil

2.4).

Template: 3' CCGGTAGCAACT g
Primer: 5 G 3
[4ATP + dadATE  [gaTe dATP | asre
dUTP dCTP + ddCTP dCTP dCTP
dGTP dGTP dGTP + ddGTP dGTP
dTTP dTTP dTTF dTTP 4+ ddTTP
T T L
GGOCA GGC GGCCATCG GLOCAT
GGOCATCGTTGA GGEC CLCCATOGTT GLCCATCGT
GGCCATC GLOCCATCGTT
x___ N )
E‘““«-.. \ /, -
R""'a \\ / /‘/
o ™, / o
e My ¥ o
A C G T
CE— A3
— G
—
— l Seguence complementary
S— G to template DNA
—— C
T
— A
E— [ 8
Com— c 5

Copyrighl 1288 John Wiley and Sons, Inc. All nghis resarnved

Sekil 2.4 Sanger-Coulson’un zincir sonlandirma yontemi (www.abgeder.org/BiolBehnan)

Genomlarin dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi cihazlar1 ve radyoaktif izotop

yerine floresan boyalar kullanilir. Bu islemde dort dideoksintikleotid analoglarinda her
biri farkli floresan boya ile isaretlenmistir. Ornegin adenozin ile sonlanan zincitler, bir
renkte iken, sitozin ile sonlanan zincirler bagka bir renktedir ve bu seklilde dort ayri
renk bulunur. Tiim isaretli dideoksiniikleotidler tek bir tiipe ilave edilir ve primerler
DNA polimerazla uzadiktan sonra, reaksiyon iiriinleri jelin tek bir kuyucuguna yiiklenir.
Jel lazer 151k kaynagi ile taranarak her bandin farkli renkte 1s1ma vermesi saglanir. Dizi
makinesine bagli bir dedektoér her bandin rengini okur ve A, T, C ve G’den hangisinin
oldugunu saptar. Cihazin yazicisindan her biri bir niikleotide karsilik gelen renkli pikler

elde edilir (Sekil 2.5).
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I CGCGECCGCCARCTCTITCACCCTG TG ICGRAAT CTACCTATGI IGCITIGGCGGEGCCCIS GAGGTARCCCCACGCCARCCTTIGGGCITCACGRC

Sekil 2.5 Caligilan 22 numarali 6rnege ait DNA dizi analizi sonucu

25



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Liken Materyali

Calismada kullanilan; Lecidea, Lecidella, Porpidia ve Rhizocarpon cinslerine ait
toplam 29 6rnek, Erciyes Universitesi Ogretim Uyelerinden Yrd. Dog. Dr. Mehmet
Gokhan HALICI tarafindan Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanmustir. Ornek

isimleri ve toplandigi lokaliteler Cizelge 3.1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.1 Orneklerinin adlar1 ve lokaliteleri

Ornek No | Tiir Ady Lokalite
1 Lecidea fuscoatra Ankara Beynam Ormani
2 Lecidella patavina Giriin
3 Lecidella stigmatae Aladaglar
4 Lecidella patavina Trabzon
5 Lecidella carpathica Konya
6 Lecidea fuscoatra Konya
7 Lecidea tessellata Aladaglar
8 Lecidella patavina Aladaglar
9 Lecidella elaeochroma Aladaglar

10 Lecidella stigmatae Rize
11 Porpidia macrocarpa Rize
12 Lecidella stigmatae Rize
13 Porpidia cinereoatra Trabzon
14 Porpidia musiva Trabzon
15 Lecidella carpathica Trabzon
16 Lecidea fuscoatra var. grisella Trabzon
17 Porpidia macrocarpa Rize
18 Porpidia crustulata Trabzon
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19 Lecidella elaeochroma Trabzon
20 Lecidea fuscoatra Bilecik
21 Porpidia crustulata Rize
22 Lecidella stigmatae Aladaglar
23 Lecidella elaeochroma Bakirdagi
24 Lecidea fuscoatra Konya
25 Lecidella carpathica Konya
26 Lecidea fuscoatra var. grisella Trabzon
RP 1 Rhizocarpon petraeum Trabzon
RP 2 Rhizocarpon lavatum Rize
RP 3 Rhizocarpon lavatum Trabzon
3.2 Yontem

3.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Aras ve Cansaran (2006) tarafindan rapor edilmis olan metot

kullanilmistir. Bu metoda gore:

gelinceye kadar ezilir.

»  Orneklere 1ml ekstraksiyon tamponu (50 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM EDTA,
10 ml LiCl (4 M), %1 CTAB, %2 PVPP) eklenir.
= Omnekler 1.5 ml’ lik ependorf tiiplerine koyulduktan sonra iizerine % 0.2 B-

merkaptoetanol eklenir.

=  Ornekler 65°C’de 15 dk sicak su banyosunda inkiibe edilir.

» Inkiibasyon periyodunu takiben drnekler oda sicakliginda sogutulup iizerine 0.5
ml kloroform/izoamil alkol (24:1 [v/v]) eklenerek yavase¢a karigtirilir.

= Daha sonra 6rnekler 14,000 rpm’de 2dk santrifiij edilir ve slipernatant temiz bir

tiipe transfer edilir.
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= Siipernatanta esit hacimde isopropanol eklenerek birka¢ kez ters diiz edilerek
karistirilir. DNA iiriiniinlin etkinligini arttirabilmek ic¢in 6rnekler buz iizerinde
15 dk inkiibasyona birakilir.

= Ornekler 14,000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir.

=  Siipernatant uzaklastirilir.

= 9%70’lik etanol eklenir.

= Ornekler 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

»  Ornekler %70’lik etanol ile tekrar yikanir ve etanol uzaklasana kadar oda
kosullarinda kurutulur.

= Elde edilen pellet TE (Tris — EDTA) tamponu i¢inde ¢oziiliir (30-60 pl).

= 10 mg/ml RNaz eklenerek 37°C' de 30dk bekletilir ve kullanilana kadar -20

°C‘de saklanir.

Elde edilen DNA o6rneklerinin miktar tayinleri (260 nm) ve saflik dereceleri (260 nm/
280 nm) spektrofotometrik (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer) oOlctimler ile
belirlenmis (Cizelge 4.2), ayrica DNA kalitesi etidyum bromiir varliginda %1°lik agaroz
jelde de goriintiilenmistir (Sekil 4.1).

3.2.2 PCR analizleri

Mantar DNA’sma ait ITS F1 (CGAAGCCAGTGGCCTAACCC,; Gardes ve Bruns
1993) ve evrensel ITS 4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC; White vd. 1990)
primerleri kullanilarak 50 pl toplam hacim igerisinde, Biometra markali Thermocycler

cihazinda asagidaki bilesen ve kosullarda PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.2 PZR karigimi

Bilesenler Final Konsantrasyonu Miktar (uL)
PCR Tamponu 10X 5

dNTP karisimi 0,1 mM 5

MgCl, 2,5 mM 5

ITS 1F 0,8 uM 4

ITS 4 0,8 uM 4

Taq Polimeraz (Fermentas) 0,5 tinite/uL 0,5

DNA 200 pg/nL 5

ddH20 (Steril) - 21,5

Cizelge 3.3 PZR dongii sartlar

Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
105 (Kapak sicaklign) 0 _1

94 (DNA’nin 6n denatiirasyonu) 3 dakika

94 (DNA’nin denatiirasyonu) 30 saniye

52-54 (Baglanma sicakligi) 1 dakika 35

72 (Uzama sathast) 1.5 dakika

72 (Final uzama) 8 dakika 1

4 (Bekleme sicaklig) o0 -

3.2.3 Agaroz jel elektroforezi

PZR fiiriinleri ve DNA belirtecleri (DNA Ladder Plus, Fermentas, 100 bp) % 1.6’lik
agaroz (AppliChem), 0,5 pl/ml etidyum bromiir igeren jellerde, IXTBE (Tris-Borat-
EDTA) tamponu igerisinde, 100 voltta 2 saat elektroforetik ayrima tabi tutulmustur. Jel
gorlntiileme sisteminde (Gene Genius, Syngene), UV 15181 altinda goriintiilenmis ve

fotografi ¢ekilmistir (GyneSnap Software, Synoptics Ltd.).
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3.2.4 DNA dizi analizi

DNA dizi analizi ODTU Teknokent’te bulunan Refgen firmas: tarafindan, 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems HITACHI) cihazinda ger¢eklestirilmistir.

ITS1F ve ITS 4 primerleri ile kii¢iik alt {initenin sonu, ITS1, 5.8 geni, ITS2 ve biiyiik alt
iinitenin ucunu igeren bolge cogaltilip dizi analizi gerceklestirilmistir. Olasi okuma
hatalar1 Cluster X programi ile ¢oziilmiistiir. Diziler siralandiktan sonra kararsiz kalinan

bolgeler ¢ikartilarak kayip veri olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 DNA Izolasyonu

Lecidella, Porpidia ve

Lecidea,

bolgelerinden toplanmus,

Tirkiye’nin  farkh

Rhizocarpon cinslerine ait toplam 29 farkli 6rnege yapilan DNA izolasyonu sonucunda

elde edilen DNA’larinin agaroz jel elektroforezinde gozlenebilen bantlar1 Sekil 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.1 Calisilan Orneklerden DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA

bantlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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Cizelge 4.1 Calisilan 6rneklerin DNA izolasyon sonucu

Kuyu | Ornek ismi (Lokalite)

1 1. Lecidea fuscoatra (Ankara Beynam Ormani)*
2 2. Lecidella patavina (Gliriin)*

3 3. Lecidella stigmatea (Aladaglar)

4 4. Lecidella patavina (Trabzon)

5 5. Lecidella carpathica (Konya)*

6 6. Lecidea fuscoatra (Konya)*

7 7. Lecidea tessellata (Aladaglar)

8 8. Lecidella patavina (Aladaglar)*

9 9. Lecidella elacochroma (Aladaglar)

10 10. Lecidella stigmatea (Rize)

11 11. Porpidia macrocarpa (Rize)

12 12. Lecidella stigmatea (Rize)*

13 12. Lecidella stigmatea (Rize)*

14 13. Porpidia cinereoatra (Trabzon)

15 14. Porpidia musiva (Trabzon)*

16 15.Lecidella carpathica (Trabzon)

17 16. Lecidea fuscoatra var. grisella (Trabzon)*
18 RP1. Rhizocarpon petraeum (Trabzon)*

19 RP2. Rhizocarpon lavatum (Rize)*

20 RP3. Rhizocarpon lavatum (Trabzon)

21 RP3. Rhizocarpon lavatum (Trabzon)*

22 24. Lecidea fuscoatra (Konya)*

23 25. Lecidella carpathica (Konya)

24 25. Lecidella carpathica (Konya)

25 26. Lecidea fuscoatra var. grisella(Trabzon)*
26 17. Porpidia macrocarpa (Rize)*

27 18 Porpidia crustulata (Trabzon)*

28 19.Lecidella elaeochroma(Trabzon)*

29 20.Lecidea fuscoatra (Bilecik)*

32




30 21.Porpidia crustulata (Rize)
31 22. Lecidella stigmatea (Aladaglar)*
32 23. Lecidella elacochroma (Bakirdagi)*

* dizi analizinde sonug veren 6rnekler

Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1°de gosterildigi tizere DNA izolasyonu sonucunda, her dérnege
ait DNA elde edilememistir. 12, RP3 ve 25 ile numaralandirilmis, sirastyla Lecidea
stigmatea (Rize), Rhizocarpon lavatum (Trabzon) ve Lecidella carpathica (Konya)

ornekleri icin, iki kez DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.2 DNA konsantrasyonlar1 ve oranlari

SampleID  ng/ul  A260 A280 260/280  260/230

1 522.5 10.45 6.06 1.72 0.69
2 557.75] 11.155 7.166 1.56 0.7
3 69.08 1382 1589 0.87 0.1
4 153.84 3.077 2.644 1.16 0.24
5 157.68 3.154 2.694 1.17 0.25
6 51.72 10.34 1275 0.81 0.13
7 171.43 3.429 2.832 1.21 0.3
8 251.52 5.03 3.586 1.4 0.41
9 174.59 3.492 2.195 1.59 0.23
10 219.2 4.384 3.169 1.38 0.28
11 168.59 3.372 2.803 1.2 0.22
12 196.29 3.926 2.676 1.47 0.25
13 34.09 0.682 1163 0.59 0.08
14 95.67 1.913 1922 1 0.17
15 112.34 2.247 2.066 1.09 0.21
16 338.7 6.774 5,016 1.35 0.46
17 515.76] 10.315 6.388 1.61 0.71
18 264.59 5.292 3.696 1.43 0.36
19 210.51 4.21 2.901 1.45 0.44
20 460.39 9.208 6.172 1.49 0.71
21 389.4 7.788 5.17 1.51 0.69
22 465.47 9.309 5.665 1.64 0.67
23 192.68 3.854 2.789 1.38 1.39
24 490.3 9.806 5.804 1.69 0.89
25 247.32 4.946 3.971 1.25 0.4
26 109.8 2.196 2.103 1.04 0.19
RP1 360.36 7.207 4.361 1.65 0.62
RP2 231.19 4.624 3.348 1.38 0.38
RP3 933.5 18.67| 13.016 1.43 0.52
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DNA izolasyonu sonucunda Porpidia cinereoatra (Trabzon) drneginden 34.09 ng/ul ile
en az miktarda DNA elde edilirken, Rhizocarpon lavatum (Trabzon) 6rneginden 933.5
ng/ul ile en fazla miktarda DNA elde edilmistir. DNA’larin safligt  (A260/280
absorpsiyon orani), 0.59- 1.72 araliginda degismektedir (Cizelge 4.2).

4.2 PZR Analizleri

DNA izolasyonu yapilan orneklerin, ITS bdlgelerini ¢cogaltmak i¢cin PZR reaksiyonu
gergeklestirilmistir. ik denemede PZR dongii sartlarindaki, baglanma sicakligi 52 °C
olarak denenmistir. Bu islem sonucunda c¢ogaltilan DNA’larin, agaroz jel

elektroforezinde gozlenen bantlar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 Calisilan tiirlerin, 52 °C baglanma sicakliginda gergeklestirilen PZR

sonucunda elde edilen DNA bantlarinin elektroforez goriintiisii
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Cizelge 4.3 Calisilan tiirlerinin 52 °C baglanma sicaklifinda gergeklestirilen PZR

sonuglari
Ornek no: | Ornek ismi (Lokalite)
1 Lecidea fuscoatra (Ankara Beynam Ormani)*
2 Lecidella patavina (Giiriin)*
3 Lecidella stigmatea (Aladaglar)
4 Lecidella patavina (Trabzon)
5 Lecidella carpathica (Konya)*
6 Lecidea fuscoatra (Konya)
7 Lecidea tessellata (Aladaglar)
9 Lecidella elaeochroma (Aladaglar)
10 Lecidella stigmatea (Rize)
11 Porpidia macrocarpa (Rize)
12 Lecidella stigmatea (Rize)
12 Lecidella stigmatea (Rize)*
13 Porpidia cinereoatra (Trabzon)
14 Porpidia musiva (Trabzon)*
15 Lecidella carpathica (Trabzon)
16 Lecidea fuscoatra var. grisella (Trabzon)
26 Lecidea fuscoatra var. grisella(Trabzon)
17 Porpidia macrocarpa (Rize)
18 Porpidia crustulata (Trabzon)
19 Lecidella elaeochroma(Trabzon)*
20 Lecidea fuscoatra (Bilecik)
20 Lecidea fuscoatra (Bilecik)*
21 Porpidia crustulata (Rize)
8 Lecidella patavina (Aladaglar)*
22 Lecidella stigmatea (Aladaglar)
23 Lecidella elaeochroma (Bakirdagi)
24 Lecidea fuscoatra (Konya)
25 Lecidella carpathica (Konya)
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Cizelge 4.3 Calisilan tiirlerinin 52 °C baglanma sicakliginda gergeklestirilen PZR
sonuclar1 (devami)

25 Lecidella carpathica (Konya)
RP1 Rhizocarpon petraeum (Trabzon)*
RP2 Rhizocarpon lavatum (Rize)

RP3 Rhizocarpon lavatum (Trabzon)*
RP3 Rhizocarpon lavatum (Trabzon)

* dizi analizinde sonug veren 6rnekler

Baglanma sicakliginin 52 °C olarak denendigi PZR kosullarinda, 1, 2, 5, 7, 8, 11,12, 14,
19, 20, RP1 ve RP3 olarak numaralandirilan 6rneklerden tek bant elde edilmistir (Sekil
4.2, Cizelge 4.3). 11 numarali Porpidia macrocarpa (Rize) Orneginde, elde edilen
bandin istenen kalitede olmamasi nedeniyle dizi analiz sonucuna ulagilamamistir. 7
numarali Lecidea tessellata (Aladaglar) orneginde, dizi analizinin degerlendirilmesi
asamasinda pikler iyi ayirt edilemediginden, 6rnegin dizisi elde edilememistir. Diger

orneklerin dizi analiz sonucuna ulagilmistir.

PZR sonucunda, baz1 6rneklerin ITS bolgeleri elde edilemezken, bazi 6rneklerde de ITS

bolgesi disinda istenmeyen, 6zgiil olmayan bantlar gézlenmistir.
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Sekil 4.3 54 °C baglanma sicakliginda gergeklestirilen PZR sonucunda elde edilen DNA

bantlarinin elektroforez goriintiisii

Cizelge 4.4 54 °C baglanma sicakliginda gergeklestirilen PZR sonuglari

Lecidea fuscoatra var. grisella (Trabzon)*
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Cizelge 4.4 54 °C baglanma sicakliginda gergeklestirilen PZR sonuglar1 (devami)

26 Lecidea fuscoatra var. grisella (Trabzon)*
17 Porpidia macrocarpa (Rize)*

18 Porpidia crustulata (Trabzon)*

21 Porpidia crustulata (Rize)

22 Lecidella stigmatea (Aladaglar)*

23 Lecidella elaeochroma (Bakirdagi)*

RP2 Rhizocarpon lavatum (Rize)*

* dizi analizinde sonug veren 6rnekler

Baglanma sicakliginin 54 °C olarak denendigi PZR kosullarinda, 6, 11, 14, 16, 17, 18,
24, 26 ve RP2 olarak numaralandirilan 6rneklerden tek bant elde edilmistir. 11 numaral
ornekte elde edilen bant yine istenen kalitede degildir. Ilk PZR denemesindeki
primerlerin 6zgiil olmayan bélgelere baglanip, o bolgeleri ¢ogaltmalari, 6 numarali
Lecidea fuscoatra (Konya), 16 numaral1 Lecidea fuscoatra var. grisella (Trabzon), 24
numarali Lecidea fuscoatra (Konya), 26 numarali Lecidea fuscoatra var. grisella
(Trabzon) ve RP2 numarali Rhizocarpon lavatum (Rize) orneklerinde engellenmis,
ancak 15 numarali Lecidella carpathica (Trabzon), 21 numarali Porpidia crustulata
(Rize), 22 numarali Lecidella stigmatea (Aladaglar) ve 23 numarali Lecidella
elaeochroma (Bakirdagl) oOrneklerinde spesifik olmayan baglanmalarin Oniine
gecilememistir. Bunlarin arasindan 22 ve 23 numarali 6rneklere ait istenen DNA bandj,
jelden kesilerek saflagtirilmis ve dizilerine ulagilmistir. 15 numarali 6rnekte jelde
istenen bolgede bant elde edilemediginden, 21 numarali 6rnekte ise elde edilen bantlarin
birbirine yakin olmasi nedeniyle, istenen DNA bolgesinin jelden izolasyonu miimkiin

olmadigindan, bu 6rneklerin dizilerine ulagilamamuistir.
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4.3 DNA Dizi Analizi

Lecidea, Lecidella, Porpidia ve Rhizocarpon cinslerine ait toplam 19 6rnek Tiirkiye nin
farkli bolgelerinden toplanmistir. Cizelge 4.5’te de gosterildigi gibi 14 tanesi de Gen
Bankasindan alinmistir. Caligilan tiirlerde ilgili bolgenin DNA dizisinden siralanabilir
979 niikleotid elde edilmistir. Bu bolgelerden 233 niikleotidin sabit (C), 666 niikleotidin
degisken (V) oldugu bulunmustur. Degisken bolgelerden 349 niikleotidlik bolgenin ise
parsimoni informatif oldugu analizler sonucu ortaya c¢ikmistir. Calismada kullanilan

orneklerin ITS bolgelerinin siralanmis sekansi Cizelge 4.5’°te gosterilmistir.

Cizelge 4.5 Calismada kullanilan 6rneklerin ITS bolgelerinin siralanmis DNA sekansi

19
23 e
LD3 e
LD5 e
2 e ______
1
20
16 e
26 e
6
24 e
17 e
18
14 e
LC2 e
LC3 e
LCL e
RPL e e
RCA e
RC5 e
RP3 e
X oF
RP2 e
RCL e
RC2 e
8
LD2 GAATTCACTAGTGATTCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA
LD4 e
22 e -
12 e
LDL e
> Y
D1S GrUP m oo

19
23
LD3 e
LD5 e
2
1 e ______
20
16 e
26
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Cizelge 4.5 Calismada kullanilan 6rneklerin ITS boélgelerinin siralanmis DNA sekansi (devami)

6 ____________________________________________________________
24 e
17 e
18 e
14 e
LC2 e
LC3 e
LCL e
RPL e
RCA e
RC5 e
RP3 e
RC3 e
RP2 e

DIS GrUP mmmm oo

8 e AGCCCCCTATGTGGGGG-CTAC
LD2 CATCTCGAAGCCTGGCGACGCCATCAGTCTGGCTGGGAGCCCCCCTACGCGGGGGGCCAC

D1S GrUP  mmm oo -
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Cizelge 4.5 Calismada kullanilan 6rneklerin ITS bdlgelerinin siralanmig DNA sekansi (devami)

17 e
18 e
14 e
LC2 e
LC3 e
LCL e
RPL s
RCA e
RC5 e
RP3 e
RC3 e
RP2 e
RCI s GAATTCACTAGTGATTCTTGG
1 2 e CTTGG
8 CAGCAGCTCCTTCCGGAGTCCACAGATCAAACGATGAGCGGCCGCAACACTGCGGTTCAG
LD2 CAGCAGCTCCTTCGGGAGTCCACAGATCAAACGATGAGCGGCCGCTCCACTGCGGTTCAG
LD4 e
22 e
12 e -
LD1 TGGCCCGCGGGCACCGCCGATCATTTGATTCGGTTCTGGCTCCCCGGGTTGAGATATGAC
5 ____________________________________________________________
D1S GrUP  m e
19 e TAGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
P AACCTGCGGAAGGATCA
LD3 e
LD5 e
2 e GAAGGATCA
1 e GTGAACCTGCGGAAGGATCA
20 e GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
16 mmmmmmmmmmmmmooeo AAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
26 e CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
6  —---- TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
24 e GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
17 e GTGAACCTGCGGAAGGATCA
18 e TGCGGAAGGATCA
14 e GTGAACCTGCGGAAGGATCA
LC2 e CCTGCGGAAGGATCA
LC3 e CCTGCGGAAGGATCA
LCL e CCTGCGGAAGGATCA
RPL s AGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
RCA e
RCS5 e
RP3 e TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
RC3 e
RP2 e TGCGGAAGGATCA
RC1 TCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
RC2 TCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
8 ATATGACCGGCCCCAGCCTTCATCGGCTGGTGACTTCTTGCGGAACCTGCGGAAGGATCA
LDZ ATATGACCGGCCCCAGCCTGCATCGGCTGGTGACTCCTCGTGGAACCTGCGGAAGGATCA
LDA e
22 e AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
12 e TGCGGAAGGATCA
EDl CGTAGCAGCCTTGCAAAGGGCTGAAAGACTAGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA
D1S GrUP  mmmmmm e e TGCGGAAGGATCA
19 TTAATGAGTGAAGGGGCT -CACGCCTCTGGTGGCTTCACCGCCGCCTGACTCTATACCCT
23 TTAATGAATGAAGGGGTTTCGCGCCCGTGGTGGCTTCATTCCCGCCTGACTCTTCACCCT
LD3 ---ATGAGTGAAGGGGTT-CACGCCCCTGGTGGCTTCACTGCCGCCTGACTCTTCACCCT
LD5 ---ATGAGTGA--GGGTT-CACGCCCTGGGTGGCTTCACTGCCGCCCGACTCTTCACCCT
2 TTAATGAGTGAAAGGGTT-CGCGCCCTCGGTGGTTTCGTTGCTGCC-AACTCTATACCCT
1 TTAACGAGAGAGAGGCTT-CGCG-CCTCG-GGGGGCTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCC
20 TTAACGAGAGAGAGGCTT-CGCG-CCTCG-GGGGGCTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCC
16 TTAACGAGAGAGAGGCTT-CGCG-CCTCG-AGGGGCTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCC
26 TTAACGAGAGAGAGGCTT-CGCG-CCTCG-AGGGGCTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCC
6 TTAACGAGAGAGGGGCT - -CGCG-CCCCG--GGGGTTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCC
24 TTAACGAGAGAGGGGCT - -CGCG-CCCCG--GGGGTTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCC
17 TTACCGAGAGGAGGACCT-CGCGTCCCCG-GGGGGCTTCGGCCCCCAC--TCTTCACCCT
18 TTACCGAGAGGAGGACTT-CGCGTCCCCG-GGGGGCTTCGGCCCCCGC--TCTTCACCCT
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Cizelge 4.5 Calismada kullanilan 6rneklerin ITS boélgelerinin siralanmis DNA sekansi (devami)

14 TTAACGAGAGTGGGACCT-CGCGTCCCCC-GGGG-CTTCGGCCCCGAC--TCTTCACCCC
LC2 TTAACGAGAGAGGGGCCT-CGCG--CCCC-GGGGGTTTCGGCCCCGCC--TCCTCACCCC
LC3 TTAACGAGAGAGGGGCCT-CGCG--CCCC-GGGGGTTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCC
LC1 TTAACGAGAGAGGGACTT-CGCG--TCCC-GGGGGTTTCGGCCCCGCC--TCTTCACCCT
RP1 TTATTGAGATAGGGG-------—-——-—————-——---— CGAAGGCCCCGAA--CCTCCCACCC
RC4 ---TCGAGATAGGGG-------—=————————-——— CCAACGCCCCGAA--CCTCCCACCC
RC5 ---TTGAGATAGGGG--------—-—-————-—-----— CTCCGGCCCCGAA--CCTTC-ACCC
RP3 TTACCGAGATAGGGG------————=————————— CTCCGGCCCCGAA--CCTCCCACCC
RC3 ---CCGAGATAGGGG------————————-——---— CTCCGGCCCCGAA--CCTCCCACCC
RP2 TTACCGAGATAGGGG-----—-——=—=————————— CTCCGGCCCCGAA--CCTCCCACCC
RC1 TTATCGAGACAAGGGGC-------—-———————-—--— TCCCGGCCCCGAA--CCTCCCACCC
RC2 TTATCGAGACAAGGGGC-----———==———————— TCCCGGCCCCGAA--CCTCCCACCC
8 TTAATGAGCGAGGGGCTT-CGCGCTCCGG-CGGCTTCGCGGCCGCCAA-CTCTTCACCCT
LD2 TTAATGAGAGAGGGGCTT-TGCGCTCCGG-CGGCTTCGCGGCTGCCGA-CTCTTCACCCT
LD4 ---ATGAGAGAGGGGCTTTCGCGCTCCGG-CGGCTTCGCAGCTGCCAAACTCTTCACCCT
22 TTAACGAGAGAGGGGCTT-CGCGCCCCGG-CGGCCTCGCGGCCGCCAA-CTCTTCACCCT
12 TTATTGAGAGCGGGGCTT-CGCGCCCCGGGCGGCTTCACCGCCGCCCACCTCTTCACCCT
LD1 TTAATGAGTGAAGGGGCT-CACGCCCCTGGTGGCTTCACCGCCGCCTGACTCTATACCCT
YR
D1s Grup TTATCGAGTTTT-GACTGGGTTGTAGCTG--GCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTC
19 GTGCTT-ACATATCTTT-GTTGCTTTGGCGGGCCCTG-AAAGCCCTTTC-ACGCCAGCCC
23 GTGTTT-ACATATATTT-GTTGCTTTGGCGGGCCGTG-AAAGCCTTTTC-CCGCCA-CCC
LD3 GTGCTT-ACATATCTTT-GTTGCTTTGGCGGGCCTTG-GAAGCCTTTTC-ACGCCAGCCC
LD5 GTGTTT-ACATATCTTT-GTTGCTTTGGCGGGCCTTG-AGGGCCTTCTC-ACGCCAGCCT
2 GTGCTT-ACGTACCTTT-GTTTCTTTGGCGGGCCACA-GGGTCCATCCCGACGCCGGCCC
1 GTGCGT-ACCTAC-TTT-GTTGCTTTGGCGGGCCTC---GG-TTCCCCCGACGTCGGCCC
20 GTGCGT-ACCTAC-TTT-GTTGCTTTGGCGGGCCTC---GG-TTCCCCCGACGTCGGCCC
16 GTGCGT-ACCTAC-TCA-GTTGCTTTGGCGGGCCTC---GG-TCCCCCCGACGTCGGCCC
26 GTGCGT-ACCTAC-TCA-GTTGCTTTGGCGGGCCTC---GG-TCCCCCCGACGTCGGCCC
6 GTGCGT-ACCTACCTTT-GTTGCTTCGGCGGGCCTC---GGGTCCTCCCGACGTTGGCCT
24 GTGCGT-ACCTACCTTT-GTTGCTTCGGCGGGCCTC---GGGTCCTCCCGACGTTGGCCT
17 GTGCGT-ACCCACCGTT-GTTGCTTCGGCGCGCGGT---C---CGCGCCTGTTGCTCCGG
18 GTGCGT-ACCTACCGTT-GTTGCTTCGGCGCGCGGT---C---CGCGTCACCGGCCCCGG
14 GTGCGT-ACCTACCGTT-GTTGCTTCGGCGGGCCGT---CGTTCGCGCCGCGATGCCCGA
LC2 GTGTCT-ATCTACCTTT-GTTGCTTTGGCGGGCCTC---GGGTCCTCCCGACGTCGGGCT
LC3 GTGTCT-ATCTACCTTT-GTTGCTTTGGCGGGCCTC---GGGTTCTCCCGACGTCGGACT
LCl GTGCGT-ACCTACCTTT-GTTGCTTTGGCGGGCCTC---GAGTTCTCTCGACACCGGCTC
RP1 GTGTCA-ACCTAACTCTTGTTGCCTTGGCGGGCCCG---TG---TT----- GGCTGGTCC
RC4 GTGTCA-ACCTAACTCTTGTTGCTTTGGCGGGCCGT---GG---CC----- GGCTGGCCC
RC5 GTGCTT-ACCCACCTCT-GTTGCTTTGGCGGGCCTG---TG---CGCA---GGCTGTCCC
RP3 GTGTTT-ACCGACCCTT-GTTGCTTTGGCGGGTCCG---TG---CCGACCGGGACCGATC
RC3 GTGTTT-ACCGACCCTT-GTTGCTTTGGCGGGTCCG---TG---CCGACCGGGACCGATC
RP2 GTGTTT-ACCGACCCTT-GTTGCTTTGGCGGGTCCG---TG---CCGACCGGGACCGATC
RC1 GTGTTT-ACCAACCTTTTGTTGCTTTGGTGGGCCTG---CG---TC-------~- CGGGTT
RC2 GTGTTT-ACCAACCTTTTGTTGCTTTGGTGGGCCTG---CG---TC-------- CGGGTT
8 GTGTCTCATCTACCTAT-GTTGCTTTGGCGGGCCCT--GGGGGTCACCCCACGCCAACCT
LD2 GTGTCTAACCTACCCAT-GTTGCTTTGGCGGGCCCT--GGGGGTAACCTCACGCCAACCT
LD4 GTGTCTAACCTACCTCT-GTTGCTTTGGCGGGCCCT--GGGGGTAACCTCACGCCATCCT
22 GTGTCGAATCTACCTAT-GTTGCTTTGGCGGGCCCT--GGAGGTAACCCCACGCCAACCT
12 GTGTGTAATCTACCTTC-GTTGCTTTGACGGGCCTTAAGGGGGCAACCCCATGCTGTTCG
LD1 GTGCTT-ACATATCTTT-GTTGCTTTGGCGGGCCCTG--AAACCCCTTTCACGCCAGCCC
5 = ACGGGGGCCGTCCCTCTCGGGGGGCGA--—--—--—~— TCCTCCCTATC--TCC
D1s Grup ATCCACTCTACACCTGT-GCACTTACTGTGGGTATCAGATCGTGAAGCGTGCTCTTTTAC
19 TGAGCCCT--CCGCCTGGGCC-GGCGAGCGCCCGTCAGTAGCCCATTAC--AAAACCCTT
23 TTAACCTT--CCGGCTGGGCCCGGCAAGCGCCCGTCAGTAGCCCAT--C--AATATCCTT
LD3 TGAGCCCC--CCGCCTGGGCC-GGCGAGCGCCCGTCAGTAGCCCATTAC--AAAACCCTT
LD5 TGAGCCCT--TCGCTCGGGCC-GGCGAGTGCCCGCCAGCAGCCCATC-T--TAAACCCTT
2 TGAACTTC--CC-CTCAGGCAGGCGGGGCGCCCGTCAAGGGCCCATCAT--AA-ATCCTT
1 GGGGTTTC-CCCGGGCCGGGCG----CGTGCCCGCCAGAGACCGTACCC---AAACCCTG
20 GGGGTTTCGCCCGGGCCGGGCG----CGTGCCCGCCAGAGACCGTACCC---AAACCCTG
16 CGGGAGTC--CCGGGCTCGGCG----CGTGCCCGCCAGAGACCGTATCG---AAACCCTG
26 CGGGAGTC--CCGGGCTCGGCG----CGTGCCCGCCAGAGACCGTATCG---AAACCCTG
6 GGGGGTTAACCCCGGGCTCGCG----CGCGCTCGCCGGAGTCCATTTGC---AAACTCTG
24 GGGGGTTAACCCCGGGCTCGCG----CGCGCTCGCCGGAGTCCATTTGC---AAACTCTG
17 GGACTCCCCCCCGGGCGCTTCGCC-GCGGCCCCGCCGGAGGCCTTT--C---AAACCCCG
18 GGTACTCAACCCGGGTGTCGCGCCCGCGGCCCCGCCGGAGGCCCC---C---AAACCCCG
14 GGATCATCCCTCAGGCCCCGCG----TGAGCCCGCCGGAGGCCTTT--T---TAACCCTG
LC2 GGGGGTGA-CCCCGGTCCCGCG----CGCGCCCGCCGAAGGACCTT--C---AAACTCTG
LC3 GGGGGCGA-CCCCGGTCCCGCG----CGCGCCCGCCGAAGGACCTT--C---AA-CTCTG
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LC1 GGGGGCGA-CCCCGGGCTCGCG----CGCGCCCGCCGAAGGACCC---C---AAACTCTG
RP1 GGCACCCC-CGCT-GCGGGGCG-----~- CGCCCGCCGAAGGCCTTATCT--AAAACCTTT
RC4 AGCGCCCC-CGAC-GTGAGGTG------ CGCCCGCCGAAGGCCTC--CC--CACACCTTT
RC5 GGCACCCC-CCTGAGCGGGGCG-----~- CGCCCGTCGAGAGCCCCATCA--AAAACCTTT
RP3 GGTACCCC-CTTAACCGGGGAG------ CGCCCGCCGAAAGCCTGTCCGGTACAAATTCT
RC3 GGTACCCC-CTTAACCGGGGAG------ CGCCCGCCGAAAGCCTGTCCGGTACAAATTCT
RP2 GGTACCCC-CTTAACCGGGGAG------ CGCCCGCCGAAAGCCTGTCCGGTACAAATTCT
RC1 GAAAGCCC-GGCTGCTGCTGCG-----~- TGCCCGCCAGAAGCCTCCCTG----- AACTCA
RC2 GAAAGCCC-GGCTGCTGCTGCG------ TGCCCGCCAGAAGCCTCCCTG----- AACTCA
8 TGGGCTTC--GCGGCCCGGGTCGGTCAGCGCCCGTCGAAGGCCCCATCC----AACTCTG
LD2 TGGGCTTC--GCGGTCCGGGTCGGTCAGCGCCCGTCGAAGGCCCCCATC----AACTCTG
LD4 TGGGCTTC--GCGGCCCGGGTCGGTCAGCGCCCGTCGAAGGCCCCAT-C----AACTCTG
22 TGGGCTTC--ACGGCCCGGGTCGGTCAGCGCCCGTCGAAGGCCCCAT-C----AATTCTG
12 CGGGCTTT--GTTGCCCGGGTCGGCGAGTGCCCGTCAGAGGCCCAATCA----AACTCGT
LD1 TGAGCCCT---CCGCCTGGGCCGGCGAGCGCCCGTCAGTAGCCCATCAC--AAACCCCTT
5 CAAACCCCCTGTCTATCGACCTCACACACACACACTATAGTACACCTCAGAGAAGTCGTC
D1s Grup CGGAGCTTGTGAAGCGTGTCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACACTATAA--—-—-—-—----
19 TATATCAGTG-ACGTCCGAGTATCAAAAC---AATTAAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
23 TATATCAGTG-ATGTCCGAGTATCAAAAT - --AAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
LD3 TATATCAGTG-ATGTCCGAGTATCAATAC---AAATGAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
LD5 CATATCAATG-ACGTCCGAGTATCATATT---CAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
2 CTTATCAGTG-ACGTCCGAGCATCATCATCATAAATGAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
1 TCCATCAGTGTTCGTCTGAGTACCAA-GT---AAAT-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
20 TCCATCAGTGTTCGTCTGAGTACCAA-TG---CAAT-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
16 TTCATCAGTGTCCGTCTGAGTACCAA-TT---CAAT-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
26 TTCATCAGTGTCCGTCTGAGTACCAA-TT---CAAT-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
6 TTTATCCGCGGTAGTCTGAGTACCAA-CA---CAAT-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
24 TTTATCCGCGGTAGTCTGAGTACCAA-CA---CAAT-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
17 T-CATCAGTG-TCGTCTGAGGAGAAA-TC---CAAT-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
18 T-CATCAGTG-TCGTCCGAGGAGAAA-TC---CAAC-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
14 T-CATCCGTG-CCGTCTGAGGAGAAA-TT---CAAC-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
LC2 TTTATCAGTG-TAGTCTGAGTGTCAA-TT---TAAT-ATTTAAAACTTTCAACAACGGAT
LC3 TTTATCCGTG-TAGTCTGAGCGTCAA-TT---CAAT-ATTTAAAACTTTCAACAACGGAT
LCl TTCATCAGTG-TAGTCTGAGCGTTAA-TT---CAAT-ATCTAAAACTTTCAACAACGGAT
RP1 TTCCACCGGTGACGTCTGAGCGACCACAT---AAAA-TAT-AAAACTTTCAACAACGGAT
RC4 TT--ACCGGTGACGTCTGAGCGAAAACAC---AAAA-AATTAAAACTTTCAACAACGGAT
RC5 TT--ATCGGTGACGTCTGAGCGACAACAC---AAAA-AACTAAAACTTTCAACAACGGAT
RP3 TCAGCGCGGTGGAGTCTGAGTGAACATGG---CAAT-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
RC3 TCAACGCGGTGGAGTCTGAGTGAACATAG---CAAT-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
RP2 TCAACGCGGTGGAGTCTGAGTGAACAGGG---CAAT-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
RC1 TTTACCGGTTAGAGTCTGAGTGACCG-AA---CAAC-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
RC2 TTTACCGGTTAGAGTCTGAGTGACCG-AA---CAAC-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
8 TTTATCAGTG-ATGTCCGAGCACAAA-CA---CAAC-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
LD2 TTTATCAGTG-ATGTCCGAGTACAAA-CA---CAAT-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
LD4 TTTATCAGTG-ATGTCCGAGTACAAA-CA---CAAT-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
22 TTTATCAGTG-ATGTCCGAGTACCAA-CA---CAAT-AATCAAAACTTTCAACAACGGAT
12 TTTATCAGTG-ACGTCCGAGTAAAAA-TA---TAAT-GATCAAAATTTTCAACAACGGAT
LD1 TATATCAGTG-ACGTCCGAGTATCAAAAC---AATTAAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
5 CCTAGCGGGG--TGCGCGACCCTAAAATGTACCAA--AAACAAAACTTTCAACAACGGAT
D1s Grup AGTATCAGAATGTGTATTACGATGTAACG---CATCTATATACAACTTTCAGCAACGGAT
19 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
23 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
LD3 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
LD5 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
2 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
1 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
20 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
16 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAG
26 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAG
6 CTCTTGGTTCTGGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
24 CTCTTGGTTCTGGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
17 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAG
18 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAG
14 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
LC2 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
LC3 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
LC1 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
RP1 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
RC4 CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
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RC5
RP3
RC3
RP2

LD3

RP3

Grup

Grup

CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCGGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
CTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG

PROROROTOR e e e e e e e e e e e e r et st st orOrarar e vedr Y YUYy

AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAAGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGCATTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTACTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTACTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTACTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGCACTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGCACTCCAAGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCCGGTATTCCGGGGGGCA
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCA

TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----~- GCTTGGTATTGGGCCCT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----~- GCTTGGTATTGAGCCCT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----~- GCTTGGTATTGGGCTTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----- GCTTGGTATTGGGCTCC-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGGA---~-~- GCTTGGTATTGGGCCCC-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGTATC----- GCTTGGTGTTGGGCTTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCACC----~- GCTTGGTATTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCATC----- GCTTGGTATTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCATC----~- GCTTGGTATTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCACT----- GCTTGGTATTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCACT----~- GCTTGGTATTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCACC----- GCTTGGTTCTGGGCGTC-G
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCACC----~- GCTTGGTACTGGGCTTC-G
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCACC----- GCTTGGTCGTGGGTCTC-G
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCCTC----~- GCTTGGTGTTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCCTC----- GCTTGGTGTTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCAACCC-TCAAGCACC----~- GCTTGGTATTGGGCCTT-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTA-ACCCCCTCAAGCATC----- GCTTGGTATTGGGCCTC-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTA-ACCCCCTCAAGCACC----~- GCTTGGTGTTGGGCTTC-C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTA-ACCCCCTCAAGCATC----- GCTTGGTATTGGGCATC-C

TGCCTGTCCGAGCGTCATTACACCC--TCAAGCCCTT----GCTTGGTATTGGGCCGA-C
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RC3 TGCCTGTCCGAGCGTCATTACACCC--TCAAGCCCTT----GCTTGGTATTGGGCCGA-C
RP2 TGCCTGTCCGAGCGTCATTACACCC--TCAAGCCCTT----GCTTGGTATTGGGCCGA-C
RC1 TGCCTGTTCGAGCGTCATTAAACCCCCTCAGGCCCTTTCAGGCTTGGTCTTGGGCCTT-T
RC2 TGCCTGTTCGAGCGTCATTAAACCCCCTCAGGCCCTTTCAGGCTTGGTCTTGGGCCTT-T
8 TGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCC-TCAAGCGTA----- GCTTGGTGTTGGGCTCT-C
LD2 TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----~- GCTTGGTGTTGGGCTCT-C
LD4 TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----- GCTTGGTGTTGGGCCTT-C
22 TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----~- GCTTGGTGTTGGGCCCT-C
12 TGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCC-TCAAGCATA----- GCTTGGTTTTGAGCCTT-C
LD1 TGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACCCC-TCAAGCGTA----~- GC-----—— -
5 TGCCTGTTCGAGCGTCACAAAAAAAGGCAATCGACCTCCGGTCCTAGCGTGTAACAGCGC
D1s Grup TGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTT-CAACCTATAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTT-G
19 GCC---GCTCCGGCGGGCCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCC-GTGTGACTTCGAGCGTAGT -
23 GCC---GCTCCGGCGGGCCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCC-GTGTGACTTCGAGCGTAGT -
LD3 GCC---GCTCCGGCGGGCCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCC-GTGTGACTTCGAGCGTAGT -
LD5 GCC---GCTCCGGCGGACCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCC-GTGTGACTTCGAGCGTAGT -
2 GCC---GCTCCGGCGCGCCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCG-GTGTGGCTTCGAGCGTAGT -
1 GTC---CCTCGGACGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGTTCA-TTGGGACCTCGAGCGCAGTC
20 GTC---CCTCGGACGTGCCCGAAAATTAGTGGCGGTTCA-TTGGGACCTCGAGCGCAGTC
16 GTC---CCTCGGACGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGTCCG-TTGGGACTTCGAGCGCAGTC
26 GTC---CCTCGGACGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGTCCG-TTGGGACTTCGAGCGCAGTC
6 GTC---CCCCGGACGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGTCCAGTCGGGACATCAAGCGTAGT -
24 GTC---CCCCGGACGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGTCCAGTCGGGACTTCAAGCGTAGT -
17 TCC---GCAGGGACGTGCCCGAAAGACAGTGGCGGCCCGGCCGGGGCCCCGAGCGTAGT -
18 TCC---GCAGGGGCGTGCCCGAAAGACAGTGGCGGTCCGGCCGGGACCCCGAGCGCAGT -
14 TCC---GCAGGGACGTGCCCGAAAGTCAGTGGCGGCCCAGCCGGGGCCCCGGGCGTAGT -
LC2 GCC---CCCTGGGCGTGCCCGAAAGTCAATGGCGGTCCAGCCGGGACTTCAGGCGTAGT -
LC3 GCC---CCCTGGGCGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGTCCAGCCGGGACTTCAGGCGTAGT -
LC1 GTC---CCCCGGACGTGCCCGAAAGTTAGTGGCGGCCCAGCCGGGACTTCAGGCGTAGT -
RP1 ACC-GCCTGAGGTGTGGCCCCAAACCCATCGGCGGCCCG-GTTCGACTTCAGGCGTAGT -
RC4 ACC-TCCCGAGGTGCGGCCCCAAACGCATCGGCGGCCCG-GTTCGACTTCAGGCGTAGT -
RC5 ACCCTCCCGTGGTGGGGCCCCAAACCCATCGGCGGCCCA-GGTCGGCTCCAGGCGTAGT -
RP3 ACTCCCTTGGGGGTGGGTCCGAAAGTCATTGGCCGTCCGCATCGGACTTCAGGCGTAGT -
RC3 ACTCCCTTGGGGGTGGGTCCGAAAGTCATTGGCCGTCCGCATCGGACTTCAGGCGTAGT -
RP2 ACTCCCTTGGGGGTGGGTCCGAAAGTCATTGGCCGTCCGCATCGGACTTCAGGCGTAGT -
RC1 TCACC-TCGTGGGTGGGCCCCAAAGTTATTGGCAGCGCA-GTCCGACTTTGAGCGTAGT -
RC2 TCACC-TCGTGGGTGGGCCCCAAAGTTATTGGCAGCGCA-GTCCGACTTTGAGCGTAGT -
8 GCC---CCCGCGGCGGGCCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCG-GA- -~ - === === === === ——
LD2 GCC---CCCGCGGCGGGCCCAAAAGTCAGTGGCGGTCCG-GAGCGACTTCGAGCGTAGT -
LD4 GCC---CCCGCGGCGGGCCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCG-GTGCGACTTCGAGCGTAGT -
22 GCC---CCCGCGGCGGGCCCGAAAGTCAGTGGCGGTCCG-GAGGGACTTCGAGCGTAGT -
12l GCC---CCCGTGGCGGGCCCGAAAATCAGTGGCGGTCCG-GCGTGACTTCGAGCGTAGT -
3 e e
5 GAACGTCTGGGGGCTCGACGTTGGGCGATTGGACTATCGCACTTGTATCCCATCGTGGCC
D1s Grup GACTTGGAGGCTTGTCGGCCTTGATCGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATT--AGCTTGATT
19 AAA-CA--TC----TCCCGCTCTGGAGGC--TCACGCGGCGACCGGCCAG--AACGCCCA
23 AAA-CAAATC----TCCCGCTTTGGAGGC--TCACGCGGCGACCGGCCAG--AACGCCCA
LD3 AAA-CA--TC----TCCCGCTTTGGAGGC--TCACGCGGCGACCGGCCAG--AACGCCCA
LD5 AAAACA--TC----TCCCGCTTTGGAATC--TCATGTGGCGACCGGCCAG--AACGCCCA
2 AAA-CAATTC----TCCCGCTTTGGAAGC--CTCTGCTGCGGCCGG---~-—-—-——————~—
1 GAAATTATCA----TCC-GCTCTAG--G--TTCGCGTTGCGGCCGGCCAGCCAACCCCCA
20 GAAATTATCA----TTC-GCTCCAG--GC-TTCCCGTTGCGGCCGGCCAGCCAACCCCCA
16 GAAACTATCA----TCC-GCTCAAGAAGT-TTCCCGTTGCGGCCGGCCAGCCAACCCTCA
26 GAAACTATCA----TCC-GCTCAAGAAGT-TTCCCGTTGCGGCCGGCCAGCCAACCCTCA
6 -AACTCATCG----TCCCGCTTACGAAAA-GGCCCGCTGTGGCCAGCCAGCCAACCCCCA
24 -AACTCATCG----TCCCGCTTACGAAGC-GCCCCGCTGTGGCCAGCCAGCCAACCCCCA
17 -AGATTACCT----TTC-GCTCCGGGCGC--TCCCGCGGCGGTCAGCCAGCCAACACCCC
18 -AGATTACCT----TTC-GCTCCGGGCGCGCTCCCGCCGCGGCCAGCCAGCCAACACCCC
14 -AAACTATCT----CCC-GC-CCAGGGACGCCCCCGCGGTGGCCGGCCAGCCAACCCCG-
LC2 -AATCTATCA----TCCCGCCTACGAAGA-TCCCCCCTGCGGCTCGCCAGCCAACCTTCA
LC3 -AATCTATCA----TCCCGCCTACGAAGA-TCCCTCCTGCGGCTCGCCAGCCAACCTTCA
LC1 -AATATTTCA----TCCCGCCTATGGAGC-TCCCCCCTGCGGTTTGCCAGTTAACCT-CA
rRPL  —=--- AGTTT----TTCCGCCTCCGGAGT-ATCGCGCCG-GGCCTGCCCGACAACCACCG
rRC4 —---- AGTTT----GTCCGCCTCCGGAGT-GCTGCGCCG-GGCCCGCCCGACAACCACTG
RC5  ===-- AGTTT----TTCCGCCCCCGGAGC-GCGGCGCTG-AGCTCGCCCGACAACCGCCA
RP3  —=--- GGTTT----TCCCGCCTTGGAAGC-GCCGGCCCG-GGCCTGCCAGACAACATCCA
RC3 === GGCTT----TCCCGCCTTGGAAGC-GCCGGCCCG-GGCCTGCCAGACAACATCCA
rRP2  —=--- GGTTT----TCCCGCCTTGGAAGC-GCCGGCCCG-GGCCTGCCAGACAACATCCA
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RCL - AGTTT----TCCCGCTCTGGAAGC-ATCGGCCTG-GTCTCGCCAGACAACCGCCA
gcz ————— AGTTT----TCCCGCTCTGGAAGC-ATCGGCCTG-GTCTCGCCAGACAACCGCCA
LD2 ~AAA-TTTTC----TCCCGCTTTGGAAGC-TCGCCCCG-CGGCCGGCCAG--AACGGCCA
LD4 ~AAA-TTTTC----TCCCGCTTTGGAAGC-TCGCCCCG-CGGCCGGCCAG--AACGGCCA
22 ~AAAATTTTC----TCCCGCTTTGGAAGT -CCGCCCCG-CGGCCGGCCAG--AACGGCCA
121 ~AAA-CCTTC----TCCCGCTTTGGAAGC-GCGCGCCGTCGACCTGTCAG--AACGCCCG
T T ——
5 CTATTTCTCTATAGTCCCGCCTTAAATTCGTTGGCAGCGGCACGGAGTCTCGAGCGTACC
D1s Grup CCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATATCTACGCCGCGACCGTGAAGCGTTTGGCGA
19 AC====TTTTCAATGAT = === === == = = == = — o oo
23 AC-=-=-TTTTCAATGATTGACC-=========== === === === ——mo oo
LD3 AC----TTTTTAATGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
LD5 AC====TTTTCAAT — === === == = = — e e
2
1 AT==TATTTCAA-TGGT === === === == == === —mm——mmo oo
20 AT--TACTTCAA-TGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA -~ —===========———————~
16 AT--TATTTCAAATGGTTGACCTCGGATCAGG-——===========—==—=———~—————
26 AT--TATTTCAAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
6 AC--TATCTTCAATGGTTGACCTCGGAT == ================————————————
24 AC--TATCTTCAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG-—==============——=————~
17 C---GAATTTCAATGGTTGACCTCGGATCAGG-=================—————————
18 CCCCGATTTTCAATGGTTGACCTCGGATCAGG- === =============——————————
14 ~—~~AATCTTCAATGGTTGACCTCGGATCAGG- == =============——==—~——————
LC2 GT--GTC-TTCAATGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC- - -~
LC3 GT--GTCATTCAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA- - -
LCl GT--TTCTCCAAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA- -~
RP1 TC----TTCCATA--ATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA------~-
RC4 TC- === TTCCAT ~ == === = = = m == o e
RC5 CC====TCTGAA = === = = == = e
RP3 CA----TTCTTTCGCATTGACCTCGGATCAGGTAGGGA -~ === ============-~~~-
RC3 CA====TTCTTTCG= === === === = === == = mm = — oo
RP2 CA----TTCTTTCGCATTGACCTCGGATCA= === === === === === ==~ —— =~~~
RC1 TC----TTGTCTC--ATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
§C2 TC----TTGTCTC--ATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
LD2 AC------ TTCAATGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
LD4 AC------ TTCAATGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
22 R TTCAATGATTGACCTCGGATCAGGTAGG-================-~—-——~—
12 AC------ TTTTTTAATGAT — === === === === == mm e m e e
LDL e
5 AA----GACCGTAAAACAGTCACCGCTTCGTGGGCCACCGTTTGCTCCGTTGTAGCCCCA
D1s Grup GC----- TTCTAACCGTCTCACTTGAGAGACAACTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGG
19
23 e
LD3 CAATAAG= === = = == = = = = = = =
LD5 e
2
1
7
16 e
26 (Y T
6
72
17 e
18
14 e
LC2 e
LC3 e
LCL e
RPL e
RCA e
RCS e
RP3 e
RC3 e
RP2 e
RC1 CAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCA
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Cizelge 4.5 Calismada kullanilan 6rneklerin ITS bdlgelerinin siralanmig DNA sekansi (devami)

gcz CAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCA
LD2 CAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCA
LD4 CAATAAG- === = = = = = = = = m
22 e
12 e
LDL e
5 AAATGACCCCCTAGAGGCGCCTTCAAAAAGCGCGACAAAATTGACCTCGGATCAG-----
D1s Grup TAGGACTA === === === = = = = = — — —

19 e
T e ——
LD3  mmmmmme e

RC1 ACAGCTCAAATA
RC2 ACAGCTCAAAT-
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Cizelge 4.5 Gen Bankasindan alinan 6rnekler

Tiir Adx Gen Bank No Orjin
LCl1-Lecidea lapicida var. pantherina AF332120.1 Rusya
LC2-Lecidea lapicida var. pantherina AF332119.1 Rusya
LC3-Lecidea lapicida var. pantherina AF332118.1 Rusya
LD1-Lecidella elaeochroma EU266082.1 Kore
LD2-Lecidella carpathica DQ534471.2 Kore
LD3-Lecidella elaeochroma AY541275.1 Avusturya
LD4-Lecidella carpathica AY541274.1 Avusturya
LD5-Lecidella meiococca AF517929.1 Norveg
RC1-Rhizocarpon nidificum DQ534483.2 Kore
RC2-Rhizocarpon geographicum DQ534482.1 Kore
RC3-Rhizocarpon lavatum AF483610.1 Norveg
RC4-Rhizocarpon petraeum AF483609.1 Norveg
RC5-Rhizocarpon reductum AF483608.1 Norveg
Genoderma applanatum GU256764.1 USA

Calisilan 19 farkl tiiriin ve Gen Bankasindan alian diger tiirlerin filogenetik analizi

icin Mega 4 programimna (Tamura et al. 2007) gore 4 farkli analiz yOntemi

uygulanmigtir.
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Ganoderma applanatum (USA)

Sekil 4.4 Orneklere ait Neighbor- Joining dendrogrami

*Calismamizdan elde edilen 6rnekler
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Sekil 4.5 Orneklerin Minimum Evolution dendrogrami

*Calismamizdan elde edilen 6rnekler
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Sekil 4.6 Orneklerin Maximum Parsimony dendrogrami

*Calismamizdan elde edilen 6rnekler
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Sekil 4.7 Orneklerin UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of ArithmeticAvarage)
dendrogrami

*Calismamizdan elde edilen 6rnekler
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Cizelge 4.6 Karsilastirilan 6rneklerin icerdikleri baz ¢iftleri ve sayilar

R:
Mgili il si |sv |si/sv|TT |TC |TA |TG |CT CC |CA |CG
bolge
ITS
bolgesi 376 |57 |65 |09 |84 |19 |5 7 18 107 |8 11
AT |AC| AA| AG |GT |GC | GA | GG | TOP.
5 9 81 |10 |8 11 |9 104 | 497.5

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

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

oranlar1), R = si/sv oran1 degerleri Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Kullanilan 6rneklere ait uzaklik indeksi

2 3 4 5
1. Lecidella
2. Lecidea 0.15
3. Porpidia 0.17 0.13
4. Rhizocarpon 0.18 0.17 0.17
5. D1s grup 0.30 0.30 0.33 0.33
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S.TARTISMA VE SONUC

Bu calismada Lecidea ve iliskili liken cinslerinden oldugu bilinen, Lecidella, Porpidia
ve Rhizocarpon cinslerine ait toplam 29 6rnek incelenmistir. Bu ¢alismada daha 6nce
Tiirkiye’de likenler iizerine yeni yapilmaya baslanmis olan molekiiler teknikler
uygulanmistir. Morfolojik olarak ii¢ gruptan olusan likenlerden, sistematik tanimlamada
en ¢ok zorlanilan grup crustose (kabuksu) likenlerdir. Bu nedenle tez ¢alismasinda bu
gruplara daha ¢ok agirlik verilmistir. Kabuksu likenlerin araziden toplanma islemi
oldukca zor oldugundan, ancak 0.001-0.08 gr araliginda degisen miktarda liken 6rnegi
elde edilebilmistir. Bitki 6rnekleri ile yapilan ¢aligmalarda, 500-1000 ng/ul DNA elde
edebilmek i¢in 0.1 gr 6rnek kullanildig: diistiniiliirse, bu miktarin oldukea diisiik oldugu
anlagilabilir. Tez calismasinda, bu nedenle DNA izolasyonu sonucunda nanodrop
Olciimleriyle 34.09 - 933.5 ng/ul araliginda degisen miktarda DNA elde edilebilmistir.
Bu DNA’larin  saflifi  (A260/280 absorpsiyon orani1), 0.59-1.72 araliinda
degismektedir.

izole edilen DNA’larin, rDNA (ITS) bélgelerini PZR yardimiyla ¢ogaltmak amaciyla
iki ayr1 PZR denemesi yapilmistir. ilk PZR denemesi, 52 °C baglanma sicakliginda
gergeklestirilmistir. PZR sonucunda, 12 Ornegin ITS bdlgeleri ¢ogaltilabilmis, bazi
orneklerin ITS bolgelerine ait sonug elde edilemezken, bazi 6rneklerde de ITS bolgesi
disinda istenmeyen, 6zgiil olmayan bantlar gézlenmistir. Bu 6zgiil olmayan bantlarin
ortaya c¢ikmasini engellemek amaciyla, baglanma sicakliginin 54 °C’ye ¢ikartildigi
ikinci PZR denemesi yapilarak, primerlerin 6zgiil olmayan boélgelere baglanip, o
bolgeleri ¢ogaltmalar1 engellenmeye calisilmistir. ikinci PCR denemesinde, ilk
denemedeki 6 (Lecidea fuscoatra, Konya), 16 (Lecidea fuscoatra var. grisella,
Trabzon), 24 (Lecidea fuscoatra, Konya), 26 (Lecidea fuscoatra var.grisella, Trabzon)
ve RP2 (Rhizocarpon lavatum, Rize) numarali Orneklerdeki spesifik olmayan
baglanmalarin 6niine gecilmis ve rDNA (ITS) bolgeleri ¢ogaltilabilmistir. Ik PZR
denemesinde 17 (Porpidia macrocarpa, Rize) ve 18 (Porpidia crustulata, Trabzon)
numarali 6rneklere ait elektroforez jelinde herhangi bir bant gézlenemezken, ikinci PZR

denemesinde ITS bolgeleri c¢ogaltilarak, tek bant elde edilebilmistir. PZR
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reaksiyonundaki baglanma sicakligi 54 °C’arttirllmasina ragmen, 15 numarali Lecidella
carpathica (Trabzon), 21 numarali Porpidia crustulata (Rize), 22 numarali Lecidella
stigmatea (Aladaglar) ve 23 numarali Lecidella elacochroma (Bakirdagi) 6rneklerinde
spesifik olmayan baglanmalarin Oniine ge¢ilememistir. Bunlarin arasindan 22 ve 23
numarali orneklere ait istenen DNA bandi, jelden kesilerek saflastirilmis ve bu
orneklerin dizilerine ulagilmistir. 15 numarali drnekte jelde istenen bdlgede bant elde
edilemediginden, 21 numarali 6rnekte ise elde edilen bantlarin birbirine yakin olmasi
nedeniyle jelden istenen DNA boélgesinin izolasyonu miimkiin olmadigindan, bu

orneklerin dizilerine ulagilamamustir.

rRNA dizileri yasayan tiim hiicrelerde bulundugundan ve ayni gorevi iistlendiginden
taksonomik ve filogenetik calismalar icin siklikla kullanilmaktadir Bu dizilerin
evriminin tiim genomun evrimini yansittig1 sdylenebildigi gibi ayn1 zamanda farklilik
gosteren ve korunmus bolgeler de icermektedirler. Bu sayede farkli taksonomik
gruplarda bulunan organizmalarin karsilastirma ve ayirimlarinda kullanilmaktadir.
Bilindigi gibi genotipleme konusunda PZR teknolojisine dayanan metotlar, sagladig
avantajlar goz onilinde bulundurularak, diinyada siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada
da gliniimiiz biyoteknolojisinde kullanilan, son derece énemli bir yontem olan DNA dizi
analizi yontemi kullanilmistir. Genotipleme caligmalarinda RAPD, AFLP gibi farkl
yontemler de kullanilmaktadir; ancak bu teknikler, likenlerin simbiyotik yasami
sebebiyle problem c¢ikarmaktadir. ITS dizi analizi ile sadece mantara 6zgili primerler

kullanilarak, bu engeller agilmistir.

Bu c¢alismada, Lecidea, Lecidella, Porpidio ve Rhizocarpon cinslerine ait toplam 19
ornegin, ITS1F ve ITS4 primerleri kullanilarak, rDNA (ITS) bolgeleri, PZR yardimiyla
cogaltilip, dizi analizi yapilarak tiirler arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklar ortaya
cikarilmistir. Gen Bankasindan alinan Lecidea, Lecidella, Rhizocarpon ve Genoderma
cinslerine ait toplam 14 6rnegin dizileri kiyaslanarak filogenetik analiz yapilmistir. Gen
Bankasindan alinan ornekler arasindaki Genoderma applanatum tiiri mantarlar
aleminde smiflandirilmakta, ancak diger tiirlerden farkli bir familyada yer almaktadir.

Calismada kullanilan diger tiirlere uzakligi nedeniyle dis grup olarak adlandirilmaktadir.
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Olusturulan dendrogramlarin giivenilirligini test etmek amaciyla g¢aligmaya dahil

edilmistir.

MEGA 4 programi (Tamura et al. 2007) ile yapilan bu incelemede farkli filogenetik
yontemlere (Neighbour-Joining, Minimum Evolution, Maksimum Parsimony,

UPGMA) gore dendrogramlar elde edilmistir (Sekil 4.4 - 4.7).

Neighbor-Joining analizi ile elde edilen dendrogram (Sekil 4.4) incelendiginde, tiirlerin
baslangicta iki ana kola ayrildig1r gozlenmistir. Kollardan birini dis grup olarak alinan

Genoderma applanatum tiri olustururken, diger tiirler ikinci kolda toplanmistir.

Konya’dan toplanan Lecidella carpathica bir dal olustururken, Lecidella, Lecidea,
Porpidia ve Rhizocarpon cinsine ait tiirler diger dalda toplanmustir. Lecidella

carpathica 6rmeginin agactaki dal uzunlugu, dolayisiyla genetik uzaklig fazladir.

Farkli bolgelerden toplanan Lecidella elaeochroma tiiriine ait Ornekler bir dalin
uzantisinda toplanirken, Norveg’ten alinan Lecidella meiccocca 6rnegi diger dalda yer

almaktadir.

Norveg’ten alinan Rhizocarpon petraeum ve Rhizocarpon reductum Ornekleri ile
Trabzon’dan toplanan Rhizocarpon petraeum 6rnegi bir dal olustururken, Rhizocarpon

cinsine ait diger tiirler ikinci dali olusturmustur.

Rize’den toplanan Porpidia macrocarpa ve Trabzon’dan toplanan Porpidia crustulata
ornekleri % 97’lik bootstrap degeri ile bir grup olusturmustur. Bu grup Trabzon’dan
toplanan Porpidia musiva 6rnegi ile % 97’lik bootstrap degeri ile ikinci bir grup

olusturmustur.

Rusya’dan alinan Lecidea lapicida var. pantherina Ornekleri bir dalin uzantisinda

toplanirken, Tirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan ve gen bankasindan alinan
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Lecidea fuscoatra tiriine ait Ornekler diger dalin uzantisinda toplanmistir. Bunlar
arasinda, Konya’nin farkli bolgelerinden toplanan Lecidea fuscoatra Ornekleri
%100’liik boot strap degeri ile bir grup olustururken, Trabzon’un farkli bolgelerinden
toplanan Lecidea fuscoatra var. grisella 6rnekleri % 99’luk boot strap degeri ile bir

grup olusturmustur.

Genel olarak, ayni cinse ait tiirlerin kdke dogru tek bir dal iizerinde birlesiyor olmasi,

sonucun glivenilirligini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.5°te minimum evolution kullanarak elde ettigimiz dendrogram, Sekil 4.6’da

maximum parsimony analizi kullanarak elde edilen dendrogram, Sekil 4.7°de UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average) kullanilarak yapilan
dendrogram goriilmektedir. Olusturulan tiim dendrogramlar genel olarak birbirleri ile

uyumludur.

Cizelge 4.7°de DNA dizi analizi yapilmis olan tiirlerin uzaklik indeksi bulunmaktadir.
Porpidia cinsine ait tiirler ile Lecidea cinsine ait tiirler 0.13 uzaklik degeriyle
birbirlerina en yakin tiirlerdir. D1s grup olarak alinan Genoderma applanatum tiirii genel

olarak tiim cinslere ait tiirlerden uzak goriilmektedir.

Diinya literatiiriinde Lecidella, Porpidia, Rhizocarpon cinslerine ait ITS bolgesi ile
yapilan caligmalar mevcutken, Lecidea cinsine ait bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

nedenle bu tez ¢alismasi bu konuda yapilmis olan ilk ¢calismadir.

Yaptigimiz bu aragtirmanin sonucunda elde edilen benzemezlik indeksi ve dendrogram
verileri ¢alisilan bireylerdeki genomik benzerlik ve farkliliklart ortaya koymaktadir.
Ozellikle farkli habitat ve populasyonlarda varyasyon gdsteren orneklerin molekiiler
filogenisi belirlenerek taksonomik degerleri kesin olarak ortaya konulmustur. ITS
bolgelerinin ¢ogaltilmasi sonucu birbirine uzak taksonlarin akraba iligkilerinin
tanimlanmas1 saglanmistir. Boylece ¢alisilan cinslerin Tiirkiye’deki populasyon durumu

hakkinda genis bir bilgi elde edilmistir. Bu tiir ¢alismalar sonucunda elde edilecek
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bilgiler dogrultusunda, molekiiler filogeniye dayali olarak c¢alisilacak cinslerin
taksonomik problemlerinin ¢oziimlenmesi, liken sistematigindeki yerlerini molekiiler

boyutta ortaya koymasi agisindan oldukca biiyiik 6nem tasimaktadir.

Likenler, Anadolu’da gosterdigi tiir zenginligi ile Tiirkiye’deki biyogesitliligin énemli
bir kaynagidir. Bu calisma daha fazla tiir ve lokalite ile genis Olgekli olarak devam
ettirildigi takdirde tiirler arasindaki ITS g¢esitliligi, Lecidea, Lecidella, Porpidia ve
Rhizocarpon cinsleri de dahil bir¢ok liken cinsi igerisindeki evrimsel farklilagmay1
aydinlatmaya yardimci olabilecektir. Bu ve benzeri arastirmalar Tiirkiye’deki zengin

gen potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasina ve korunmasina katki saglayacaktir.
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