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Liken Kiiltiiriinde Simbiyotik Yasamin Karakterize Edilmesi

OZET; Dogada bulunan simbiyotik yasam formunun amaci, simbiyotik iliskide yer alan
her iki organizmaya da hayatta kalma konusunda avantaj saglamasidir. Bunu goz
oniinde bulundurarak projenin ilk kisminda, isole edilmis ve birlikte yasayan mantar ve
algin biliylime hizlan karsilagtirilacaktir. Bu anlamda laboratuvar kosullarinda saglanan
ve dogadaki optimum kosullara benzer kiiltiirlerde yetisen simbiyotik ve aposimbiyotik
likenin biiyiimeleri takip edilecektir. Onemli bir diger konu da likenlerin dogada hava
kirliligi i¢in stres teskil edecek kosullara maruz kalabilmeleridir. Bu durum g6z 6niinde
bulundurularak, projenin ikinci asamasinda osmotik stres, 1s1 soku ve agir metal gibi
dogadaki stresli kosullara benzer kosullar laboratuar ortaminda hazirlanarak,
kiiltiirlerdeki simbiyotik ve aposimbiyotik likenlerin biiyiime hizlarinin gézlemlenmesi

planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler; Liken, simbiyoz, kiiltiir, stres



Characterization of Symbiotic Life in Lichen Cultures

Abstract; Symbiotic relationships are built in the nature so that it is beneficial for the
survival of both of the organisms involved in this state. Hence, as a first part we plan to
compare the growth rate of the isolated and symbiotic fungus and algae. To this end, we
will prepare different cultures and follow their growth in laboratory conditions, which
mimic the optimum natural conditions for the organisms. It is also noteworthy that
lichens populate in different environments, where they may be exposed to stress
conditions such as air pollution. At the second part of the project, we plan to mimic
stress conditions in the environment by applying osmotic stress, heat shock and heavy
metals to the isolated and symbiotic fungus and algae.

Keyword; Lichen, simbiotic, culture, stress
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1. GIRIS

Likenler bir mantar (mikobiyont) ve en az bir algin (fikobiyont) bir araya
gelmesi ile olusan simbiyotik birliklerdir. Mikobiyont iiyelerinin 16,750 tanesi
Ascomycetes, 200 tanesi Deuteromycetes ve 50 tanesi Basiodiomycetes gruplarindandir.
Birgok fitobiont Chloorococales (%83; Trebouxia sp., Myrmecia sp., Pleurococus sp ve
Coccomyxa sp), ile diger Ulotrichales (%9) ve Cyanobacteria (%8; Nostoc sp.,
Gloeocapsa sp., Scytonema sp. ve Calothrix sp.) gruplarina aittir (Nash 1996).

Morfolojik yapilarima gore likenler yapraksi, dalsi ve kabuksu olarak ti¢ smifa
ayrilir. Ustiinde yasadiklari substratlara gore de adlandinlan likenlerin, iilkemizde en
¢ok bulunan formlar aga¢ govde ve dallan iizerinde yasayan epifitik likenler, kaya ve
taslar izerinde yagayan epilitik likenlerdir.

Likenler dogada mantar ve algden olusan simbiyotik yasam tarzinda bulunurlar.
Ancak bu simbiyotik yasam formunu laboratuvar kosullarinda korumak zor
oldugundan, likenler iizerinde yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda yalmzca likeni olusturan
mantar kullamlmaktadir. Mantarin aposimbiyotik hali her zaman dogadaki simbiyotik
formu yansitmayacagindan, isole edilmis aposimbiyotik mantarla yapilan ¢alismalar
yaniltict olabilir. Ornegin 2007°de yapilan bir ¢alismada simbiyotik L.rupicola likeninin
salgiladif1 maddelerin steril kiiltirde yetismis aposimbiyotik mantarinkilerden farkli
oldugu rapor edilmistir. Sayisiz liken ve liken mikobiontlart gegmis 20 yili askin bir
stirede kiiltiire alinmaktadir. Crittenden ve ark. (1995) 77 familyadan mikobioyontlarin
1183 turiinii ve likenlerin 280 genusunun izolasyonunu yapmustir. Likenlerin doku
kiilttiriine uygulanmas: ve in vitro da liken thallusununun kiiltiirii ise Yamamoto (1990)
ve Yashimura ve ark. (1994) tarafindan gelistirilmistir. Buna ragmen, likenlerde kiiltiir
¢aligmalari hem kati hem de siv1 kiiltiir ortaminda bulunmasina ragmen, simbiyotik
birligin dogasim karakterize etmek {izerine ayrintili bir ¢alisma bulunmamaktadar.

Bu projemizde suana kadar simbiyotik iliskide hem mantarin hem de algin
birbirlerini tanimasinda i géren lektinler iizerinde ¢alistlmugtir. Ik 6nce suana kadar
literatlirde bulunan lektin geninin hem mantar kiiltiirinde hem de liken tallusundan elde
edilen DNA’lardan PCR ile ¢ogaltilmast basan ile gergeklestirildikten sonra liken
tallusunda lektin boyama yapilmistir. Fliioresans lektin boyama sonuclarimiz PCR
sonuglarimizi dogrulamakta ve cogaltilan lektinin mantar tabakasina ait oldugunu

kanitlamaktadir. Stres denemelerine bagli CDNA’da ki polimorfizime RAPD-PCR



teknigi ile bakilmis ve liken tallusu ve mantar kiiltiirii arasinda band farkliliklar: elde
edilmistir. Bu da bize simbiyotik iligkiye bagh farkli gen bolgelerinin transkribe
oldugunu gostermektedir. Bu gen bélgelerinin Kkarakterize edilmesi ileride liken
simbiyozisini anlamamizda Snemli adimlar atmamiz:1 saglayabilecegini diisinmekteyiz.
2. AMAC VE KAPSAM

Dogada bulunan simbiyotik yasam formunun amaci, simbiyotik iliskide yer alan her iki
organizmaya da hayatta kalma konusunda avantaj saglamasidir. Bunu gdz Oniinde
bulundurarak projenin ilk kisminda isole edilmis ve birlikte yagayan mantar ve algin bu
simbiyotik birlikteligin olusumundaki faktorler arastirilmistir.. Bu anlamda laboratuvar
kosullarinda saglanan ve dogadaki optimum kogullara benzer kiiltiirlerde yetisen
simbiyotik ve aposimbiyotik likenin biiyiimeleri takip edilmis ve lektin geni ve
imminohistokimyasal y&ntemlerle lektinin fotbiyont ya da mikobiyonta mi ait oldugu
sorusunun cevabi arastirilmistir.

Onemli bir diger konuda likenlerin dogada hava kirliligi icin stres teskil edecek
kosullara maruz kalabilmeleridir. Bunu g6z Oniinde bulundurarak, projenin ikinci
kisminda dogadaki stresli kosullara benzer, laboratuvarda hazirlanan farkli stres
kosullarinda simbiyotik ve aposimbiyotik mantarlarin c¢DNA-PCR profilleri
karsilagtirilmistir. Boylelikle simbiyotik yasamin organizmanin ekstrem kosullarda
hayatta kalmasindaki 6nemini az da olsa belirlemeyi amaglanmustir.

3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
Calismamizda Evernia prunastri tiirii kullanlacaktir. E. prunastri Bilecik ili civarindan
cam agaclan fizerinden toplanacaktir. Toplanan drnekler laboratuara getirildikten sonra
bir firga yardimi ile tozlarindan temizlendikten sonra, -20 de deneme gruplan
kuruluncaya kadar saklanacaktir.
3.2. Kiiltiir ortaminda yetistirilmesi
1. Deneme grubumuzda liken thallusu saf suda dovildikten sonra 1 M KI/sucrose
karigimi igine aliir. 5000 g de 2 defa dondiiriildiikten sonra KI fazindan alg
hiicreleri toplanir. Toplanan alg hiicreleri, yesil alg s1v1 ve kat1 kiiltiir ortaminda

12:12 fotoperiod uygulanarak biiyiimesi incelenecektir.

2. Deneme grubunda E.prunastri thallusu kiiciik Kkesitlere boliniir ve malt extract

ve s1v1 biiylime ortamina alinmistir.



3. Deneme grubumuzda liken thallusundan izole edilen mantar dokusu malt
extract ortamina alinmgtir.

4. Malt extract ortamina ¢esitli biiyiime hormonlar1 konularak liken kiiltiirii
yapilmistir.

5. Yukanida belirtilen 4 farkli biiyliime ortamlarindan organizmanin en iyi gelistigi
kiiltiirler se¢ilir ve bunlara agir metal (250 pM kursun) ve osmatik stres (5 M
sorbitol eklenerek) uygulanilarak drnekler strese maruz birakilmustir.

Bu ortamlarda yetisen hem mantarlarda lektin geni tespiti, cDONA-RAPD PCR analizi
yapilmugtir.
3.3. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu Invitrogen bitki izolasyon kiti ile ger¢eklestirilmistir.
3.4.PZR
PZR analizi Tablo 1’ de gosterilen kosullarda gergeklesmistir

Tablo 1. PZR kosullar

95°C 4 dakika |1 dongii
94 °C 1 dakika

47 °C 1 dakika 45 dongi
72 °C 2 dakika

72°C 10 dakika |1 dongi

3.5. RNA izolasyonu ve cDNA eldesi

Mantar hiicresi 6rnekleri siv1 nitrojenle porselen havanlarda toz haline getirilerek
TRIZOL® soliisyonuyla total RNA izolasyonu gergeklestirilecektir. Izolasyon
sonucunda RNA 6meklerinin miktar ve kalite tayini; spektrofotometrik ve elektroforetik
yontemlerle yapilmistir. RNA izolasyonunda materyalin hizli ve etkin bir bicimde
homojenize edilmesi 6nemlidir. Bu ¢alismada havan ve tokmak kullamlarak liken
dokusunun homojenizasyonu gerceklestirilir. Homojenizasyona baslamadan once
havan, tokmak ve spatula dH,O ile yikandiktan sonra 3 kez DEPC’li sudan gecirilerek
temiz kagit havlu ile kurulamr. Daha sonra oldukg¢a hizli bir sekilde liken dokusu sivi
nitrojene maruz birakilarak havanda tokmakla ezmek suretiyle doku pudra haline
getirilir. Pudra halindeki alg dokusu spatula yardimiyla temiz ependorflara alinir ve
derhal iizerine TRIZOL soliisyonu eklenir (100 pl protoskolekse 1 ml trizol olacak

sekilde). Oda isisinda 5 dk bekletilerek niikleoprotein komplekslerinin tamamen
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ayrilmasi saglanir. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 200 pl kloroform ilave edilir (1 ml
trizol i¢in 0.2ml. kloroform). Tiipler hizli bir bigimde 30 sn. elle sallanir ve 2-3 dk daha
oda 1s1sinda tutulur. Inkiibasyondan sonra 10000 devirde 15 dk +4 °C’de santrifiij edilir.
Santriftij sonrasinda tiiplerde 3 faz gozlenir. Bunlar; en iistte RNA’mn bulundugu
renksiz sivi faz, altta kirmizi renkte fenol-kloroform faz ve iki fazin ortasinda bir ara
fazdir. Aqua faz dikkatlice temiz bir tiipe alimir. Organik faz ise DNA izolasyonu igin
+4°C’ de saklanir. RNA’nin bulundugu aqua fazin iizerine 500 pl isopropil alkol ilave
edilir (Baglangigtaki her 1 ml trizol i¢in 0.5 ml isopropil alkol). Tiipler 10-15 dk. oda
1isisinda bekletilir. Sonra 10000 devirde 10 dk. +4 °C’ de santrifiij edilir. Santrifijj
sonrasi tiiplin dibinde jelimsi RNA pelleti gozlenir. Pelletin iizerindeki siipernatant
dikkatlice atilir ve pelletin tizerine 1-2 ml. %75 lik alkol ilave edilerek bir kez yikanir
(Baslangigtaki bir 1 ml trizol i¢in en az 1 ml %75 lik etanol). Vorteks yapilir. 4000
devirde 5 dk. +4 °C’de santrifiij edilir. RNA pelleti yaklasik 5-10 dk kurumaya birakilir.
Pelletin tamamen kurumasina asla izin verilmez. RNA pelletin iizerine 50-100 ul
DEPC’ 1i su ilave edilir. Gerekirse hafifce pipetlenir. Tiipler 10 dk 55-60 °C’de inkiibe
edilir. mRNA’ dan ters transcriptase enzimi ile 6nce cDNA’nin sentezlenmesi ve olugan
¢DNA’ nm amaca uygun primerler kullamilarak PZR teknigi ile ¢ogaltilmas1 esasina
dayamir. RNA ile yapilan tim deneylerde oldugu gibi RNAz kontaminasyonunu
engellemek i¢in gerekli 6nlemler alinmalidir. Bu teknikte kaliteli ve DNA ile kontamine
olmamus RNA ile ¢alismak oldukga 6nemlidir. Bu nedenle RNA &rnekleri dnce DNAz
ile muamele edildikten sonra RT-PZR caligmasina gegilir, RNA 6mekleri muhtemel
DNA kontaminasyonuna karst RT-PZR islemine ge¢meden 6nce DNAz enzimi ile
muamele edilir. RNA 6rneklerinden 10 pl temiz tiiplere alinir. Uzerine 3 ul DNAz (1
u/pl,1000 u)(EN0521, Fermentas) ilave edilerek 37 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakalir.
Daha sonra RT iglemine gegilir;

1. RNAZ’ s1z tiip i¢ine asagidaki 6rnekler konur.

Oligo (dT) primer (70 UM) ......oooviminiicccccice e 2 pl.
Dikkatlice karigtirilir ve 3-5 sn santrifiij edilir.
2. 70 °C sicaklikta 5 dk birakilir. Derhal buza alinir.

3. Buz iizerinde asagidaki reaktifler konur.
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5x reaksiyon tamponu................ooeiiiiiienn. 8 ul

ANTP2IMM) ..o 2 pl.

4. Karisim 37 °C’ de 5 dk barakalir.
5. Karigima, Ters transcriptase .............coceeiveninenininnnnn.n. 1 pl ilave edilir.
6. 42 °C’ de 60 dk inkiibe edilir. 70 °C’de 10 dk inkiibe edilerek enzim inhibe edilir.
7. Inkiibasyon sonrasinda tiipler buza alimir ve PZR yapilincaya kadar buzda bekletilir.
3.6. cDNA-RAPD PZR

Elde edilen cDNA’lar OPC03 RAPD primeri kullanilarak RAPD-PCR analizi
yapilmstir. RAPD-PCR kosullar agagidaki tablo 2°de belirtildigi gibidir.

Tablo 2. cDNA-RAPD-PZR kosullan

95°C 4 dakika |1 déngii
94 °C 1 dakika

36°C 1dakika |35 dongi
72°C 2 dakika

72°C 10 dakika |1 déngi

3.7. Parafin Bloga Gomme ve Kesit Alma

Evernia prunastri drnekleri bisturi yardim ile kiigiik parcalara kesilir. Bu
pargalar fiksayon i¢in formaldehit-etanol-gliasial asetik asit (FAA) karisimima alind.
FAA i¢indeki parcalar 24 saat sonra ¢ikarlarak alkol ve ksilol serilerinden gegirildi.
Ksilol serisinden sonra kesitler 55 “C’ deki etiivde parafin i¢ine konuldu. 48 saat parafin
icinde bekletilen tallus parcalari, temiz parafinle tekrar yikandiktan sonra buz
kaliplarina dokiilen parafin igine alinarak gémme iglemi tamamlanmigtir.

Flioresans mikroskobik kesitler i¢in Leica RM 2145 model mikrotomda 5 p” Iuk
kesitler 45 °C’lik su banyosunda alind:. Kesitlerin lama iyice yapistirilmasi ve parafin
uzaklastirma islemlerinde mikrodalga firin (Argelik MD554) kullamldi. Tiim gruplardan
elde edilen histolojik preparatlarda uygun immunohistokimyasal boyamalar

gerceklestirildi.
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3.8. Immunohistokimyasal Boyama

Alman kesitler ksilol, ve alkol serilerinden gegirildikten sonra distile su ile 5 dk
muamele edildi. Bu kesitlerde immunohistokimyasal boyama gerceklestirildi. Primer
antibody olarak rat anti-mouse mannose-bagh lektin A (MBL-A) kullanildi. Olympos
Fliioresans mikroskobunda Kesitler incelendi.
4. ANALIZ VE BULGULAR

Liken tallusunu olusturan mantar tabakasi ve bu likenin algi ile ortak yasam
sirmesinde polisakkaritlerin dnemli rolleri mevcuttur (Lucimara ve ark. 2007). Bu
polisakkaritler sadece mikobiyont ya da fotobiyont veya her ikisi tarafindan da
tiretilmektedir. Takahashi ve ark (1979)’ larinin mikobiyont ve fotobiyont kiiltiirleri
lUzerinde yaptiklart arastirmalar farkli fiziksel yapiya sahip farkli monosakkarit
bilesiklere sahip olduklarini gostermistir. Cordeiro ve ark. (2004) detayli yapisal analize
dayali ¢alismalar Takashaski ve arkadaslariin galismalarmi dogrulamakta ve nigeran,
laminaran ve galaktomannan gibi bilesiklerin Ramalina peruviana’nin mikobiyont
kiiltiirlerinde tanimlamiglardir. Bu galismamiz da benzer sekilde daha 6nce Cladonia sp.
tirlinde tammlanan (Joneson ve ark. 2011) lektin geni, Evernia prunastri’nin hem
simbiyotik tallusu, izole edilen ﬁkovbiyontu hem de mikobiyont kiiltiiriiniinde PCR"1

yapilarak bakilmis ve sadece mikobiyont kiiltiirlerinde oldugu tespit edilmistir (sekil 1).

Sekil 1. Simbiyotik tallus, mikobiyont kiiltiiri ve izole edilen alg’in lektin geni PCR iiriinii jel goriintiisii.
1) simbiyotik Evernia prunastri tallusu 2) mikobiyont kiiltiirii (1 haftalik) 3) mikobiyont kiiltiirii (3
haftalik) 4) izole edilmis alg 5) izole edilmis alg

Bunun yami sira, MBL-A mantarlarda tanima molekiilii olarak is gérmektedir
(Hogaboam ve ark. 2004). Bu projemizde, immunohistokimyasal boyama ile kesit
izerinde mannose-bagh lektin A belirlenmistir (Sekil 2). Immunohistokimyasal
sonuglanimizda da goriildiigii gibi mannoza bagli lektin A sadece mikobiyont

tabakasinda bulunmaktadir.
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Sekil 2; Immiinohistokimyasal lektin boyama, yesil fliloresans katman mannose-bagh lektin A boyamasi
pozitif (mantar tabakasi), kirmiz1 tabaka lektin boyamas: negatif (algin fliioresans mikroskopta dogal

goriintiisti)

Bunun diginda farkli iki strese maruz birakilan liken tallusu ve simbiyotik
iligkide rol oynayan mantar kiiltiiriinden 6rnekler alinarak ¢cDNAlar1 elde edilmis ve
RAPD-PCR yapilarak transkripsiyondaki farkliliklar gézlenmeye ¢aligilmistir (Sekil 3).
Gegtigimiz yillarda, liken olusturan mantarlara ait bircok gen bdlgesi tanimlanmigtir
(Wang ve ark. 2011). Buna karsin, tanimlanan gen bdlgelerinin ¢ogu liken tlirleri
arasindaki varyetelerin filogenetik olarak ayriminda kullanilmaktadir. Liken geligiminde
ve strese bagl gen ifadesi profil ¢alismalar ile elde ettigimiz bilgiler ise giiniimiizde
hala ¢ok sinirlidir. Joneson ve ark (2011) Cladonia grayi’nin mikobiyontunun gelisim
stirecinde ifade olan genlerin cDNA kiitliphanesini olugturmuslardir. Projemizde farkli
stres kosullarina bagli hem simbiyotik liken tallusunda hem de mikobiyont kiiltiiriinde
gen ifadesindeki degisimler cDNA-RAPD PCR yontemi kullanilarak tespit edilmeye
calisilmigtir. Buna gére ayni strese maruz kalan her iki farkli grup arasinda gen ifadesi
profili arasinda farkliliklar bulunmustur. Her ne kadar bu projemizde farkli oldugu
diistiniilen bandlarin tanimlanmas: yapilmamis olsa da, simbiyotik iligkiye bagli farkl
sentez edilen {iriinlerin olabilecegini sdylemek miimkiindiir. Ayrica cDNA-PCR
profilindeki  farklilik  fotobiyonta  ozgiil baska gen  bolgelerinden de
kaynaklanabilmektedir (sekil 3). Ayrica, strese bagli profil farklilig1 da elde ettigimiz
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sonuglarda goriilmektedir. 250 pM kursun uygulanarak yapilan stres denemelerimizde
yaklagik 900 bp, 300 bp ve 200 bp’lik bolgelerde fark oldugu tespit edilirken, 5 M
sorbitol uygulanan orneklerde OPCO3 primeri kullanilarak profil farki tespit
edilmemistir. Ilerleyen calismalarda bu profil farkinda ortaya cikan gen bolgelerinin

tanimlanmasina ve daha detayli ¢aligilmasina gereksinim olmaktadir.

Resim 3; cDNA-RAPD-PCR (OPCO3 primeri) jel goriintiisii M; marker, 1) 250 pM kursun uygulanan
simbiyotik liken tallusu 2) 250 uM kursun uygulanan mikobiyont kiiltiirii, 3) 5 M sorbitol uygulanan
simbiyotik liken tallusu, 4)5 M sorbitol uygulanan mikobiyont kiiltiirii

5. SONUC

Projemizde daha dnce C. grayi’ de tanimlanmus olan simbiyoziste rol oynayan
mantarlara ait lektin geni PZR ile ¢ogaltilmigtir. Fliioresans boyamalar ile sadece
mantarda bulunan mannoza bagl lektin A belirlenerek mantara 6zgiil lektinin varlig
tespit edilmistir. Hi¢ siipesiz mantar tabakasina 6zgii lektinler oldugu gibi alg
tabakasina 0zgii lektinler de mevcuttur. Bu projede ise sadece mikobiyonta 6zgii
lektinler galigilmistir. Ayrica hem kiiltiire alinmis mantarda hem de liken tallusunun
cDNA larinda RAPD-PZR yontemi ile bakilan polimorfizm ¢alismamizin sonuglar
simbiyotik iliskiye 6zgii gen ifadelerinin oldugunu gostermektedir. Ilerideki caligmalar
bu gen farkliliklann ¢alisilmasi ve bu transkripsiyon diizeyinde cikan farklihklarin
hangi gen bolgelerinde oldugunun bulunmasi iizerine olabilir.
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7. EKLER

Molekiiler Biyoloji ¢aligmalar1 maalesef ¢ok pabali galismalardir. Bu agidan
projemize verilen para ucu ucuna yetmis, bazi ¢aligmalarin yapilmasinda ise Ege
Universitesinin kaynaklari kullanilmistir. Bu proje de Ege Universitesinin kaynaklarmin
kullamlmasinin nedeni, ¢alismamn gidisatina gore immiinohistokimyasal denemelerin
eklenmesidir. Bu denemelerin eklenmesi ile mantara 6zgii olan lektinin belirlenmesi
saglanmgtir. Projenin ilk yaziminda bu tarz bir deneme tasarlanmadigi i¢in alim
kalemlerinde belirtilmemistir. Bundan dolayi, bu analizlerle ilgili calismalar Ege
Universitesi Biyoloji Béliimtiniin olanaklar: ile gergeklesmistir.

Bu projemizde alinan sarf malzemelerin hepsi kullanitmistir. Ozellikle basta
liken kiiltiiriniin elde edilmesinde birgok sorunla karsilastimstir. Ayrica, PCR
calismalarmn oturtulmasi asamasinda 25 den fazla PCR kurulmus, en az 10 defa DNA
izole edilmis, 5 defa cDNA eldesi gergeklestirilmeye calisilmistir. Likenlerde DNA ve
cDNA eldesi igerdigi fenolik bilesiklerden dolay1 problemlidir. Bu yiizden ilk seferde
¢alismalara uygun kalitede DNA ya da cDNA sentezi gerceklestirilmemistir.

Proje kapsaminda yatay elektroforez, mikrodalga firn ve buzdolabi alinmustir.
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