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OZET

Likenler bir mantar (mikobiyont) ve bir yada fazla fotosentetik partnerden(fotobiyont)
olusan simbiyotik birliklerdir. Ekonomik ve ekolojik ¢neme sahip olan bu kiigiik
ekosistemler, morfoloji, fizyoloji ve filogenetik ¢aligmalar gibi bir ¢ok aragtirma
alanindaki bir¢ok arastirmacimn ilgisini ¢ekmektedir. Bu arastirma projesinin temel
amaci Bilecik’te farkli bolgelerde gelisen Xanthoria parietina’nin poptilasyon genetik
cesitliligini belirlemektir. Bu aragtirma projesinde, X. parietina tiirliniin popiilasyon
genetik ¢esitliligin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan 3 farkhi teknik (RAPD-
PCR, ISSR-PCR ve ITS Analizi) uygulanmistir. Sonuglarin istatistiksel analizi UPGMA
yontemi ile hesaplanmig ve her yontem igin bir filogenetik afa¢ ¢izilerek
yorumlanmigtir. Sonuglar, Bilecik ili sinirlarinda yayilis gosteren X. parietina tiiriine ait

popiilasyonlarin yiiksek oranda genetik ¢esitlilige sahip olduklarini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Xanthoria parietina, Popiilasyon Genetigi, Bilecik, RAPD, ISSR,
ITS.



ABSTRACT

Lichens are symbiotic organism including fungi (mycobionts) and one or more
photosynthetic partners (photobionts). The economical and ecological importance of
lichens is clearly apparent and these small ecosysthems which excite many researchers
have major implications for many areas of investigation such as morfological,
physiological and phylogenetical studies. The main objective of this research project
was to investigate the variety of population genetics of lichen Xanthoria parietina in
different localization from Bilecik. In this research project, three different techniques
(RAPD-PCR, ISSR-PCR and ITS Analysis) that extensively-used have been applied for
determination of population genetics of X. parietina species. Statistical analyses of
results have been calculated with UPGMA methods and commented on thereby to draw
phylogenic tree for each techniques. Results were exhibited that populations of X
parietina species spread into borders of Bilecik city have got highly-rated genetic

variety.

Key Words: Xanthoria parietina, Population Genetics, Bilecik, RAPD, ISSR, ITS,
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KISALTMALAR ve GOSTERIMLER

DNA: Deoksiribo niikleik asit

PCR (Polymerase Chain Reaction) : Polimeraz zincir reaksiyonu

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): Rastgele ¢o galtilmig Polimorfik DNA
ITS (Internal Transcribed Spacer): rRNA’lar1 kodlayan DNA’lar arasindaki bolge.
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat): Basit ara tekrar zincirleri

SSU (Smal SubUnite): Kiigiik alt tinite

IGS (Intergenic Spacer): Genler arasi aralayici

DTT: Dithiothreitol

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

NaCl : Sodyum klortir

TBE : Tris Borik asit EDTA

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean): Agirhksiz ¢ift grup

metodu,
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1. GIRIS

Likenler, bir mantar (mikobiyont) ve en az bir algin (fikobiyont) bir araya
gelmesi ile olusan simbiyotik birliklerdir. Likenler, ¢ollerden, kutuplara, dik
yamaglardan ve UV iginlarinin yiiksek oldugu alpin zona kadar genis alanina sahiptir.
Morfolojik yapilarina gore likenler yaprakst, dals1 ve kabuksu olarak ii¢ smifa ayrilir.
Ustiinde yasadiklar substratlara gore de adlandirilan likenlerin, iilkemizde en ¢ok
bulunan formlan aga¢ govde ve dallan {izerinde yagayan epifitik likenler, kaya ve taslar
{izerinde yasayan epilitik likenlerdir (Nash, 1996).

Diinyada yaklasik 25 000 liken tiirii bilinmektedir. Mikobiyont tiyelerinin 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).

Tiirkiye’de yaygin olarak goriilen bir liken turli olan Xanthoria parietina ile
ilgili ilk morfolojik bilgiler 151k ve elektron mikroskobu ile elde edilmistir (Collins ve
Farrar, 1978). Sonraki yillarda X. parietina’dan izole edilmis bromoperoksidaz gibi
aktivasyonu i¢in vadanyum elementine ihtiya¢ duyan enzimler tizerine de ¢alisilmalar
yapilmugtir (Plat ve ark., 1987).

Giiniimiize gelirken bu liken tiiriinden 15182 karst koruma saglayan parietin
maddesinin varlign (Solhaug ve Gauslaa, 1996) ve cevre kirliligine karsi gdsterdigi
direng (Silberstein ve ark., 1996) gibi yonlerden galigmalar devam etmistir. Likenlerdeki
sistematik ¢alismalar, diger organizmalarda oldugu gibi klasik olarak daha fazla
morfolojik karakterlere dayali tamimlamaya dayanmaktadir. Fakat bu tammlama
caligmalar1 da liken sistematik kategorilerini tam olarak belirlemeye yetmemektedir
(Guzow ve ark. 2001).

Likenlerde molekiiler biyolojik tekniklere dayali olan ¢aligmalar sonucunda,
Transkripsiyonu yapilan ITS (Internal Transcribed Spacer) ve RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA)-PCR kullamlarak liken sistematik kategorilerinde sorun
yasanan tiirlerin ayrimi net bir sekilde ortaya konabilmistir (Hofstetter ve ark. 2007).

Likenlerde PCR yontemi ile ITS bolgesinin dizi analizi yonteminde mantara 6zgi



spesifik primerler kullanilmaktadir. Likenler igin yaklagtk 9 adet spesifik mantar primeri
bulunmaktadir ve bunlar ribozomal DNA (rDNA)’nin kiigiik alt tinitesinde (SSU) dizi
analizi yontemi igin uygun primerler olarak belirlenmistir (Gardes ve Bruns, 1993;
Gargas ve Taylor 1992).

Dyen ve Murtagh (2001), Buellia frigida ve Xanthoria elegans liken tirl ile
yaptiklar1 ¢aligmalardaki génetik varyanslarin oldukga diigiik oldugunu kaydetmelerine
karsmn, degisik bolgelerden toplanan X elegans’m tiir i¢inde dahi oldukg¢a yiiksek
genetik varyasyon gosterdigi ITS bélgelerinin incelenmesi ile ortaya ¢ikarilmigtir.

Lindblom ve FEkman (2006) tarafindan Storfosna adasindaki (Norveg) X
parietina tiriniin genetik gesitliligi ve popiilasyon farkliliklan iizerine galismalar
yapilmstir. Yapilan bu ¢alismada IGS (Intergenic Spacer) ve ITS bolgelerindeki
farkliliklar iizerine yogunlagilmistir.

Bu aragtirma projesinde farkli ortamlarda yayilis gosterme yeteneginde olan X
parietina tiiriniin Bilecik ili sinirlan igerisinde yayilis gosteren bireylerinin popiilasyon
genetik gesitliliklerinin belirlenmesi, farkli yasam kosullarinda bulunan ayni tiire ait

bireylerdeki genetik varyasyonlarin ortaya ¢ikariimasi amag:lanrmstlr.



2. AMAC ve KAPSAM

Likenlerin 6zellikle ekstrem kosullarda nasil yagamlarim siirdiiklerinin sorusu,
birgok arastirmaci igin bilyiik bir merak uyandirmaktadur. Giintimiizde likenlerin stres
kosullarindaki ~ davraniglarina, ~ molekiller ~ ve fizyolojik  mekanizmalarinin
aydimlatilmasina iliskin galigmalar ¢ok sinirhidir. Bu calismada farkli ortamlarda yayilis
gosterme yeteneginde olan Xanthoria parieting  tirinin popiilasyon  genetik -
cesitliliginin ortaya ¢ikartilmasi amaglanmustir.. Farkli yasam ortamlarinda bulunan ayni
tiire ait bireylerdeki genetik varyasyonlar ortaya konmaya galigtlmigtr.

Ayni tiire ait farkli lokasyonlarda yasamim siirdiiren bu bireylerin olusturduklari
farkli popiilasyonlarin, bulunduklari ortam kosullarina bagh olarak genetik ¢esitliligi
olusturan yeni jenerasyonlar ile temsil edildikleri goriilmektedir. Bu amag igin, proje
onerisinde ilk olarak verilen ITS bolgelerinin ¢ogaltilmast ve tespiti yontemine ilaveten
RAPD ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) -PCR yontemlerinin proje kapsaminda
kullanilmasina karar verilmistir. Bu nedenle lokalite sayis1 sumrlandirilirken, deney
sayisinda artirrma gidilmistir. Bu degisiklik ile elde edilen verilerin bilimsel anlamda
nemi arttirilmig olmaktadir. Bilecik ili smurlar1 igerisinde belirlenen 10 farkh
lokasyondan alinan X. parietina 6rmeklerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve bu
orneklerin genetik cesitliliklerinin ortaya ¢ikartilmasi amaciyla kullanilan ¢ farkli
genetik analiz yontem ile elde edilen verilerin karsilagtirilmas: yapilmistir, Elde edilen
sonuglar hem X. parietina tiiriiniin popiilasyonlarina ait genetik c¢esitliligi ortaya
cikarmada, hem de bu alanla kullamlan tg farkli teknigin karsilastirilmast  ve

aralarindaki korelasyonun ortaya ¢ikartilmasinda yararli olmustur.



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Cahsma Materyali

Bu proje kapsaminda kullanilacak drnekler, Bilecik ili simrlart igerisinde X

parietina mege, alig gibi afaglarin dallar: ile kayalar iizerinden toplanmustir. Toplam 10

farkl1 istasyondan toplanan drnekler ile ¢aligma matéryali olusturulmugtur. Yikseklik ve

cografi veriler, giniimiizde yapilan calismalarda standart olarak kullamlan GPS

cihaziyla belirlenmistir. Ornekler agag kabuklarindan bigak yardimiyla substratlariyla

birlikte toplanmustir. Orneklerin toplandi lokalitelerin GPS koordinatlart Tablo 1.°de,

haritada tizerindeki dagilimlar da Sekil 1.’de gosterilmektedir.

Tablo 1. X. parietina tiiriine ait popiilasyonlarm toplandigi Bilecik ili smrlart igerisindeki
lokalitelerin numaralari, mevkii ve GPS koordinatlari.

Lokalite No GPS Koordinati Toplanma Yeri
1 no’lu N 40° 02'45.9" Dereboyu Kéyii yolu 2.5 km.,
E 030" 12'33.8"
2 no’lu N 40° 06' 18.3" Orhangazi Mahallesi, tren yolu yant.
E 029° 59'12.7"
3 no’lu N 39° 58'41.7" Pazaryeri, lastik fabrikasina 100 m., gali
E 029° 58 30.7" lizeri.
4 no’lu N 39°51'27.2" Boziiyilk, Toprak Demirdokiim Fabrikasi
E 030" 13' 49.32" yakinlar.
5no’lu N 39° 53'52.1" Boziiyiik, gevre yolu siteler karsisi, kavak
E030°03'11.1" dipleri.
6 no’lu N 40° 06' 02.1" Sorgun ¢ayma 1 km.
E 029° 59'47.2"
7 no’lu N 39° 59' 26.7" Demirkdy-Karakgy arasi. akarsu yani.
E 029° 59'42.8"
8 no’lu N 40° 04' 03" Dénmez Koyiine 4.7 km.
E 030° 08' 08"
9no’lu N 40° 01' 50.0" Bilecik, tiinel mevkii, agag lizeri.
E 030° 01'33.4"
10 no’lu N 40° 05' 36.5" Segiit’e 2 km.
E 0.30° 12' 29"




) @) inhigar

Sekil 1. X, parietina tiiriine ait popiilasyonlarin lokalitelerinin harita iizerindeki goriintim.

Toplanan liken 6rnekleri kagit posetler iginde laboratuara getirilmis ve drnekler
-20 °Cde saklanmugtir.

3.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyon igin daha onceki ¢aligmalarimizda kullanmis oldugumuz ve
basarih sonug elde ettigimiz Hughey ve ark. (2001)’mn DNA izolasyon yontemi
uygulanmigtir.

Bu yontemde, izolasyonda kullamlacak olan ¢ozelti EB: 100 mM Tris (pH8.0),
50 mM EDTA, 500 mM NaCl kullanilarak hazirlanir. Bir adet eppendorf tiipiine 1400
ul EB ve 1 ul B-ME eklenir ve 65°C’de bekletilir.

Diger eppendorf tiiptine 50 pl %20 SDS, 10 pl 0.1 M DTT ve 4 mg liyofilize
Proteinaz K koyulur. Tiiplerin her birine 700 pl EB (sicak) eklenir, iizerine drnekler
koyulur (min ¢ap 2 mm?) ve tekrar 65°C’de 3 saat inkiibe edilir. ,

Ornekler 30 dk.da bir pestle ile giitiilir. Her tiipe 250 pl 5 M potasyum asetat

| eklenir, birkag kez ters-yliz edilip buzda 30 dk. inkiibasyona birakilir (polisakkaritlerin



¢Skmesi igin). 12.000 g.de 30 dk. santrifiij edildikten sonra 750 ul s1iv1 faz yeni bir tiipe
aktarilir.

Esit hacimde kloroform eklenir ve 2 dk. ters-yiiz edilir.15 dk. max.da santrifiijtin
ardindan iki faz olugur (iist faz sivi, alt faz kloroform) Ustteki faz yeni tiipe alimr. 2/3
hacim isopropanol eklenir ve -20°C’de gece boyunca (DNA’nn ¢okelmesi i¢in)
inkiibasyona birakilir. -

Ertesi giin 6rnekler 20 dk. 12.000 rpm de santrifiij edilir ve sonunda dipte beyaz
ya da renkli bir pellet elde edilir. Siv1 faz1 atilir. Pellet 450 pl %70 etanol ile yikanir ve
max.da 5 dk. santrifiyj edilip stv1 fazi atilir. Pellet kurumaya birakilir. 100 pl distile su
veya TE’de ¢oziiliir.

DNA’nin kalitesi ve miktarim belirlemek i¢in spektrofotometrede 260 ve 280
nm. dalga boylarinda 1 mLlik quartz kiivetler kullanlarak 6lgtim yapilmistr.

3.3. Popiilasyon Genetik Cesitliligin Belirlenmesi
3.3.1. ITS Bilge Analizi

Niiklear ribozomal DNA iizerinde bulunan ITS (Internal Transcribed Spacer)
bolgelerinin gogaltilmasina dayanan bu yénteme gore, daha once dizayn edilmig bu
bolgeleri taniyan forward (ileri) 5’ gaaatcatcgaatctttgaacgcag3’ ve reverse (geri)
5’cgaggtcaatcattggaatttgg3’ iki primer kullamlarak kurulan PCR ile elde edilen iirtinler;
spesifik kesim yapan endoniikleazlar ile bir gece boyunca kesime ugratilirlar.

ITS-PCR Reaksiyonunun Bilesenleri:

Calisma Soliisyonu %l:;;r
H,0 8,8 ul
10x PCR Tamponu 2,5 pl
MgCl; 25mM 1,5l
10x dNTP 2,5 mM 2l
DNA Kalib1 (2 ng/ul) 5ul
Forward ITS Primer 2,5 uM 2,5ul
Reverse ITS Primer 2,5 uM 2,5ul
Taq Polimeraz 5 w/pl 02 ul (1w/pl)




ITS-PCR Reaksiyonunun Termal Profili:

Is1
Baslangi¢ Denatlirasyonu 94 °C

Denatiirasyon (¢ift ipligin ayrilmasi) 94 °C

Annealing (primerin oturmast) 55°C
Elongasyon (Uzama) 72°C
Final Elongasyonu 72°C

Siire Dongii Say1s1
12 dk Ix

30s

30s 33x

1 dk

7 dk. O Ix

ITS bélgelerinin PCR ile gogaltilmasindan sonra, PCR iriinleri Alu I, EcoRlI,

Hind III, Sma I ve BamHI restriksiyon enzimleri ile 37°C’de kesime ugratilmis ve

sonuglar % 1.3°lik agaroz jelde yiriitilip jel dokiimantasyon cihazinda

fotograflanmigtir. BamHI diginda diger tiim enzimlerden kesim sonucu elde edilmistir.

Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesim Reaksiyonu:

- Nikleaz’sizSu :17 pl
- Enzim Tamponu :2 pl
- PCR Uriinii 10 ul
- Enzim 1l

Bu sayede bu bolgelerde olast baz degisimlerine gore, kesim reaksiyonlarinda

farkli trtinlerin gozlenmesi beklenir. Bu yontem ile calisilan X parietina tiirliniin

bireyleri arasindaki genetik gesitliliginin var olup olmadig belirlenmis olur.

3.3.2. ISSR-PCR Yintemi

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) teknigi, basit tekrark diziler arasi

polimorfizm olarak ifade edilir. Bu teknik, RAPD PCR teknigine oldugu gibi tek primer

ile kurulan bir PCR reaksiyonudur. Bu reaksiyonda kullanilan primerler basit

tekrarlardan olusmus diziler seklindedir. Bu primerler kullamlarak hedef genomik

DNA’larin benzer ya da farkliliklarina gére karsilastiriimasi hedeflenmektedir. Genetik

gesitliligin arastirilmast ve canlilarin simflandirilmas: gibi amaglari kapsayan galigmalar

icin kullamlan bir yontemdir. Calismada 4 farkli ISSR primeri denenmis ve 3 tanesi
(ISSR-3, ISSR-4 ve ISSR-6) tiim &rnekler i¢in ¢aligmustir.



PCR bilesenleri ve kogullari standart PCR’lara benzerdir. Her primer igin

hesaplanan anneling temperature (primer oturma 1ss1)’a gore PCR kurulur.

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri.

. Miktar
Cahisma Soliisyonu @5u1)
H,O 10,8 pl
10x PCR Tamponu 2,5pl
MgCl, 25mM 1,5l
10x ANTP 2,5 mM 2 ul
DNA Kalib1 (2 ng/pl) 5ul
ISSR Primer 2,5 uyM 2l
Taq Polimeraz 5 u/pl 0,2 ul (1u/pl)
PCR Reaksiyonunun Termal Profili:
| Is1 Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 2 dk 1x

Denatiirasyon (gift ipligin ayriimasi) 94°C  455-60s

Annealing (primerin oturmasi) 40-60°C 45s-75s 40x
Elongasyon (Uzama) 72°C  30s-75s
Final Elongasyonu 72°C 7 dk. 1x

3.3.3. RAPD-PCR Yintemi

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR teknigi kolay, hizli ve
daha once higbir dizi bilgisi gerektirmeyen bir yoéntemdir. RAPD PCR, genig bir
uygulama yelpazesi ile yaygin olarak kullanilan bir parmak izi yontemidir. Primerlerin
rastgele DNA zinciri tizerinde 200 ile 2000 bg mesafede farkli dizilere oturmasi ve tirin
vermesi beklenir. Bu teknik 1990 yilinda Williams ve arkadaglari tarafindan
geligtirilmigtir (Williams ve ark., 1990).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi basit ve kisa
oligoniikleotid primerler kullamlarak genomik DNA’min rastgele bolgelerinin
¢ogaltilmas: prensibine dayanir. Arastirma projesi kapsaminda 5 adet RAPD primeri

alinmig olup, bu primerlerin diginda 20 adet farkli RAPD primerinden PCR reaksiyonu



kurulmustur. Bu primerlerle kurulan reaksiyonlardan sadece, tiim Orneklerde Uriin
verenler (P-11, OPA-06, OPA-07, OPA-11, OPA-20, OPD-07) proje sonug raporunda

kullamlmigtir.

RAPD-PCR Reaksiyonunun Bilesenleri:

Cal Soli Miktar
aliyma Soliisyonu @5u1)
H,O 11,3 ul
10x PCR Tamponu 2,5l
MgCl, 25mM 1,5ul
10x dNTP 2,5 mM 2 ul
DNA Kalib1 (2 ng/pl) 5pul
RAPD Primer 2,5 uM 25pl
i 1
Taq Polimeraz 5 uw/pu 02 pl (1w/)
PCR Reaksiyonunun Termal Profili:
Is1 Siire Dongii Sayisi
On Denaturasyon (opsiyonel) 85°C 15 1x
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C 2 dk 1x

Denatiirasyon (¢ift ipligin ayrilmas1) 94 °C 455-60s

Annealing (primerin oturmast) 30-40°C  45s5-60s 40x
Elongasyon (Uzama) 72°C 30s-3dk
Final Elongasyonu 72°C 7 dk. 1x

Dominant bir belirteg olmasina kargin giiniimiizde halen RAPD belirtegleri
kullamlarak genetik gesitlilik, molekiiler akrabalik galigmalar1 halen yapilmakta ve
RAPD-PCR teknigi gegerliligini devam ettirmektedir.

3.4. Reaksiyonlarin Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Dokiimantasyonu

Arastirma projesinde kullanilan her ii¢ teknigin reaksiyon triinleri yatay jel

elektroforezinde % 1.3°likk agaroz jele yiiklenerek TBE (Tris Borikasit EDTA)



tamponunda yliriitilmiistiir. Agaroz jel, etidyum bromiir ile bbyanarak reaksiyon
{irtinlerini olusturan DNA fragmentleri boyanarak goriintir hale getirilmistir.

Boyanan agaroz jel, U.V. (ultra viyole) 151k altinda jel dokiimantasyon Gel Logic
2200 Pro marka jel dokiimantasyon cihazinda fotograflanmig ve gorsel veriye

doniistiiriilmiistiir.
3.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Arastirma projesinde kullanilan her ii¢ yontemden elde edilen jel resimleri, tek
tek band saymmu ve analizi yapilarak, sayisal verilere dontistiiriilmistiir. Her teknige ait
bu sayisal verilerin UPGMA(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
yontemine gore istatistiksel analizleri yapilarak, bu analizlerden her teknik igin

dendogram ¢izimleri elde edilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1. DNA Izolasyonu

X. parietina tirtine ait 10 lokaliteden toplanan bireylerden DNA izolasyonu
yapilmig, DNA orneklerinin spektrofotometrik slctimlerinde Odaeo280 degerlerinin 1.8-
2.0 arasinda oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak elde edilen DNA orneklerinin miktar
ve kalite bakimindan kullanima uygun bulunmustur.
4.2. Popiilasyon Genetik Cesitliligin Belirlenmesi

4.2.1. ITS Bolge Analizi Sonuglan

ITS bolgelerinin PCR ile gogaltilarak elde edilen tirtinler, %]1.3’liik agaroz jele
yiiklenmis ve 445 bp biiyiklugiinde tek bir tiriin band: verdikleri gozlenmigtir (sekil 2.).

M 2 . : v 7 v 10

Sekil 2. X. parietina tiiriine ait farkli lokalitelerdeki 10 popiilasyon Srneginin DNA’lan kalip
kullamlarak ITS PCR reaksiyonu sonucu iiriin ve restriksiyon enzimleri ile kesime ugratiimadan
onceki band kalitesinin gosterilmesi. M: Fermentas 100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlars
temsil eden 6rnek sayilari.

Alul, EcoRl, HindIIl ve Smal restriksiyon enzimleri ile gergeklestirilen kesim

reaksiyonlar1 %1.3’liik agaroz jele yiiklenerek fotografi ¢ekilmistir (sekil 3-6).

11



300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 3. Alul Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile X. parietina ITS bdlgelerinin kesimi.

S00 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4. EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile X. parietina ITS bolgelerinin kesimi.
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SO0 bp

400 bp

500 bp

400 bp

300 bp

Sekil 6. Smal Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile X. parietina ITS bolgelerinin kesimi,
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4.2.2. ISSR-PCR Yéntemi Sonuglari

ISSR-3, ISSR-4 ve ISSR-6 primerleri ile kurulan PCR ile elde edilen tiriinler
%1.3’liik agaroz jele yiklenmis ve yiriitiildikten sonra fotograflanmigtir (Sekil 7-9).

M

3000 bp

1000bp

300 bp

100 bp

Sekil 7. ISSR3 primeri kullamlarak X. parietina tiirine ait farkli lokalitelerdeki 10 popiilasyon
ornegi arasindaki genetik varyasyonlari ISSR PCR reaksiyonu ile gdsterilmesi. M: Fermentas
100 bp plus marker, 1-10: popitlasyonlar1 temsil eden 8rnek sayilari.

Sekil 8. ISSR4 primeri kullanilarak X. parietina tiiriine ait farkl lokalitelerdeki 10 popiilasyon
ornegi arasindaki genetik varyasyonlarm ISSR PCR reaksiyonu ile gosterilmesi. M: Fermentas
100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlar temsil eden 6rnek sayilart.
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1000 bp

300 bp

Sekil 9. ISSR6 primeri kullanilarak X. parietina tiiriine ait farkli lokalitelerdeki 10 popiilasyon
rnegi arasindaki genetik varyasyonlarin ISSR PCR reaksiyonu ile gosterilmesi. M: Fermentas
100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlar1 temsil eden rnek sayilart.

4.2.3. RAPD-PCR Yintemi

P-11, OPA-06, OPA-07, OPA-11, OPA-20 ve OPD-07 RAPD primerleri ile
gerceklestirilen PCR’lar sonucunda elde edilen triinler %1.3’lik agaroz jele yiiklenmig

ve fotograflanmugtir (sekil 10-15).

3600 bp

. w
M o

100G bp weaw

SO0 hp W

Sekil 10. P-11 RAPD primeri kullanilarak X. parietina tiiriine ait farkli lokalitelerdeki 10
popiilasyon Srnegi arasindaki genetik varyasyonlarm RAPD PCR reaksiyonu ile gosterilmesi.
M: Fermentas 100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlar: temsil eden &rnek sayilart.
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Sekil 11. OPA-06 RAPD primeri kullamlarak X. parietina tiiriine ait farkhi lokalitelerdeki 10
popiilasyon &rnegi arasindaki genetik varyasyonlarin RAPD PCR reaksiyonu ile gosterilmesi.
M: Fermentas 100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlari temsil eden 6rnek sayilar1.

Sekil 12. OPA-07 RAPD primeri kullanilarak X. parietina tiiriine ait farkli lokalitelerdeki 10
popiilasyon &rnegi arasindaki genetik varyasyonlarm RAPD PCR reaksiyonu ile gdsterilmesi.
M: Fermentas 100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlar temsil eden Srnek sayilari.

Sekil 13. OPA-11 RAPD primeri kullanilarak X. parietina tiiriine ait farkh lokalitelerdeki 10
popiilasyon drnegi arasindaki genetik varyasyonlarin RAPD PCR reaksiyonu ile gdsterilmesi.
M: Fermentas 100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlari temsil eden &rnek sayilar.
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Sekil 14. OPA-20 RAPD primeri kullamlarak X. parietina tiirine ait farkh lokalitelerdeki 10
popiilasyon ornegi arasidaki genetik varyasyonlarin RAPD PCR reaksiyonu ile gosterilmesi.
M: Fermentas 100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlari temsil eden ornek sayilari.

Sekil 15. OPD-07 RAPD primeri kullanilarak X. parietina tiiriine ait farkl lokalitelerdeki 10
popiilasyon &rnegi arasindaki genetik varyasyonlarm RAPD PCR reaksiyonu ile gosterilmesi.
M: Fermentas 100 bp plus marker, 1-10: popiilasyonlar: temsil eden &rnek sayilari.

4.3. Verilerin Istatistiksel Analizi
4.3.1. ITS Bilge Analizi Verilerinin Istatistiksel Analizi

ITS bolgelerinin kesimlerini igeren agaroz jel fotograflarinin analiz edilmesi ile
elde edilen verilerin UPGMA yontemine gore istatistiksel analizleri yapilmustir.
Analizler sonucu elde edilen ITS verilerinin Jaccard Benzerlik Matriksi tablo 2°de,
Jaccard Distance Matriksi tablo 3.’de gosterilmektedir.

Bu analizden elde edilen popiilasyon genetik g¢esitliligini gOsteren agag

(dendogram) gizimleri sekil 16.’da verilmistir.

17



Tablo 2. ITS Bélge Analizi Verilerinin Jaccard Benzerlik Matriksi.

XpNol XpNo2 XpNo3 XpNo4 XpNo5 XpNo6 XpNo7 XpNo8 XpNo9 XpNol0

XpNol 1 1.000 0.412 0269 0.273
XpNo2 1 0.412 0269 0.273
XpNo3 1 0.571 - 0.400
XpNo4 1 0.542
XpNo5 1
XpNob6

XpNo7

XpNo8§

XpNo9

XpNol0

0.500
0.500
0.500
0.286
0.375
1

0.333
0.333
0.500
0.435
0.647
0.500
1

0.833
0.833
0.467
0.292
0.300
0.600
0.375
1

Tablo 3. ITS Bélge Analizi Verilerinin Jaccard Distance Matriksi.

XpNol XpNo2 XpNo3 XpNo4 XpNo5 XpNo6 XpNo7 XpNo8

XpNo!l 0 0.000 0.588 0.731 0.727
XpNo2 0 0.588 0.731 0.727
XpNo3 0 0.429 0.600
XpNo4 0 0.458
XpNo5 0
XpNo6

XpNo7

XpNo8

XpNo9

XpNol0

0.500
0.500
0.500
0.714
0.625
0
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0.667
0.667
0.500
0.565
0.353
0.500
0

0.167
0.167
0.533
0.708
0.700
0.400
0.625
0

0.600
0.600
0.391
0.519
0.333
0300
0.280
0.500
1

XpNo9
0.400
0.400
0.609
0.481
0.667
0.700
0.720
0.500

0.417
0.417
0.417
0.238
0.312
0.833
0.417
0.500
0.250
1

XpNol0
0.583
0.583
0.583
0.762
0.688
0.167
0.583
0.500
0.750
0



XpNol
XpNo2
XpNo8
XpNo9
XpNo6
XpNol0

XpNo3
XpNo4
XpNo5
XpNo7

Sekil 16. ITS Bolge Analizi verilerinin UPGMA istatistik analizi sonucu ¢izilen ve popiilasyon
genetik cesitliligini gosteren agag.

4.3.2. ISSR-PCR Verilerinin istatistiksel Analizi

ISSR-PCR Analizi sonuglarini igeren agaroz jel fotograflarinin analiz edilmesi
yoluyla elde edilen verilerin, UPGMA yontemine gore istatistiksel analizleri yapilmigtir.
Analizler sonucu elde edilen ISSR-PCR Analizi verilerinin Jaccard Benzerlik Matriksi
tablo 4°de, Jaccard Distance Matriksi tablo 5.’de gosterilmektedir.

Bu analizden elde edilen popiilasyon genetik ¢esitliligini goOsteren agag

(dendogram) ¢izimleri sekil 17.’da verilmisgtir.

Tablo 4. ISSR-PCR Analizi ile elde edilen verilerin Jaccard Benzerlik Matriksi.

XpNol XpNo2 XpNo3 XpNo4 XpNo5 XpNo6 XpNo7 XpNo8 XpNo9 XpNol0

XpNol 1 0.189 0.194 0273 0300 0346 0435 0471 0.286 0286
XpNo2 1 0.432 0.568 0410 0275 0361 0206 0229 0.238
XpNo3 1 0.457 0.600 0333 0.400 0.308 0286 0.364
XpNo4 1 0.514 0361 0382 0258 0242 0.282
XpNo5 1 0438 0467 0.333 0357 0424
XpNob6 1 0.481 0391 0478 0433
XpNo7 1 0.579 0.333  0.367
XpNo8 | 0.412  0.269
XpNo9 1 0.400
XpNol0 1
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Tablo 5. ISSR-PCR Analizi ile elde edilen verilerin Jaccard Distance Matriksi.

XpNol XpNo2 XpNo3 XpNo4 XpNoS5 XpNo6 XpNo7 XpNo8 XpNo9 XpNoll

XpNol 0 0.811 0.806 0.727 0.700 0.654 - 0.565 0.529 0.714 0.714
XpNo2 0 0.568 0432 0.590 0.725 0.639 0.794 0.771 0.762
XpNo3 ‘ 0 0.543  0.400 0.667 0.600 0.692 0.714 0.636
XpNo4 0 0.436 0.639 0.618. 0.742 - 0.758 0.718
XpNo5 0 0.562  0.533 0.667 - 0.643 ° 0.576
XpNoé6 0 0.519 - 0.609 0.522 .0.567
XpNo7 0 0.421 . 0.667  0.633
XpNo8 0 0.588  0.731
XpNo9 0 0.600
XpNol0 0

XpNol

XpNo7

XpNo8

XpNob6

XpNo9

XpNol0

XpNo2

XpNo4

XpNo3

XpNo35

Sekil 17. ISSR-PCR Analizi ile elde edilen verilerin UPGMA istatistik analizi sonucu ¢izilen ve
popiilasyon genetik ¢esitliligini gdsteren agag.

4.3.3. RAPD-PCR Verilerinin Istatistiksel Analizi

PARD-PCR Analizi sonuglarint igeren agaroz jel fotograflarinin analiz edilmesi
yoluyla elde edilen verilerin, UPGMA yoéntemine gére istatistiksel analizleri yapilmstir.
Analizler sonucu elde edilen RAPD-PCR Analizi verilerinin Jaccard Benzerlik Matriksi
tablo 6’de, Jaccard Distance Matriksi tablo 7.’de gosterilmektedir.

Bu analizden elde edilen poplilasyon genetik ¢esitliligini gosteren agag

(dendogram) ¢izimleri sekil 17.’da verilmisgtir.
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Tablo 6. RAPD-PCR Analizi ile elde edilen verilerin Jaccard Benzerlik Matriksi.

XpNol XpNo2 XpNo3 XpNo4 XpNoS5S XpNo6 XpNo7 XpNo8 XpNo9 XpNol0

XpNol 1 0364 0279 0370 0409 0333 0300 0308 0263 0.381
XpNo2 1 0.513  0.595 0467 0333 0273 0250 0.182 0.240
XpNo3 1 0.590 0386 0275 0308 0282 0.306 0.163
XpNo4 1 0.605 0405 0372 0261 0250 0.250
XpNo35 1 0.568 0487 0.188 0227 0.333
XpNo6 1 0.500 0205 0222 0256
XpNo7 1 0270 0333 0.256
XpNo8 1 0.387 0.395
XpNo9 1 0.351
XpNol10 1

Tablo 7. RAPD-PCR Analizi ile elde edilen verilerin Jaccard Distance Matriksi.

XpNol XpNo2 XpNo3 XpNo4 XpNo5 XpNo6 XpNo7 XpNo8 XpNo9 XpNol0

XpNol 0 0.636 0.721 0.630 0.591 0.667 0.700 0.692 0.737 0.619
XpNo2 0 0.487 0405 0.533 0.667 0727 0.750 0.818 0.760
XpNo3 0 0.410 0.614 0.725 0692 0718 0.694 0.837
XpNo4 0 0.395 0.595 0.628 0.739 0.750 " 0.750
XpNo5 0 0.432 0513 0812 0.773 0.667
XpNo6 0 0.500 0.795 0.778 0.744
XpNo7 0 0.730 0.667 0.744
XpNo8 0 0.613 0.605
XpNo9 0 0.649
XpNol0 0
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XpNol
XpNo2
XpNod
XpNo5
XpNo3
XpNob6
XpNo7

XpNo8

XpNol0
XpNo9

Sekil 18. RAPD-PCR Analizi ile elde edilen verilerin UPGMA istatistik analizi sonucu ¢izilen
ve popiilasyon genetik ¢esitliligini gdsteren agag.
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5. TARTISMA ve ONERILER

Bilecik ili sinirlart igerisinde yayilis gosteren bir liken tiirii olan X. parietina
tiirtintin, farkli lokalitelerde bulunan popiilasyonlarinin genetik ¢esitliliklerinin
belirlenmesini amaglayan bu aragtirma projesi; aym tlir olmasina ragmen farkli
bireylerden elde edilmis DNA ornekleri tizerinde ii¢ farkli teknigi (ITS Bolge Analizi,
ISSR-PCR teknigi, RAPD-PCR teknigi) uygulamis ve her bir teknikten elde edilen
veriler, bu popiilasyonlar arasindaki mevcut genetik gesitliligi net olarak ortaya
cikarmigtir.

Xanthoria parietina ile ilgili ilk bilgilerin 11k ve elektron mikroskobu
kullanilarak ve sadece morfolojik olarak elde edildigi (Collins ve Farrar, 1978), gelisen
teknoloji ve teknikler ile yillarda bu tiire ait enzim ve maddeler tizerine de calisiimalarin
yapildiga gériilmektedir (Plat ve ark., 1987; Solhaug ve Gauslaa, 1996). Likenlerdeki
sistematik galigmalarin daha ¢ok morfolojik karakterlere bagli oldugu ve bu ¢alismalarin
da liken sistematigini tam olarak belirlemeye yetmedigi anlasilmaktadir (Guzow ve ark.
2001). ITS ve RAPD-PCR kullanilarak yapilan ¢alismalar, liken sistematik
kategorilerinde sorun yasanan tiirlerin ayrimi net bir sekilde ortaya koymus (Hofstetter
ve ark. 2007, ITS bolgesinin dizi analizi yontemi de kullanilmistir. Ribozomal DNA
(rDNA)’nin kiigiik alt iinitesinin (SSU) dizi analizi yéntemi de (Gardes ve Bruns, 1993;
Gargas ve Taylor 1992) alternatif yontemler arasindadur.

Buellia frigida ve Xanthoria elegans liken tiitleri ile yapilan calismalarda
genetik gesitliligin oldukga diisiik oldugu goriilmesine karsin, degisik bolgelerden
toplanan X. elegans’n tiir iginde dahi oldukga yiiksek genetik varyasyon gésterdigi ITS
bolgelerinin incelenmesi ile ortaya gikarilmugtir (Dyen ve Murtagh, 2001). Ayni tiire ait
popiilasyonlarin birbirlerinden uzaklastikga ve farkli ortamlara yayildikea, tir ici
genetik cesitliligin artis gosterdigi bilinmektedir. Bilinen bir gergek olan bu durumu X,
parietina tird igin ilging kilan nokta ise; Bilecik ili gibi sinirlar1 dar ve bu kadar kiiciik
bir bolge i¢in, bu liken tiiriinde goriilen tiir igi genetik gesitliligin ¢ok fazla olmasidir.
Genetik gesitliligin belirlenmesinde kullanilan ve bu aragtirma projesinde uygulanan her
li¢ teknik de bu durumu net bir sekilde ortaya koymustur.

Bu tekniklere bakildiginda; RAPD-PCR yénteminde denenen 20 primerden

6’sin primer verisi, [TS bolge analizinde denenen 5 restriksiyon enziminden 4’{iniin
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verisi, ISSR-PCR tekniginde ise denenen 4 pirimerden 3’{iniin primer verisi analize tabii
tutuldugu goriilmektedir. Arastirma projesinden elde edilen tiim sonuglara bakildiginda,
uygulanan teknikler ile elde edilen verilerin farkliliklar igerdigi ve genetik gesitliligi
gosteren agag cizelgelerinde de farkliliklar tasidig1 goriilmektedir.

Norvetge bulunan Storfosna adasindaki X. parietina tiiriintin genetik g¢esitliligi
ve popiilasyon farkliliklan tizerine ¢alismalar yapilmig, bu galigmalarda IGS (Intergenic
Spacer) ve ITS bolgelerindeki farkliliklar {izerine yogunlasilmistir (Lindblom ve
Ekman, 2006).

Aragtirma projesi kapsaminda tek bir teknik ile ¢aligma planlanmis olmasina
ragmen, proje biitgesi diginda saglanan imkanlar ile diger iki teknigin uygulanmasi
miimkiin olmustur. Ancak smirli imkanlar bu iki teknik i¢in deneme ve analiz say1sim
da sinirlamis olmaktadir. Bu negatif durum, her iki teknigin deney sonuglarinin da
dogruya yakinlhigni azaltmig olmaktadir. Bu durum, uygulanan 3 teknigin sonuglarinda
da bazi farkhliklarin goériilmesine yol agmugtir. Dogal olarak en fazla veri imkani olan
RAPD-PCR tekniginin sonuglarimin daha anlamli oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte diger iki teknigin verileri az olmasma ragmen, RAPD-PCR verilerindeki
gortilen popiilasyon gruplarini destekler nitelikte sonuglara sahip olduklar1 gézlenmistir.

RAPD-PCR teknigi sonuglan ile elde edilen sonuglara bakildiginda, analizleri
yapilan poplilasyonlarin temel olarak iki grupta toplandigi ve bu iki grubun bir
tanesinde ¢esitliligin fazla oldugu ve kendi iginde 3 gruba aynldig: goriilmektedir (sekil
18.). Bu gruplagmalar harita iizerine yansitildiginda, lokasyonlar bakimindan anlaml
olarak aynldiklar1 ve dallandiklari goriilmektedir (sekil 19.). Sonugta, ilk ayrilan grubu
olugturan 8., 9. ve 10. lokalitelerin birbirine yakin olmalarina bagli olarak ayni grupta
bulundugu ve genetik ¢esitlilik bakimindan birbirine yakin olduklar goriilmektedir.
Yine ayr1 bir grubu olusturan lokalitelerin bir arada toplandiklar1 goriilmektedir. Diger
ikinci grubun 1. lokalitedeki bireylerinin daha 6nce ayrildig: ve kalan 6., 7. ile 2., 3., 4.
ve 5. lokalitedeki bireylerin aym hat boyunca yayilarak tiir igi genetik ¢esitlenmeye
ufradiklan goriilmektedir. Verilerin azligina bagh olarak, zayif da olsa ISSR-PCR
teknigi sonuglarina bakildiginda; RAPD-PCR teknigindeki gibi 8., 9. 10. lokaliteler ile
7.8. ve 2., 3., 4. 5., lokalitelerin ayn ayr1 gruplastiklar: gériilmektedir. Bu durum, bu

tekniklerin genetik gesitliligin belirlenmesinde birbirine paralel ve veri sayisi
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arttirlldik¢a dogruya daha yakin sonuglar verdiklerini; bu tarz g¢aligmalar igin gegerli

teknikler olduklarini teyit etmektedir.

" olnhisar

o B

Sogut e

Sekil 19. RAPD-PCR ile elde edilen verilerden olusturulmus, X. parietina tiiriiniin farkli
lokalitelerde bulunan popiilasyonlarinin genetik gesitliligini gosteren agacin harita iizerine
uygulanmasi.

Sonug olarak, bu aragtirma projesinden elde edilen veriler X. parietina tiiriiniin
Bilecik ili gibi smrlart dar ve bu kadar kiigliik bir boélge icinde yayilis gosteren
popiilasyonlarinda bile tlir i¢i genetik ¢esitliligin ¢ok fazla oldugunu géstermektedir,

Bilecik ilinde Marmara bolgesinin Akdeniz-Karadeniz ve kismen de I¢ Anadolu
etkilerinin birbirine karigtign bir gegis iklimi hiikiim siirmektedir. Bilecik ili iklim
agisindan karmagik bir yapiya sahiptir. 11 topraklar1 genellikle akarsu vadileriyle
pargalanmis, tepelik alanlara sik¢a rastlanan orta yiikseltili dalgali dﬁzliiklerden
olusmaktadir (Tiirkiye iller Ansiklopedisi, 2005). Bilecik iline ait bu &zellikler, ¢evre
sartlarina direngliligi ile bilinen likenlerin tiir igi genetik ¢esitliliginin de fazla olmasim
aciklayacak bir durumdur.

Mevcut imkanlardan dolayr zayif kalan bu iki teknik i¢in daha fazla deney
yapilamamugtir. Gelecekte saglanacak yeni imkanlar dahilinde bu iki teknik icin elde
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edilecek daha fazla yeni verinin, diger teknigi destekleyecek nitelikte olacagi tahmin
edilmektedir. Calismay1 yapan proje ekibi, daha az veri elde edilen ITS ve ISSR-PCR
teknikleri i¢in deneysel ¢aligmalara devam etmeyi ve daha dazla veri elde etmeyi
hedeflemektedir. Bu sayede arastirma projesinde uygulanan tiim teknikler igin, esit veri
destegi ile kargilagtirma yapma imkani saglanmis olacaktur.

Bu arastirma projesi, X. parietina tirtiniin farkli lokalitelerdeki poptilasyonlar

arasindaki tiir i¢i genetik cesitliligi ortaya ¢ikararak amacina ulagmgtir.
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