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OZET: Son yillarda molekiiler biyolojide yasanan bas dondiiriicii gelismeler biyolojinin biitiin alanlarim olumlu yénde
etkilemistir. Bu gelismeler fungal sistematikte de etkisini gostererek hizli ve giivenilir teshislere olanak saglamistir.
Molekiiler ¢aligmalar yayginlasmadan o6nce morfolojiye ve biyokimyasal tekniklere dayali arastirmalar yogun olarak
yapilmaktaydi. Ancak bu caligmalarda 6zellikle morfolojik olarak yapilan gdzlemlerle sonuglara ulagsmak hem fazlasiyla
deneyim hem de olduk¢a fazla zaman gerektirmekte, ayrica sonuglar zaman zaman arastiricilara gore farliliklar
gosterebilmekteydi. Bu nedenlerle artik geleneksel yontemlerin yanisira molekiiler yontemler de fungal sistematikte sikca
kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan bazilari, giderek yaygin bir kullanim alani bulan PCR temelli teknikler ve ozellikle
DNA dizileme ¢alismalaridir. Fungal sistematikte, degisikligin ilk meydana geldigi molekiiller olan DNA iizerinde ¢alismalar
yapmak, hem giivenilir hem de hizli sonuglar elde etmemizi saglamaktadir. DNA molekiiliinde organizmalarin evrimini
yansitabilecek tiire 6zgili bolgeler (evrimsel kronometre) oldugu i¢in taksonomik ¢alismalarda tercih edilmektedir. Fungal
sistematikte en ¢ok tercih edilen bolge ribozomal DNA (rDNA) birimi iginde yer alan 18S rDNA’nin yamsira Internal
Transcribed Spacer (ITS)’dir. Kodlanmayan bélge olan ITS daha hizli evrim gegiren bir bolge olup bir tiir i¢indeki suslarin
yada bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilagtirilmasi igin kullaniglidir. Molekiiler yontemlerdeki bu gelismeler, 6zellikle
ekonomik 6neme sahip bitkilerde biiyiik hasara neden olan ve iiriin kalitesini etkileyen hastalik etmeni funguslarin kisa siire
icinde teshisinde ve bu dogrultuda 6nlemlerin alinmasinda da faydali olmustur.

Anahtar Kelimeler: Fungal sistematik, Teshis, IDNA, ITS, PCR, DNA dizileme

MOLECULAR DEVELOPMENTS IN FUNGAL SYSTEMATICS

ABSTRACT: Amazing developments in molecular biology have affected whole fields of biology positively in recent years.
These developments have also showed their effects on fungal systematic and provided fast and reliable identifications. Before
molecular studies, morphologic and biochemical techniques have been extensively used in researchs. But it was hard to
obtain results, especially with the morphological examinations, and lost of time, experience have been required in these
studies. The results of these studies have also been subjective, some times showing inconsistencies among the researchers.
For these reasons, molecular techniques have started to used commonly with conventional techniques in fungal systematics.
Some of these are, they are used in common recently, those based on PCR techniques and especially DNA sequences studies.
In fungal systematics, it is both more reliable and less time consuming to work on DNA; the first molecule the changes have
occured. DNA molecule has been preferred for taxonomic studies because there are species-specific (evolutionary
chronometer) regions which reflects the evolution of the organisms. The most common regions used in fungal systematics are
18S rDNA and internal transcribed spacer (ITS) of rDNA. ITS being the noncoding region evolves faster and is useful for
comparing the strains of a species or species in a genus. These developments in molecular biology have provided rapid
methods for identification of plant pathogenic fungi causing quality and yield reduction of economically important crops.
Key Words: Fungal systematic, Identification, tDNA, ITS, PCR, DNA sequence

1. GIRIS siniflandirmasinda temel Kkriter olarak ele almak

Bilimsel yontemler kullanilarak, canlilarin bireysel
benzerlik ve farkliliklarinin genis bir bakis acist ile
incelenmesi ve smiflandirilmasi, asirlar once baslamis
ve giinlimiizde de devam eden bir siiregtir. Hayatin
cesitliligi ve yayilmiyla ilgili olaylarin modelini
ortaya  ¢ikaran  ve  ilgili  agacin  yeniden
yapilandirilmasini i¢ine alan biyoloji sahasi sistematik
olarak adlandirilir (Quicke, 1993). Sistematigin amaci,
organizmalar arasindaki evrimsel ge¢misin ve
birbirleriyle olan iliskilerin belirlenmesi (filogeni) ve
daha sonra organizmalarin siniflandiriimasinda bu
bilgilerin kullanilmasidir. Sistematik alaninda yapilan
caligmalarla, tiim yasam formlarinin filogenetik bir
agacla baglantisinin kurulmasi, son 50 yilin en énemli
kesiflerinden birini olusturmaktadir (Lipscomb, 1998).

Canlilar1 siniflandirirken jeolojik devirlerde kalmis
bu tarihsel hikayeyi de hesaba katmak zorundayiz. Bu
nedenle her benzerligin gercek bir benzerlik (ayni
orijinden gelen) olmadigini, ortak ata ve evrimsel
tarihi paylasip paylasmadiklarini canlt

durumunday1z (Basibiiyiik ve ark., 2000). Filogenetik
sistematigin 6zii de tiiremis (apomorfik) karakterler
kullanarak ortak ata iliskisini yeniden diizenlemek ve
taksonlar1 ortak ata temelinde gruplamaktir (Dupuis,
1984).

Son yillarda molekiiler biyoloji ve genetik
alaninda yasanan bag dondiiriicii gelismeler sistematik
alaninda yeni tekniklerin ortaya ¢ikisini kaginilmaz
hale getirmis ve bu gelismeler fungal sistematikte de
etkisini gostermistir.

Funguslar her yil tarimsal iirlinlerde milyonlarca
dolarlik zarara neden olmaktadir. Bu organizmalarin
neden oldugu hastaliklarin kontrolii i¢in, fungal
tiirlerin teshisi ve karakterizasyonu gereklidir (Zhang
ve ark., 2007). Funguslarin morfolojik karakterlerine
gore yapilan smiflandirmalar, molekiiler sistematikle
belirlenen filogenetik iligkilerle birlikte yeniden
degerlendirilmelidir. Taksonlar arasinda morfolojik
karakterlerin birbirine anlamli olmayan benzerligi,
indirgenmis olabilecegi yada taksonlar arasinda
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ortadan kalkmis oldugu durumlarda, filogenetik analiz
icin  molekiiler karakterlerin  kullanimi  6nem
kazanmaktadir (Blackwell ve ark., 2007).

Geleneksel olarak funguslarin siniflandirilmasinda
temel kriter eseyli iireme yapilaridir. Molekiiler
karakterlerin kullanimimnin bir avantaji da, aseksiiel
funguslarin siniflandirilmasindaki belirsizligi ortadan
kaldirtp onlarn  en yakin akrabalari icinde
siniflandiriimalarini saglamasidir (Blackwell ve ark.,
2007).

1970’1lerden giiniimiize degin fungal sistematikte
molekiiler veriler tiim taksonomik seviyelerde
kullanilmakta olup son yillarda kullanim oraninda
6nemli Ol¢iide artiglar olmustur. Molekiiler veriler
Fungi alemindeki yiiksek seviyeli taksonomik
gruplarin ve biiyiik evrimsel soylarin belirlenmesinde,
disiik taksonomik seviyelerde ise tiirlerin, kismi
populasyonlarin ve bireylerin teshisinde
kullanilmaktadir. Ancak molekiiler verilerin yaygin
kullaniminda bazi sinirlandirmalar da mevcuttur.
Bunlardan bazilari, farkli fungal gruplar arasinda
yontemlerin karsilastirilabilirligi ve uyumluluguyla
iliskiliyken bazilar1 fungusun adapte oldugu hayat
dongiisiiniin ~ cesitliligiyle iligkilidir. =~ Molekiiler
verilerdeki mevcut sinirlandirmalara ragmen, fungal
sistematigi anlamamizi kolaylastirdig1 ve bu konuyla
ilgili verilerdeki artiga bagli olarak gelecekte
sistematik uygulamalarda daha agiklayici olabilecegi
distiniilmektedir (Bridge ve ark., 2005).

Funguslarin sistematigi olduk¢a degiskendir. Fungi
alemi  i¢indeki  gruplarin  belirlenmesi  ve
siniflandirilma gabalari oldukga eski olmakla birlikte,
2004 yilinda baslatilan ve su anda da devam eden
AFTOL adi verilen ortak bir calisma ile (yeni

molekiiler  filogenetik  yontemler  kullanilarak)
funguslarin tiim gruplarinin en yiiksek seviyede
molekiiler (filogenetik) smiflandiriimasi

hedeflenmistir. Bu ¢alismada toplam 195 taksonu
iceren bir fungus grubuyla calisilmis ve sonucgda 7
filum [Chytridiomycota, Neocallimastigomycota,
Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota,
Dikarya: (Ascomycota, Basidiomycota)] 10 subfilum,
35 smif, 129 ordo seklinde bir siniflandirma elde
edilmigtir (Hibbett ve ark., 2007).

Bu projeyle elde edilen yeni siniflandirmalardaki
en onemli degisiklik geleneksel olarak
Chytridiomycota ~ ve  Zygomycota  igerisinde
smiflandirilmig  olan  organizmalarla  ilgilidir.
Chytridiomycota  olduk¢a  smirlandirilmig  ve
Blastocladiomycota ve Neocallimastigomycota ayri
flagellumlu filum igine alinmistir. Geleneksel olarak
Zygomycota igerisinde  yerlesen taksonlardan
Glomeromycota ve birkag subfilum incertae sedis

(Mucoromycotina, Entomophthoromycotina,
Kickxellomycotina ve Zoopagomycotina) icinde
degerlendirilmistir.

Ayrica Microsporidia Fungi alemine dahil edilmis
fakat bu grubun daha ileri seviyedeki ayrimindan
bahsedilmemistir. Pozisyonlar1 belirsiz birkag¢ bazal
fungus cinsi (Basidiobolus, Caulochytrium, Olpidium
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ve Rozella ) daha {ist taksonlara yerlestirilmigtir
(Hibbett ve ark., 2007).

2. FUNGAL SISTEMATIK

Fungi alemi i¢inde yer alan organizmalarin yasam
dongiilerinde hem eseyli hem de eseysiz iireme
safthalar1 yer alir. Funguslarin siniflandirilmasinda
kullanilan temel kriterler, yasam dongiilerinin eseyli
sathasinda olusturduklar1  bu iireme yapilaridir
(Moore-Landecker, 1996). Ancak eseyli {ireme
yapilar1 6zel kosullar altinda olusturuldugu i¢in bazi
funguslarin eseyli sathasi ya heniiz belirlenememis ya
da baz1 funguslarda bu satha tamamen ortadan
kalkmis olabilir. Bundan dolay giiniimiizde funguslar
iki sekilde siniflandirilmaktadir. Bunlardan,
funguslarin yasam dongiilerinin eseyli sathalarinda
olusturduklar1 fruktifikasyon yapilari, eseyli sporlari
ve tallus yapilar1 kriter alinarak gerceklestirilen
smiflandirma  teleomorfik  siniflandirma  olarak
adlandirilir. Eseyli iireme yapilari tesbit edilemedigi
i¢in, bazi funguslar tallus yapilar1 ve eseysiz sporlari
g6z oOntline alinarak siniflandirilirlar, bu siniflandirma
bigimi ise anamorfik smiflandirma olarak adlandirilir
(Sneh ve ark., 1991).

Anamorfik siniflandirmada kullanilan yontemlerin
ortak ozelligi gozlemlere dayali olmasi, fazla zaman
almasi ve hata yapma olasiliginin fazla olmasidir. Bazi
funguslarin smiflandirilmasindaki bu belirsizlik ¢ogu
zaman ayni taksona iki farkli isim verilmesine hatta
farkli organizmalara da ayni ismin verilmesine neden
olabilmektedir. Ornegin Mayalarin taksonomisinde en
onemli kaynaklardan biri kabul edilen Lodder ve
Kreger-van Rij (1952) literatiiriine gore, Saitoella
complicata olarak teshis edilmis 2 maya izolatiyla
(Himalayalardan izole edilen) daha sonra yapilan bir
takim molekiiler ¢aligmalar (mevcut tiiriin morfolojik
benzerligine ragmen) bu iki izolatin farkli tiirler
olduklarini ortaya ¢gikarmistir. Yamazaki ve Komagata
(1981)’in galismasina kadar 6nceki teshisten hi¢ kimse
stiphe duymamustir. Literatiirde, fenotipe dayali hatali
teshis konusunda olduk¢a fazla ¢alisma vardir
(Reynolds ve Taylor, 1992).

Bu tiir karigikliklarin 6nlenmesi igin giiniimiizde
giivenilirliginden dolay1r molekiiler yontemler siklikla
kullanilmaya baglamistir. Molekiiler yontemlerde
agirlikli olarak kullanilan molekiil DNA’dir. Evrimsel
degisikligin ilk olarak yansidig1 molekiiller olan DNA
ile yapilan arastirmalar daha giivenilir ve hizh
sonuglara ulagsmamizi saglayabilir (Taylor ve ark.,
2000).

2.1. Fungal Sistematikte Yaygin Olarak Kullanilan
Molekiiler Yontemler

Polimeraz  zincir  reaksiyonunun  kesfiyle
organizmalarin genlerinin klonlanmast ve bunlarin
birbirleriyle karsilastirilmasi sistematik alanda biiyiik
bir kolaylik yaratmistir.

2.1.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Ozgiillik ve duyarlihgindan dolayi, PCR temelli



yontemler funguslarin teshisi i¢cin kullaniglt olmakta
ve fungal suslarin, tiirlerin yada daha st takson
gruplarinin belirlenmesi amaciyla
kullanilabilmektedir. PCR araciligiyla elde edilen
bilgiler sayesinde mevcut taksonlar igin spesifik
oligoniikleotid primerlerin tasarlanmasi miimkiin hale
gelmistir (Dieffenbach ve ark., 1993).

Fungal tiirler arasindaki polimorfik DNA
dizilerinden biri olan ITS bolgesi, giliniimiizde bir
tiirtin dogru olarak tesbiti agisindan iyi bir aday olarak
goriilmekte ve bu uygulama ile diger tiim tiirlerden
biiyiik 6l¢iide ayrilabilmektedirler. Bununla birlikte,
ITS dizilerindeki varyasyon ve bu varyasyonu
dogrudan degerlendirebilen PCR temelli teknikler

sayesinde fungusun izolasyonuna gerek
duyulmaksizin  konukg¢u  bitkiler igindeki ve
cevresindeki bir ¢ok fitopatojenik fungal tiiriin

belirlenmesi miimkiin hale gelmistir (Maukhamedov
ve ark., 1994).

Spesifik fungal primerlerle gergeklestirilen PCR
amplifikasyon yontemleri sadece teshisde degil,
simbiyont ve zorunlu parazitler konusundaki
caligmalar da biiyiik oranda kolaylastirmistir. Ornegin
normal izolasyon yontemleriyle izolasyonu miimkiin
olmayan mikorizal fungus DNA’sinin spesifik
amplifikasyonu bitki kdklerinden yapilabilmistir (Di
Bonita ve ark., 1995).

Fungal populasyonlarin karakterizasyonu ve
taksonomisinde kullanilan PCR temelli bir g¢ok
yontem vardir, bunlardan Rastgele Amplifiye Olmus
Polimorfik DNA (RAPD) uygulamalar1 baslangigta
yaygin bir sekilde kullanilmigtir. Bu uygulamalarin
avantaji DNA dizisinin bilinmesini gerektirmemesidir.
Bundan dolay:1 herhangi bir rastgele primer herhangi
bir fungal DNA bolgesini amplifiye etmek igin
kullanilabilir. RAPD primerleri deneysel olarak
secilebilir ve calisilan taksonlar arasinda polimorfik
olan RAPD bantlanma modelini bulmak i¢in deneysel
olarak test edilebilir. RAPD ydntemi funguslarin ayirt
edilmesinde, tiir i¢i ve tiirler aras1 seviyede basaril1 bir
sekilde kullanilmistir. Brezilya’nin farkli cografik
bolgelerindeki bugday bitkisinden elde edilen 20
Bipolaris sorokiniana izolatinin genetik farkliligim
arastirmak amaciyla RAPD yontemi kullanilmigstir. Bu
calismada kullanilan 70 primerden 30’undan
amplifikasyon {iriinii elde edilmistir. RAPD analizleri
sonucunda 19 izolatin daha yakin gruplarda yer aldigi
belirlenmistir. Bu c¢alismada arastirilan izolatlar
arasindaki iliski ve genetik varyasyonun derecesiyle
ilgili 6nemli bilgiler elde edilirken ortaya ¢ikan
polimorfizm  ve  elektroforetik  profiller bu
fitopatojenlerin karakterizasyonu i¢in bu yontemin
kullanislt oldugunu ortaya ¢ikarmigtir (Miiler ve ark.,
2005). Japonya, USA, Malezya, Filipinler, Kolombiya
ve Cin’den elde edilen Aschersonia’nin dort tiirline ait
11 izolat ile yapilan calismada 17 RAPD primeri
karakterize edilmistir. Sonu¢ olarak Aschersonia
izolatlar1 arasindaki genetik cesitlilik RAPD
analizleriyle belirlenirken bu cinsin teshis ve
simiflandirilmasinda bu yontemin kullanilabilecegi
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ortaya c¢ikartlmistir (JunZhi ve ark., 2004). Diger
yontemlere gore daha kolay uygulanmasina ragmen,
RAPD analizinin bir cok dezavantaji olabilir. Ornegin
standart reaksiyon kosullari uygulanmasina ragmen,
aynt RAPD sablonlarinin olusturulmast ve bunlarin
giivenilirligi agisindan farkli laboratuvarlardan elde
edilen sonuglar her zaman uyumlu olmayabilir
(Sharon ve ark., 2006). Ayrica RAPD ile DNA
¢ogaltiminda, saf DNA kalibina ihtiya¢ duyulmasi
nedeniyle, karigtk numuneden funguslarin
belirlenmesi amaciyla kullanilamaz (Majer ve ark.,
1996).

ITS dizileri tiirler i¢inde nisbeten korunmus
olmasina karsin bir cinsin tirleri  arasinda
degisebilmesi nedeniyle, bu diziler Restriksiyon
Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
analizi ile fungal tiirlerin teshisinde ve ayni zamanda
hizli prosediirlerin gelistirilmesinde ve tiir spesifik
primerlerin  dizayninda  yaygin  bir  sekilde
kullamlmistir (Bridge ve ark., 1998). Uziimden elde
edilen Aspergillus cinsine ait ¢ok sayida tiiriin
teshisinde ITS-RFLP analizleri hizli ve kolay bir
yontem olarak kullanilmistir. Bu g¢aligmada Hhal,
Nilalll ve Rsal restriksiyon endoniikleazlar
kullanilarak A. niger, A. tubingensis, A. carbonarius
ve A. Aculeatus’a ait dort farkli RFLP sablonuna
ilaveten A.miger’e ait yeni bir RFLP sablonu
belirlenmistir (Martinez-Culebras ve Ramon, 2006).
Elde edilen bu sonuglar ¢ok sayida Aspergillus
tiiriniin  teshisinde arastiricilara hiz ve kolaylik
saglamistir. Kuzey Amerika ve Avrasya’dan elde
edilen 441 Agaricus bisporus izolati ile yapilan RFLP
ve populasyon genetigi analizleri, bu tlirde genetik
olarak 4 farkli dogal populasyonun var oldugunu
gostermistir (Xu ve ark., 1997).

Son zamanlarda ¢esitli organizmalar arasinda
polimorfizmi degerlendirmek amaciyla Amplifiye
Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi
(AFLP) yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem
funguslarda tiir i¢i ve tiirler arast genetik varyasyonun
belirlenmesi amaciyla uygulanmaktadir. AFLP her bir
reaksiyonun ¢oziiniirliik seviyesi ve tekrarlanabilirligi
acisindan RAPD’e gore daha avantajhidir. Ayrica
AFLP yontemi 6zellikle tiir igi seviyede birgok fungus
arasindaki varyasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda biiyiik
potansiyele sahiptir (Bridge ve ark., 1998). Afrika’da
yapilan bir ¢alismada, bes farkli Fusarium tiiriine ait
dogal bir populasyon icindeki genetik iliskilerin
belirlenmesi amaciyla AFLP yontemi kullanilmustir.
Fusarium DNA’st EcoRl and Msel restriksiyon
endoniikleazlarla kesilerek AFLP kaliplar1 ile birlikte,
dort primer kombinasyonundan toplam 80 polimorfik
AFLP profili elde edilmistir. Sonuglar Fusarium’un
molekiiler karakterizasyonu i¢in bu yOntemin
kullanilabilir oldugunu gostermistir (Abdel-Satar ve
ark., 2003).

Mikolojideki PCR uygulamalarinin ilklerinden
biri de, White ve arkadaslarinin (1990) c¢alismasidir.
Bu c¢alisma funguslarin filogenetik ve taksonomik
iligkilerini ortaya koymak amaciyla rDNA’nin direk
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cogaltilmas1 ve niikleotid dizilerinin belirlenmesini
icermektedir. Daha once belirtildigi gibi, bu diziler
hem degisken hem de korunmus bolgeleri igerdigi
icin, farkli taksonomik seviyedeki organizmalarin
kargilagtirma ve ayrilmasina olanak saglamustir.

DNA dizi analizi organizmalar arasindaki
filogenetik iligkileri belirlemek i¢in ¢ok kullanigh bir
yontemdir. Bruns ve arkadaslari (1990) karsilastirilan
cok sayida karakterin ¢oziiniirlik giliciinii onemli
derecede artirabilecegi igin filogenetik analizlerde
DNA dizilerinin kullanilmasinin yararli olacagini ileri
siirmiiglerdir. Bu yontemin yararlarindan biri de dizi
varyasyon seklinin gozlenebilmesi, yani bir degisimin
transversiyon yada transisyon olup olmadigi, sessiz
(silent) yada secilmis (selected) olup olmadigi gibi
konularda aydinlatici olmasidir. Ayrica diger bir yarar1
da niikleotid sapma derecesinin Olgiilebilmesi, farkli
laboratuvar sonuglarinin direk kargilagtirilabilmesi,
dizilerin yayinlanmasi ve elektronik veri tabanlarinda
saklanmasi (GenBank, EMBL ve DDBJ), sonuglarin
dogrulanmas1 ve bu uygulamalarin diger taksonlara
sus yada klon elde etmeye gerek kalmaksizin
uygulanabilmesi yada deneylerin tekrarlanabilmesine
izin verecek oOzellikte olmasidir. Filogenetik
caligmalarda dizi analizi igin kullanighh oldugu
ispatlanmig DNA bdlgeleri; ¢ekirdek ve mitokondrial
rDNA ve protein kodlayan genlerdir (Bridge ve ark.,
1998). DNA dizi analizi Trichoderma taksonomisine
onemli katkilar saglamigtir. Bu yontem kullanilarak
yaklagik atmisdan fazla tiir tanimlanirken, iki yada
daha fazla gen karakterize edilmistir. Sonug olarak
molekiiler analizler sayesinde morfoloji temeline
dayali olarak belirlenenden daha fazla tiiriin varligt
ortaya c¢ikarilmistir (Samuels, 2004). Pas funguslarimin
taksonomisi ve filogenisi oldukga tartismalidir. Ciinkii
bu organizmalar c¢ok kiigiik morfolojik farkliliklarla
birbirinden ayrilir ve karigik bir hayat dongiisiine
sahiptir. Melampsoraceae  familyasina ait pas
funguslar arasindaki evrimsel iligkileri aragtirmak i¢in
kiiciik miktarda DNA’nin spesifik amplifikasyonuna
izin verecek yeni yontemler gelistirilirken pek g¢ok
tirli i¢in ¢ekirdek ve mitokondriyal genlerinin
niikleotoid dizileri analiz edilmis ve filogenetik
iligkiler ortaya ¢ikarilmistir (Bruns, 2007).

PCR amplifikasyonu i¢in segilecek ideal bolgenin
ozellikleri (Bruns ve Gardes, 1993) dikkate
alindiginda, ribozomal RNA’larin kodlandigt genler
(rRNA) bu kriterlerin ¢ogunu igerir ve kapsamli bir
sekilde analiz edilebilirler. rDNA bdlgelerinin
cogaltilmast i¢in  primerlerin  dizayn edilmesi,
funguslarin ~ taksonomik  ¢alismalarmi  oldukga
kolaylagtirmistir (White ve ark., 1990).

2.2. Funguslarda rDNA Bélgesi

Protein  sentezinin olduk¢a eski ve tim
organizmalarda ortak bir 6zellik olmasindan dolay1
organizmalar arasindaki evrimsel iliskiyi ayirt
edebilmek i¢in rRNA’lar iistiin molekiillerdir. rRNA
eski, fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yayilis
gosteren (yaygin) ve filogenetik farki, olgilii bir
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sekilde koruyabilen bir molekiildiir. Ayrica rRNA gibi
biiyiik bir molekiildeki olasiliklarin sayis1 oldukca
fazladir ve iki dizi arasindaki benzerlikler filogenetik
bir iligkiyi isaret etmektedir. rRNA dizi analizlerinin

sonuglart  ve  molekiiler  genetik  ¢alismalar
organizmalar arasindaki dogru evrimsel iliskileri
yansitacak  sekilde filogenetik agaclarmn  elde

edilmesini saglamistir. (Madigan ve ark., 2003).

rRNA  genlerinin  kodlandigi DNA  dizileri
funguslarda taksonomik iliskilerin ve genetik
varyasyonun belirlenmesi ¢alismalarinda genis oranda
kullanilmaktadir. Funguslarda ¢ekirdek rDNA (rRNA
gen kiimesi) ardisik tekrarlanan rDNA birimleri olarak
organize olmustur (Salazar ve ark., 2000) (Sekil 2.1).
rRNA gen kiimesi hem ¢ekirdek hem de
mitokondrilerde bulunur ve olduk¢a korunmus ve
degisken bolgelerden meydana gelir (White ve ark.,
1990). Fungal cekirdek rRNA genleri her genomda
birkag yiiz kopyas: olan, ardisik tekrarlanan yapilar
olarak diizenlenmistir. Bu tekrarlanan birim sayisimin
Rhizoctonia solani AG4 izolatlarinda her bir haploid
genomda 59 oldugu belirlenmistir (Vilgays ve
Gonzales, 1990). Her bir birimde ii¢ rRNA geni
bulunmaktadir: kiigiik rRNA geni (18S vb.), 5.8S
rRNA geni ve biiyiik rRNA geni (28S vb.). Gen
kiimesinin sonunda yer alan 5S rRNA geni ise fungal
taksona bagli olarak tekrarlayan birim i¢inde olabilir
veya olmayabilir. 5.8S rRNA geni ise funguslarda
mitokondriyal genomda bulunmaz. Korunmus diziler
biiyiik alt birim (LSU) ve kiigiik alt birim (SSU)
genlerinde bulunur. LSU ve SSU genleri funguslarda
bir ¢ok taksonomik ¢aligmada  kullanilmistir.
Cantharellus’un bir ¢ok tiiriiyle ilgili taksonomik
karigiklik vardir. Bir ¢ok izolat morfolojik karakterleri
dikkate alinarak ne Cantharellus ne de Craterellus
olarak smiflandirilabilmektedir. LSU genlerinin dizi
analizine dayanan son filogenetik caligmalar su anda
Cantharellus cinsi i¢inde smiflandirilan bazi tiirlerin
molekiiler kanitlarla Craterellus oldugunu
dogrulamistir (Dahlman ve ark., 2000). Tilletia’ya ait
izolatlarla yapilan LSU rDNA dizi analizlerinden elde
edilen verilerin, filogenetik olarak morfolojik
karakterlerden daha fazla bilgi verici (informatif)
olabilecegi gosterilmistir (Castlebury ve Carris, 2005).

Alt birimler arasindaki ara (spacer) bdlgeleri,
trankripsiyonu  yapilmayan  bdlgeler  (internal
transcribed spacer-ITS) ve genler arasi bolge

(intergenic spacer-IGS) olarak adlandirilir. Bunlar alt
birim dizilerinden daha degiskendir ve tek bir cins
icindeki tiirler arasindaki yada tiir i¢i (intraspesifik)
populasyonlar arasindaki c¢alismalarda genis oranda
kullanilmaktadir. Funguslarda 18S rDNA bdlgesi
nisbeten yavag bir sekilde evrim gecirir ve uzak
akraba organizmalarin kiyaslanmasinda kullanighdir.
Ancak kodlanmayan bolge (ITS ve IGS) daha hizli
evrim gegirir ve bir tiir icindeki suglarin yada bir cins
icindeki  fungal tiirlerin  karsilastirilmast  igin
kullanighdir. 28S rDNA’nin bazi bolgeleri de tiirler
arasinda degiskendir (Lee ve Taylor, 1992).
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Sekil 2.1. Funguslarda rDNA bolgesi (Boysen ve ark.,
1996).

2.2.1. Ara (Spacer) Bolgeler
Bir fungal cinsin yakin akraba tiirleri arasindaki

ayrim ig¢in, farkli organizmalara (Verticillium,
Fusarium , , Boletus ve Rhizoctonia) ait bu ara
bolgelerdeki RFLP yada dizi farkliliklarinin

kullanildig1 bir ¢ok 6rnek ¢aligma mevcuttur. (Nazar
ve ark., 1991, Schilling ve ark., 1996, Leonardi ve
ark., 2005, Hyakumachi ve ark., 1998).

2.2.1.a. ITS
Baolgeler) Bolgesi

Kodlanmayan iki degisken bdlgeden meydana
gelen ITS bolgesi, olduk¢a korunmus kiigiik alt birim
(SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bolgesi) ve de
biiyiik alt birim (LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi
arasindaki bolgede (ITS2) yer almaktadir. ITS bolgesi
4 temel nedenle funguslarda molekiiler
karakterizasyon ¢aligmalari i¢in 6zellikle kullanighdir
(White ve ark., 1990, Bruns ve ark., 1991, Lee ve
Taylor, 1992):
1. ITS bolgesi nisbeten kiiciiktiir (500-800 bp) ve
evrensel tek bir primer ¢ifti (rRNA alt birimleri
icindeki  korunmus  bdlgelerin  komplementeri)
kullanilarak PCR ile kolaylikla ¢cogaltilabilir.
2. tDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi
nedeniyle, seyreltik yada oldukg¢a degrade olmus DNA
orneklerinden  bile  ITS  bolgesi  kolaylikla
cogaltilabilir.
3. Morfolojik agidan farkl: tiirler arasinda ITS bolgesi
yeterince degisken olabilir ve bundan dolayr ITS-
RFLP restriksiyon verileri genetik uzakligi tahmin
etmek i¢in kullanilabilir bdylece filogenetik ve
sistematik analizler i¢in karakterler saglayabilir.
4. ITS tiire 6zgii problari, bir kromozomal kiitiiphane
olusturmaya gerek kalmaksizin hizli bir sekilde PCR
ile iretilebilir. Bir ¢ok aragtirict dizilerin tekrarlayan
birimler seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken,
tiir igcinde benzer olma egiliminde olmasindan dolay1,
tire Ozgli problart gelistirmek icin dizileri ITS
bolgesinden se¢mektedir.

White ve arkadaglarinin (1990) dizayn ettikleri
ITS primerleri, farkli funguslara ait bir ¢ok ITS
dizisinin de belirlenmesine olanak saglamistir. Bu

(Transkripsiyonu  Yapilmayan

sayede, bazi cinslerin (6rnegin Colletotrichum,
Phytophthora,  Penicillum,  Fusarium)  tiirleri
arasindaki filogenetik ve taksonomik iliskiler

belirlenebilmistir. Fusarium cinsinin hizli bir sekilde
teshis edilebilmesi i¢in iki taksona ozgii spesifik
primerler (ITS-Fu-f, ITS-Fu-r) gelistirilmistir. Bu
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primerler  sayesinde  Rhizoctonia  solani  ve
Macrophomina  phaseolina DNA’larindan PCR
amplifikasyonu gergeklesmezken pamuk fidelerinde
hastaliga neden olan Fusarium cinsinin DNA’s1
amplifiye edilerek hizli  bir sekilde teshisi
gergeklestirilmistir (Abd-Elsalam ve ark., 2003).

Boletus edulis ektomikorhizal bir tiir kompleksidir.
Bu funguslar olduk¢a farkli morfolojik 6zelliklere
sahip oldugu i¢in tiirlerin belirlenmesi olduk¢a zordur.
Bu c¢alismada rDNA ITS dizi analizi yapilarak
Italya’dan elde edilen ¢ok sayida B. edulis tiirii analiz
edilmistir. Molekiiler analizler B. edulis, B.
aventivalis, B. pinophilus ve B. aereus tiirleri
arasindaki ve igindeki ayrima olanak saglarken,
filogenetik iligkileri de ortaya ¢ikarmistir (Leonardi ve
ark., 2005). Ophiosphaerella cinsine ait tiirler bir ¢ok
bitkide hasara sebep olur ve bu tiirlerin teshisi zor ve
zaman alicidir. Ophiosphaerella agrostis’in spesifik
olarak teshisi molekiiler ydntemlerle miimkiin
olmustur. Bu tiirtin ITS1 ve ITS2 boélgesi i¢in spefik
primerler gelistirilmigtir. Bu  ¢alismada  diger
patojenler amplifikasyon iiriinii olugturmazken seksen
Ophiosphaerella agrostis tirtine ait ITS bdolgesi
amplifikasyon {iriinli olusturmus ve bu sayede teshis
sireci  olduk¢a  hizli ve  giivenilir olarak
gerceklestirilmistir (Kaminski ve ark., 2005).

PCR ile ¢ogaltilan (amplifiye edilen) rDNA ITS
dizileri Verticillium albo-atrum ve V. dahliae’nin
karakterizasyon, teshis ve belirlenmesinde
kullanilmistir (Nazar ve ark., 1991). Bu c¢aligmada
hem ITS1 hem de ITS2 igindeki homolog olmayan
farkli niikleotid kiimelerinin belirlenmesi sayesinde,
bu iki onemli bitki patojeninin giivenilir bir sekilde
teshis edilmesini saglamistir. Maukhamedov ve
arkadaglart da (1994) aymi prensibi kullanarak V.
tricorpus’u ayirt etmek icin 5.8-28S ITS bdlgesinin
amplifikasyon iriinlerinin dizilemesini yapmistir. Bu
calismada 5.8S dizisinin Verticillium un tiirleri
arasinda korundugu fakat V. tricorpus’un ITS
bolgesinin tiir spesifik primerlerin olusturulmasina
izin verecek kadar farkli oldugu belirlenmistir.

Fusarium cinsi oldukca heterojen bir gruptur,
morfolojik ve biyokimyasal kriterlere gore tiirlerin
teshisi zor ve karigiktir. 28S rDNA ve ITS boélgesinin
RFLP analizleriyle tiir seviyesinde birkag F.
oxysporum susu ayirt edilmistir (Edel ve ark., 1995).
Yine son donemlerde F. avenaceum, F. culmorum ve
F. graminearum tirlerini ayirt edebilmek icin ITS
bolgesinin dizi varyasyonlarindan yararlanilmistir. F.
culmorum ve F. graminearum’da ITS bdlgesi tiire
O0zgli primerler elde etmeye olanak saglayacak
derecede polimorfik iken F. culmorum ve F.
graminearum’u F. avenaceum’dan ayut etmek igin
ITS1 ve ITS2 bolgelerindeki dizi varyasyonunun
yeterli olmadigi belirlenmistir (Schilling ve ark.,
1996).

Rhizoctonia cinsi de yaygin bir bitki patojeni olup
bu form cins i¢inde tarimsal a¢idan 6nemli bir ¢ok tiir
grubu bulunmaktadir. Bu organizmalarin da diger
funguslar gibi eseyli ve eseysiz sathalari bulunmakta
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(Sneh ve ark., 1996), fakat eseyli sathanin tesbiti her
zaman miimkiin olmadig1 ig¢in bu grubun ayrimi
anastomoz temeline dayali olarak
gerceklestirilmektedir (Ozkog ve ark., 2002; Karaca
ve ark., 2002). Diagnostik protokoller gelistirmek ve
filogenetik  akrabaligi  belirleyen  karakterleri
degerlendirmek amaciyla, Rhizoctonia’daki rRNA
genlerinin farkli anostomoz gruplar1 (AG) arasindaki
iligkisi incelenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda,
PCR ile g¢ogaltilan rRNA genlerinin biniikleat (BN)
Rhizoctonia tirleri ve R. solani’nin farkli AG’leri
icindeki genetik akrabaligi incelemek i¢in kullanish
olacagi belirlenmistir (Liu ve ark., 1995; Cubeta ve
ark., 1996; Hyakumachi ve ark.,1998). Bu
¢alismalardan birinde Liu ve Sinclair (1993) birkag R.
solani alt grubunun (AG1l ve AG2) ITS1-5.8S-ITS2
amplifikasyon iriinlerinin  restriksiyon analizini
yapmistir. Bu ¢aligmalarda AG1 iginde alt1 alt grup ve
AG?2 iginde bes alt grup belirlenmistir. Boysen ve
arkadaslar1 (1996) 9 adet R. solani AG4 izolat:1 ile
ITS1-5.8S-ITS2 rDNA bolgelerinde bir asimetrik PCR
teknigi kullanmistir. Bu veriler AG4 igindeki 3 alt
grubun  teshisi  i¢in  filogenetik  analizlerde
kullanilmistir. Mazzola ve arkadaglar1 (1996) ise, R.
oryzae ve R. solani AG1, AGS, AG6 ve AG8’in ITS1
ve ITS2 dizilerini karsilastirarak R. oryzae igin tiir
spesifik primerleri gelistirmislerdir. Bu primerler
sayesinde, R. solani AG8 ve R. oryzae ile birlikte
enfekte olmus bugday dokularindan R. oryzae’yi
spesifik olarak belirlemek miimkiin olmustur.

2.2.1.b. IGS (Genler Arasi Bolge) Bolgesi

ITS bolgesinin aksine, IGS bdlgesi iizerine
calismalar daha azdir. Arora ve arkadaglar1 (1996) 1GS
bolgesinden elde ettikleri RFLP profillerini kullanarak
V. chlamydosporium ve yakin akraba tiirler igindeki
degiskenligi belirlemisler, genel olarak tiir i¢inde bu
bolgenin heterojenliginin diisiik bir seviyede oldugunu
ve farkli IGS tiplerinin tiire 6zgii olabilecegini tesbit
etmiglerdir. IGS bolgesi Fusarium’da da c¢aligilmustir.
Appel ve Gordon (1995) PCR amplifikasyon
irtinlerinin RFLP’si ile F. oxyporum’da bu bolgenin
heterojen oldugunu gostermistir. IGS bolgesi ile ilgili
diger bir ¢alisma da Pythium ultimum’da yapilmig ve
IGS bolgesinin bu tiirde de heterojen oldugu tesbit
edilmistir (Klassen ve Buchko, 1990). Benzer durum
Puccinia graminins, V. albo-atrum ve V. dabliae nin
IGS bolgesi icin de rapor edilmistir. Bu sonuglar da,
IGS bolgesinin tiirler arasindaki ayrim igin
kullanilabilir oldugunu gostermistir (Morton ve ark.,
1995). Her ne kadar ITS bolgesi kadar yogun ¢alisilan
bir bolge olmasa da, bu bdlgenin de en azindan
calisilan fungal tiirler igin ayirt edici oldugu tesbit
edilmistir.

3. SONUC VE ONERILER

Fungal siniflandirma c¢alismalarinda, yeterli ve
giivenilir sonuglara ulagsmak icin sadece geleneksel
yontemlerin ~ (morfolojik,  biyokimyasal  vb.)
kullanilmast giiniimiizde kabul gdren bir uygulama

70

olmaktan  ¢ikmaktadir.  Gelismis teknolojilerin
sistematik alana uygulanmasi sonucunda, molekiiler
temelli caligmalarla daha hizli, daha giivenilir ve
uluslararasi gecerliligi olan sonuglara
ulasilabilmektedir. Molekiiler alandaki bu gelismeler
g6z Onine alindiginda, sistematikgilerin geleneksel
yontemlere gore teshisini yaptiklart organizmalari
molekiiler olarak da incelemeye almasi zaman
acisindan fayda saglayacagi gibi yapilan ¢alismalarin
daha giivenilir olmasin1 da saglayacak ve kisisel
hatalar1 ve onun doguracagi sonuglari da en aza
indirebilecektir. Su anda pahal1 bir iglem gibi goriilse
de, siirekli gelisen teknoloji bu analizleri hem daha
pratik hem de daha ucuz hale getirmektedir.
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