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TESEKKUR

“Denizli Ili'nde Dogal Olarak Yetisen Tuber aestivum tiiriine Ait Orneklerin Genetik
Karakterizasyonu ve rDNA ITS Bolge Dizileriyle Filogenetik Analizi” konulu tez
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yardimlarini esirgemeyen degerli hocam saym Dog¢.Dr. Aziz Tiirkoglu'na tesekkiir

ederim.
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bilgi paylasimiyla bu tezin hazirlanmasinda yardimci olan Uppsala Universitesinden

(Isveg) Dr. Christina Weden’e ve Yrd. Dog. Dr. Iskender Parmaksiz’a tesekkiir ederim.

Bu tezin yiiriitiilmesinde maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen ve iiniversitemizin
imkanlarin1 sunan basta rektoriimiiz saym Prof.Dr. Filiz Kilig’a, rektor yardimcimiz ve

fakiiltemizin dekani saym Prof.Dr. Cetin Pekacar’a tesekkiir ederim.
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Ulugoban’a tesekkiir ederim.
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DENIZLI ILI'NDE DOGAL OLARAK YETISEN Tuber aestivum TURUNE AIT
ORNEKLERIN GENETIiK KARAKTERIZASYONU VE rDNA ITS BOLGE
DiZILERIYLE FILOGENETIK ANALIZI

Siileyman KUYUMCU
Nevsehir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2011
Tez Damisman: Doc¢.Dr. Aziz Tiirkoglu

OZET

Triif mantarlar1 yiizyillardan beri ‘Tanrilarin yiyecegi’ olarak bilinen ekonomik olarak
cok degerli ve hos kokusu ve lezzeti ile mutfaklarda bas taci edilen topragin 5-20 cm
altinda ektomikorizal olarak yetisen bir mantar tiiriidiir. Tiim diinyada bu mantarlar
iizerine bir¢cok calisma yapilmasma ragmen, iilkemizde ancak son yillarda calismalar
baslamustir.

Tuber aestivum trif mantarlar1 arasinda degerli olan ve iilkemizde de dogal olarak
bulunan bir tiirdiir. Ancak Tuber aestivum iizerine yapilan calismalar diger trif
tiirlerinde de oldugu gibi lilkemizde cok azdir ve ancak son yillarda baglamistir. Ttim
diinyada ve Avrupada morfolojik ve molekiiler calismalarin hemen her iilkede yapildigi
Tuber aestivum igin lilkemizde heniiz hi¢ molekiiler calisma yayinlanmamastir.

Bu tezde Denizli’de yetisen Tuber aestivum orneklerinin ITS bolgelerinin dizi analizleri
yapilarak, filogenetik calisma yapilmis ve Avrupa’daki 6rneklerle karsilastirilmistir. Bu
tezin sonuglarinin tiim Tiirkiye’de yapilacak Tuber aestivum ve diger triif tiirleri iizerine

yapilacak c¢aligmalara temel olmas1 beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Trif, Tuber aestivum, filogenetik, ITS, rDNA
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GENETIC CHARACTERISATION OF INDIGENOUS Tuber aestivum
SAMPLES AND PHYLOGENETIC ANALYSES OF THEIR rDNA ITS
REGIONS

Siileyman KUYUMCU
Nevsehir University, Graduate School of Natural and Applied Science
M.Sc. Thesis, June 2011
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Aziz Tiirkoglu

ABSTRACT

Truffles known as ‘God’s Food’ are economically valued and living underground as
ectomycorrhizal life forms are important food in kitchens for centuries. Although there
are many studies on these fungi all over the world, studies have just begun recently in
Turkey.

Tuber aestivum is one of the valued truffles and indigenous species in our country.
However, studies on Tuber aestivum are not many and started, recently. Although,
molecular and morphologic analyses performing in many countries in the world and
Europe, there is no any molecular study on Tuber aestivum.

In this thesis, indigenous Tuber aestivum samples in Denizli sequenced by ITS regions
and compared with European samples by phylogenetic analyses. Results of this thesis
are expected to be used for studies on Tuber aestivum and other truffles all over

Turkey.

Keywords: Truffle, Tuber aestivum, phylogenetics, ITS, rDNA
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1.BOLUM

GIRIS

Sekil 1. 1 Bir triif tiirli olan Tuber aestivum [1]

Tuber tiirleri askomisetlerin acik tohumlu ve kapali tohumlu birgok bitki tiiriiniin
kokleriyle simbiyoz olusturarak gelisen ve biiyliyen genis bir ektomikorizal mantar
grubu olan Pezizales grubuna aittir. Bu mantarin askokarpi triif olarak bilinmektedir.
Triif tirlerinin (yaklasik 100) cografi dagilimi kuzey yarim kiirenin sicak bolgelerinde
bulunmaktadir ve en az ii¢ farkli alanda bulunmaktadir: Avrupa, Giiney-Dogu Asya ve

Kuzey Amerika [2].

Bu ektomikorizal mantarlar ortak yasadigi bitkilere sagladig1 avantajlar ve mutualistik
iligkileri nedeniyle kolonize oldugu ekosistemler cok Onemlidir [3]. Simbiyotik
kapasiteleri nedeniyle mikorizal mantarlar, bugiinkii odunsu bitkilerin evriminde ¢ok
kritik rol oynamiglardir. Tuber cinsi olan ve triif olarak bilinen mantarlar ise mikorizal

mantarlar arasinda daha degerlidir [4].



1.1. Ektomikoriza

Ektomikorizalarin yapisina bakildiginda, bir¢ok ektomikoriza manto (mantle) adi
verilen koklerin yiizeyinde uzanan mantar dokusuna sahiptir (Sekil 1). Mantodan
koklerin dis ¢eperinin i¢ine hiflerinin girmesi nedeniyle olusan ii¢ boyutlu yapiya Hartig

ag1 denir. Mantonun disinda hifler topraga dogru uzayip gidebilirler.

Sekil 1. 2 Bir ektomikoriza 6rnegi: Tuber aestivum mikorizasi [5]

Mikorizalarm taninmasi ¢ok giiclii bir mikroskop ve iyi bir deneyim gerektirir. Ornegin
uzman olmayan biri Tuber melanosporum’™un kiicik sosis benzeri mikorizalarini,

Sphaerosporella brunnea mikorizalariyla karistirabilir [6].

1.2. Triif askokarplarinin olusumu

Birgok Tuber tiirii tad1 ve kokusu nedeniyle ¢ok iyi bilinir ve diinya c¢apinda ticari
olarak bulunurlar. Organoleptik kaliteleri nedeniyle iki Avrupali tiir olan T. magnatum

Pico ve T. melanasporum ronesans boyunca ¢ok kiymetli hale gelmiglerdir [7].

Triiflerin askokarp olusumu biyolojik dongiiniin seksiiel fazinin aktivasyonu sonucudur

(sekil 1. 3).



e

Sekil 1. 3 Triif mantar1 hayat dongiisii. a, yeraltindaki askokarp; b,
askosporlarin tiretimi; ve c, askospor ve koklerin enfeksiyonu

(mikorizal simbiyoz) . ¢ agsamasi heniiz bilinmemektedir [4].

Dikaryotik ikincil misellerin olusumu ve askus hiicresindeki askospor olusumuyla
birlikte mayozu takiben meydana gelen karyogami birgok yazar tarafindan hipotez
olarak One stiriilmiistiir [8, 9, 10]. Askomisetler dikkate alindiginda, Tuber yasam
dongiistinde askuslardaki spor sayisinin ¢esitli olmasi, homozigotlugunda popiilasyonun
sabitlenmesi gibi bir seri anomaliler g6z oniline alindiginda bazi siipheler olugsmaktadir
[11, 12, 13]. Bu nedenle Tuber iireme sistemi genellikle heterotallik somatogami ile
iretilen dikaryotik misel varsayimindan farkli olma ihtimali bulunmaktadir. Tuber’in
cift cekirdekli dikaryotik hiflerinin kendini ddlleme islemi yoluyla oldugu hipotezi
heterozigot yoklugu ile desteklenmektedir [14, 15].



Trif hiflerinin ve mikorizanin ploidi seviyesi ve eslesme sistemi hakkinda geliskili
hipotezler vardir. Yakin zamanda Paolocci, et al. [16] askuslarin allelik diizenlemelerini
polimorfik mikrosatellitlerle kiyaslamistir. Bu analizlere gore, yazarlar 7. magnatum’un
tirler aras1 eslesme 0Ozelligi olduguna ve hayat dongiisiiniin ¢ogunlukla haploid
olduguna dair direk delil bulmuslardir. Tuber aestivum, Tuber melanasporum, Tuber
magnatum ve Tuber borchii karyotipleri de Tuber sitogenetigi ve lreme dongisi
hakkinda daha iyi bilgi edinmek i¢in arastirilmistir [17, 18]. Tiirler arasi1 farkliliklar1
ayirt etmek icin birgok triif molekiiler olarak DNA, rRNA diger Polimeraz Zincir
reaksiyonu (PCR) temelli tekniklerle analiz edilmistir [19-22]. Bugiinlerde Tuber tiirleri
icin genomik yaklasim da baslamistir. 7. borchii i¢in dizilerin yayinlandigi bir site
olusturulmustur [23, 24] ve biiylikk capli mikroarray gen ekspresyon analizleri de

eklenmektedir.



2.BOLUM

GENEL BILGILER

2.1.Truf Mantarlar

Triiflerin dogasina dair ilk yaym 1564 yilinda yaymlanmistir [25] ve eski zamanlarda
triifler hakkinda cok az bilgi mevcuttur ve ylizlerce triif tiirtinden (Tablo 2.1) sadece
birka¢ tiir yenilebilir triif mantar1 diinya capinda bilinir. Bunlardan ¢61 triifi
(Eremiomyces, Kalaharituber, Terfezia ve Tirmania) hala orta doguda, Kuzey Afrika’da
ve Kalahari’de bilinir. Ancak Fransa’nin Périgord siyah triifi (Tuber melanasporum) ve

Italya’nin beyaz triifi (Tuber magnatum) bugiinkii triif diinyasinda baskindir.

Bordo triif (Tuber aestivum) miikkemmel lezzet kalitesine sahiptir ki bu da Fransa’da
kiiltiiriine sebep olmustur. Iklim, toprak yapis1 ve birlikte yetistigi agac Ozellikleri
itibariyle daha kolay oldugu i¢in muhtemelen Avrupa’nin en yaygin yenilebilen triif
mantar1 tiiriidiir. Tuber aestivum Akdeniz kiyilarindan baslayarak Isvec’in dogu kiyisi
Gotland’a, Atlantik sahillerinden heniiz smirlar1 belli olmayan dogu Avrupa’ya kadar
dogal olarak yetismektedir. Bordo triif ayn1 zamanda Cin’den Avrupa’ya ithal edilen

triif paketlerinde de goriilmiistiir.

Bircok triif tiirli, en 6nemlisi olan Tuber indicum da dahil, Cin’de Yi ve Han halkimnin
geleneksel yemegi ve tonik olarak kullanilmaktadir. Wu-niang teng (annesi olmayan)
gibi yerel isimler erken Avrupalilarin da yasadigi kafa karigikligini yansitmaktadir.
Genellikle bunlar ve diger trif tiirleri ticarette onemli bir yet tutmazken, Avrupa’ya

ithalatt  1990’li  yillardan  beri  anlamli  bir  sekilde artmaktadir [6].



Tablo 2. 1 Bazi trif mantari tiirleri

Burgundy ve Yaz Trifi — (Tuber aestivum syn Tuber uncinatum)

Bagnoli triifi — Tuber mesentericum

Italyan Beyaz Triifii — Tuber magnatum

Tuber maculatum

Tubepuberulum

Kuzey Amerika Triifleri

Peka triifii — Tuber lyoniaesyn Tuber texense

Tatl triif — Mattirolomycesterfezioides

Asya Triifleri: Tuber indicum, Tuber pseudoexcavatum,

Yanlis triifler (False)

Diger triifler,italya’nin bianchetto - beyazimtrak triifii (Tuber borchii) gibi, yerel
pazarlarda &nemlidir. Sadece Italya’da Ferrara ve Ravenna civarinda gergek degeri

bilinen beyazimtrak triif, daha pahali olan Tuber magnatum’dan farkli olsa da, giin



gectikce mutfakta kredisi artiyor ve gastronomik memnuniyet kazaniyor. ABD’de ve
Kanada’da sarimsak-kokulu Oregon beyaz triifi (Tuber gibbosum) Douglas
ormanlarinda San Fransisco kuzeyinden British Columbia’ya kadar bol miktarda
bulunmaktadir. Bu tiirler bazi Amerikan meraklilar1 tarafindan Avrupal tiirlerle esdeger
tutulmustur. Bu tiir iddialar uzun siiregli olmanmustir ve Périgord siyah triifli ve Italyan

beyaz triifi seckin olarak kalmistir.

Italyan beyaz triifii birincil olarak Italya’min kuzeybatisindaki Piedmont, kuzey
dogusundaki Emilia-romagna ve Giineydeki Calabria’da toplanmaktadir. Piedmont’ta
yer alan Alba Tuber magnatum i¢in merkez olarak kabul edilmekte ve 18.yy’dan beri

Tuber magnatum’un merkezi olarak adlandirilmistir.

Fransiz Périgord siyah tiiriifii Bordeaux’un gilineyinde yer almaktadir. Fransa’da Drome
ve Vaucluse, Italya’da Umbria ve Ispanyanin bir kismi c¢ok yiiksek oranlarda 7.
melanasporum iretimi yapsa da Périgueux, Périgord bolgesinin merkezi ve

Dordogne’nin bagkenti, siyah triifiin diinyadaki baskenti olarak bilinir.

Piedmont ve Périgord ylizyillardan beri benzer sekilde festivallere, halk kiiltiiriine,

geleneklerine, gizemine ve hilelerine bakildiginda birbirine benzemistir.

Piedmont topraklar1 birgcok Alp vadilerine sahiptir ve dalga gibi uzanan tepelerle
doludur. Bolgenin yapis1 ve iklimi triifiin bulunmasini saglar. Ormanlar mese, findik ve
thlamurdan olusur ve kalkerli toprak yapisma sahiptir. Sonbaharin sonuna kigin basma
dogru sisli ve hafif soguk sabahlarda triif avcilar1 tarafindan triif toplanir. Karakteristik
olarak trif aligverigleri ketumluk, hile ve gizem icerdigi kadar vergiden de muaf

tutulmaya caligilir.

Alba civarinda, Langhe bolgesinin baskenti, orman ve otlaklar ormanlardan tepelere
kadar neredeyse tamamen sarap iiziimleri ve findiklarla kaphdir. Uziim baglarmin
muhtesem goriintiileriyle birlikte Italya’nin en iyi saraplarina ek olarak da beyaz triif

toplanir [6].

Périgord’un kalkerli platolar1 ve komsu ili Quercy Périgord siyah triifii iiretimi i¢in
uygun yerlerdir. Verimli irmak vadileriyle birlikte, bolge magaralar ve dogal kalker
barnaklariyla meshurdur. Périgord Fransa’nin belki de en eski yerlesim yerlerindendir.
Iki biiyiik rmak, yerlesime uygun magaralar, Tas devri insanlarmimn iklimi ve bizon ve

geyikler olarak gidayi, uygun bulmalarina sebep olmus olabilir. Yabani hayvanlara ek



olarak, triif mantarlarin1 toplayarak duvarlar1 boyali magaralarda pisirip yemis

olabilirler.

Ulkemizde ¢ok eski zamanlardan beri triif oldugu farkli yerel isimlerle bilinmekte ancak
ekonomik degerinin farkinda olunmamaktadir. Ulkemizde triiflerin ekonomik degeri ve
iilkemiz potansiyeli g6z O6niine alinarak yapilan ¢alismalar ancak 2009’da baslamistir ve

heniiz istenilen seviyeye gelmemistir [26].

Trif mantarmin toplanmasi ve pazarlanmasi hala ge¢misten gelen bazi gizemleri ve
entrikalar1 icermektedir ve insanlar gergekle efsaneleri birbirine karistirabilmektedir.
Triiflere diinya ¢apinda bir talep vardir ve bu talep karsilanamamaktadir. Bu nedenle de
fiyatlar yiiksek olmakta, ticari hileleri tesvik etmekte ve neredeyse iki ylizyildir siiren

kiiltiir galigmalar1 yapilmaktadir [6].

2.1.1. Tarihge

Fransizlarin ge¢mis zamanda yasanan triflin nereden geldigi, toplamasmin tahmin
edilemezligi ve benzeri nedenlerle la grande mystique(biiyiikk gizem) olarak
isimlendirdikleri sirlarm ¢6zimii i¢in bir miktar basar1 saglanmistir. Bu yazarlari,

filozoflari, arastirmacilar1 ve bohemlerin ilgisini ¢ok eski zamanlardan beri ¢ekmistir.

MO 1600°lii yillarda anonim bir tanimlama olarak “diinyanin gizemli iiriinleri” olarak
adlandirilsalar da atif yapilabilinecek ilk tanimlama Aristo’nun 6grencisi yunan filozof
Theophrastus (MO 370-286) tarafindan yapilmistir. Theophrastus bitkileri genel olarak
gozlemlemistir. Onun bilimsel terminolojisi bir¢ok tiirii daha 6nce mevcut olmayan
genel gruplara ayrmis ve tohum ¢imlenmesi ve gelisimi hakkinda cok dikkatli
gozlemler yapmistir. Yazdig1 Historia plantarum’da Theophrastus triifleri kokii,
tohumu, dali, yapragi, ¢icegi, meyvesi, kabugu, yumusak dokusu, lifi, ve damarlari
olmayan bitkiler olarak tanimlamistir. Uretimi i¢in ise o zamanlar baz1 diisiiniirlerin
inandig1 ve 17. yy arastrmacilarin da tahmin ettigi:” Bazi insanlar triifler tohumdan
ireyebilir ve iirliyor. Biitlin vakalarda deniliyor Mitylenaen kiyilarinda hi¢cbir zaman
bulunamadi ancak Tiarae’den bazi tohumlar getirildikten sonra bu bolgeden ¢ok fazla
miktarda goriilmeye baslandi” notunu kitabma diismiistiir. Modern botanigin klasik
kaynagr olmus ve farmakolojik metinlere 1600 yil boyunca Onciiliik etmis De
materiamedica adli kitapta calismalarini toplayan yunan hekim ve eczaci Dioscorides

(MS 40-90) , triflerin yumrulu kokleri oldugunu diisiiniiyordu. Eski Yunan ve



Romalilarda 20 ¢esit mantar biliniyordu ve “tanrilarin yiyecegi” olarak adlandiriliyordu

ancak biitiin bilinen mantarlara ragmen eski yazarlarin ilgisini triifler ¢ekiyordu.

Ortagag boyunca bilimsel bir kaynak kitap olarak bilinen Histori naturalis’in yazari
Plinythe FElder (MS 23-79) triiflerin kokii olmadan biiylimesini: “Her seyin en
mitkemmeli herhangi bir seyin koksiiz olarak yasabilecegi gercegidir. Bunlar triifler
(tubera) olarak adlandirilirlar; diinyanin her yerinde bulunurlar ve hicbir lif ya da kok
tarafindan desteklenmedikleri gibi kabart1 ve catlak olusturduklar1 yerde yeryiiziine
bagl degildirler.” Pliny, triiflerin habitatin1 “Calilarla ¢evrilmis kuru toprak yerleri”
olarak tanimlanmustir. Igerigi i¢in de “kabukla cevrilidirler, biitiin yeryiiziiniin
kompozisyonu oldugu sdylenemez ancak bir c¢esit yeryiizii konsantresidir; ayva
biiyiikliigiindedir ve yaklasik yarm kilo agwrhgindandir. iki cesidi vardir: bir tanesi
kumludur ve disleri yaralar, bir digeri hi¢gbir yabanci madde igermez ve renkleri kirmizi,
siyah ya da beyaz olabilir. Ciiriimeye yatkinliklarindan dolayr oduna benzerler.”
Sonunda Pliny bir sekilde sasirmistir: “Bunlarin yeryiiziiniin bir bozuklugu mu, canli m1
degil mi gibi sorular bence kolaylikla aciklanamaz.” Dogal tarihi ve iiretimi hakkinda
Pliny: “Acayip insanlar triiflerin sonbahar yagmurlar1 boyunca ¢ogaldigini ve 6zellikle
simseklerin bunlarin iiremesinde ana etken oldugunu ve bir seneden daha fazla
dayanamadigini ve en i1yi bahar aylarinda yenilebildigine inaniyorlar. Bazilar1 bunlari

tohumlar1 oldugunu da diisiiniiyor.” diye de not etmistir.

Triflerin pisirilmesi i¢in bulabilinen en eski tarif bilinen en eski Avrupali yemek tarifi
kitab1 olan Roma imparatorlugu doneminde yazilan Apics de re coquinaria adl kitapta
bulunmustur ve 6 farkh tarifte gegmektedir ki sarap ile servis edilmesini ve talasta

saklanmasini tavsiye etmektedir.

Her ne kadar Romal1 ve yunan yazarlar1 ve gastronomlar: triifiin cezp ettigi hakkinda
tartigma olmasa da onlarin bildigi mantarin Périgord’un “siyah elmas”1 degil ¢ol triifi
olan Terfezia oldugu kesindir. Romalilar ve yunanlar Kuzey Afrika, Tiirkiye, Ortadogu,
Akdeniz bolgesinin yar1 ¢ollerine ait ¢ol triiflinii biliyorlardi. Tarihsel olarak, pazarlarda

Sam, Bagdat, Izmir, Halep, Bakii, Tiflis ve Kudiis’ten gelen triifler bulunuyordu.

5 ila 12.yy aras1 Avrupa’da kiiltiir ve 0grenmenin olmadig1 karanlik ¢aglar olarak

bilinir. Bu karanlik cagda Avrupa’da higbir bilgi eklenmemistir.
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Arkasindan 17. yy’a kadar cesitli doga bilimciler ve triif meraklilarinmn triif mantari
hakkinda koksiiz ve tohumsuz olduguna dair diisiinceleri devam etti. 1665 yilinda
Ingiliz bilim insan1 Robert Hook, tohum varligindan bahsetmistir ve Ingiliz Doga
bilimci Sir Tancred Robinson triifleri “ lezzetli ve liikks zarif bir parca” olarak atifta
bulunmustur ancak karanlikta kaldigini da itiraf ederek: “ Bunlar neyse, ne eskiler nede
bugiinkii insanlar bizi net bir sekilde bilgilendirebiliyor; kimisi diinyanin nasir1 ya da

sigili kimisi de yer alt1 mantarlar1 olarak isimlendiriyorlar.

Profesér Richard Bradley, Cambridge Universitesi Botanik bdliim baskani,
Dictionarium botanicum (1728)’un ekinde biitiin Ingiltere’yi gezdigini ve triif olmayan
¢ok az orman oldugunu diisiindiigiinii yazmustir. Ayrica  Ingiltere’de bulunan triifler
Fransa ve Italya’daki tiirlerden farklidir ancak yine de yenilmeye layiktir” diye de
eklemistir. Ve ilginctir ki Bradley, bilinen en eski kiiltiir calismasi egilimini de
sunmustur: * Ingiltere’nin ormanlarinda ¢ok miktarda var, anladigim kadariyla bu yaz
benim yonlendirmemle triif toplayanlarn bir kismi tavsiyelerimi dinlerse onlari
cogaltmalariyla daha da ¢ok bulunacaktir.” 18. yy’da triiflerin iiretilebilecegi fikri daha
da ileri seviyeye ¢ikmis ve triiflerin bir agacin altinda yetismek zorunda oldugu

neredeyse kesinlesmistir.

Fransiz botanik¢i ve hekim Joseph Pierre de Tournefort triiflerin sporlarmni
gdzlemlemistir  ve tarif etmistir. Ik kez basarili bir kiiltiir ¢alismasmin nasil
olabilecegini anlatabilen yine De Tournefort olmustur. Bu goézlemler Pier Antonio
Micheli tarafindan da onaylanmistir ve mikolojinin dogumu olarak kabul edilen 1729

yayini Nova plantarum genera’da sporlari tarif etmistir.

1831'de Vittadini bir diizineden fazla triifii ‘Monographia tuberaceum’ adli kitabinda
tanimlamistir ancak aslinda Fransiz botanik¢i Gaspard A. Chatin’in1868’deki kitabi triif
hakkinda hatali teorileri bertaraf ederek gercekleri en i1yi gosteren kitap olmustur.
Chatin triifiin kiiltiiriiniin yapilabilinecegini de belirtmistir. Triiflerin sporla ¢ogaldigina,
aga¢ ile simbiyotik olarak iliski kurduguna ve agactan ziyade triifii sporuyla

tanimlayabilecegimize inaniyordu.

19. yy, tarihte hi¢ olmadig1 kadar besin olarak tiiketilen triif icin 6zellikle Fransa’da
altin ¢ag olarak tanimlanabilinir. Fransa’da soylularm arasinda triifiin popiilerligi

arttikca bu Italya’ya da yayild1 ve artik krallar tarafindan sofralarda aranan bir gida
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haline geldi. Bircok iinlii yemek tarifi kitabinda 6zel tarifleri yayinlanmaya basladi ve

19. yy’1n ortalarinda ¢ok rahatlikla triifiin basucunda tutuldugunu sodyleyebiliriz.

2.1.2. Tuber aestivum

Burgundy triifiiniin miikemmel gida kalitesi vardwr. Aromasi yogundur ve findigi
hatirlatan bir tadir vardwr. Périgord Siyah triiffiinlin  kullanmildigi tariflerde
kullanilmaktadir. Ayrica Italya’da siselenerek ya da tenekeye konularak diinyanmn dort
bir yanina gonderilmektedir. Kuzey yarim kiirede Eyliilden baslayip ile Araligin sonuna

kadar toplanir. Ancak bazen Ocagin sonuna kadar da bulunabilmektedir.

Burgundy triifii goreceli olarak genistir ve askokarplar1 2 c¢cm ila 10 cm capinda
degismektedir. Peridyum kahverengi ya da siyah olabilir, glebanin i¢ine uzanir ve 5 ila
7 tarafli 3-9 mm genisliginde boyuna yariklarin oldugu enine de isaretlerin yer aldigi
piramidimsi sislikler vardir. Olgun oldugunda glebasi koyu kahverengidir ve havaya

maruz kaldiginda renk degistirmeyen beyaz damarlara sahiptir (Sekil 1.1).

Sekil 2. 1. Tuber aestivum askosporu [27]

Sporlar diizenli olmayan ¢okgen eleksi yapida ortalama 4 pm yiiksekliginde retikulum
ile cevrilidir. Her bir askusta bir ila 7 sari-kahverengi sporlar vardir ve ytikseklikleri 25-

50 pm ve 17-38 pm’dir (siisler harig) [6].

Yaz triifii, adinin da gosterdigi gibi Avrupa’da yaz aylarinda genellikle Mayis ile
Agustos arasinda toplanmaktadir. Aromasi ve tadi Burgundy triifiiyle aynidir ancak ayni
yogunlukta degildir. Askokarplar biiyiiklik, sekil ve renk bakimimdan aynidir ancak i¢
rengi findik rengindedir ve soluktur. Yaz trifliniin sislikler1 daha biiylik olmaya
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yatkindir ancak c¢ok miktarda c¢esitlilikten dolayir teshis etmede kullanilamaz [6].
Burgundy triifiinden en fazla fark eden morfolojik 6zelligi zannedilen spor retikulum

yiiksekliginin de farkli olmadigi ortaya konmustur. [28].

Ticari diinyada ozellikle Fransa ve Italya’da Burgundy triifii yaz triifiinden ayri
tutulmaktadir ve Tuber uncinatum olarak etiketlenmektedir ki yaz trifi de Tuber
aestivum olarak etiketlendirilmektedir. Ancak birgok bilim insami bu iki triifiin
birbirinden farkli olmadigina ayni tiir olduguna sadece gevresel kosullardan dolay1
farklilik meydana geldigini ortaya koymuslardir ve tek bir isim ile isimlendirmeyi

onermektedirler: Tuber aestivum [6, 28]

Tuber aestivum iilkemizde dogal olarak bulunmaktadir [26, 29, 30]. Ulkemizde Tuber
aestivum ve diger trif tiirler1 halk arasinda ya hi¢ bilinmemektedir ya da degeri
anlagilamamaktadir. Genellikle halk arasinda keme — domalan gibi isimlerle bilinen
yine diger bir toprak altinda yetisen Terfezia cinsi mantarlarla karistirilmaktadir. Bu da
iilkemizde ekonomik degerini azalttig1 gibi mutfak kiiltiirinde de dogru sekilde

kullanilmamasina neden olmaktadir.

Cok az sayida da olsa triif mantarinin ger¢ek degerini bilen ve dogal ortamlardan
toplayarak yurt icinde ve yurt disinda pazarlayan triif avcilart mevcut olsa da, bu
mantarin {ilkemizde iyi bilinmemesi, triif avcilarmin bu mantar1 degerinde, dogru
yerlere ulagsmasina biiyiik Olclide engel olmaktadir. Ayrica egitimsiz trif avcilarinin,
yanlis zamanda yanlis toplama yontemleriyle Tuber aestivum toplamasi dogal olarak
bulunan bu mantarin ektomikorizal yapismin zarar gérmesi nedeniyle yildan yila
azalmasina sebep olabilmektedir. Bu nedenle diinyadaki diger ornekleri gibi dogal
olarak bulunan Tuber aestivum yerleri ifsa edilmemeli ve miimkiinse kanunen de

koruma altina alinmalidir.

2.2. Genetik karakterizasyon

Bazen triifleri olgun olmadiklar1 ya da sporlar1 olgunlasmadigi zaman morfolojik
ozelliklerini veya sporlarmi kullanarak tanimlamak zor olmaktadir. Baz1 durumlarda da
ornegin yasal nedenlerle triiflerin tiirlerinin tanimlanmasi spor kontaminasyonu
nedeniyle ya da triif asilamasini ispatlamak i¢in gerekli olmaktadir. Bu nedenle yiiksek
teknolojili molekiiler metotlar kullanilmaya baslanmistir. Babalik testi ya da sug

mahallindeki bir damla kanla sahibini bulmak i¢in siklikla kullanilan bu tekniklere cok
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benzemektedir. Bu molekiler teknikler tim tirlerdeki DNA  farkliliklarina

dayanmaktadir.

Tiirleri tanimlamak i¢in kullanilan molekiiler tekniklerin ilk adimi1 DNA izolasyonudur.
Daha sonra DNA isitilarak c¢ift zinciri birbirinden ayrilir ve sogutarak 6zel bir enzim ve
primer adi verilen kisa bir tamamlayici zincir kullanarak yeni bir zincir sentezlenmesi
saglanir. Birinci dongii DNA miktarmi iki katina, ikincisi dort katina ve {iglinciisii sekiz
katma ¢ikarir ve boyle devam ederek sadece birkac saat icerisinde ¢ok yliksek miktarda
istenilen DNA kismi ¢ogaltilmis olur. Bu teknik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

olarak adlandirilmaktadir.

Triif tiirlerini tantmlamak icin bir yontem RAPD teknigidir. Bu teknikte primer kisadir
ve dort niikleotidin (adenin, guanin, sitozin ve timin) rastgele swralanmasiyla
olusturulur. Primer DNA parg¢alarini ¢ogaltmak i¢in kullanilir. Bu pargalarin agaroz jel
iizerinde boyutlarina gore ayrilabilmesini saglayan iyonik yiikleri vardir ve igerigi bu jel
iizerinde yiiriitiiliir. Buna elektroforez adi verilir ve sonucta elde edilen motif her tiir
icin parmak izi spesifikligindedir. RAPD, ilk once triifler i¢in segilen tekniktir ¢iinkii
tiirtin, DNA’sinin niikleotidleri i¢in higbir bilgi gerektirmemektedir. RAPD teknigi ¢ok
gliclii bir ara¢ olsa da mikorizal mantar1 simbiyotik faz da tespit edemez ciinkii kisa
primerler rastgele olarak bitkinin DNA’sma baglanir. Bu kisitlamay1 kaldirmak igin

mantar i¢in RAPD markir dizilerinden tiire 6zgii primerler tasarlanir.

En giiclii genetik materyal kisimlar1 ribozomal gen grubunda genler arasinda bulunan
ITST ve ITS2 spacerlaridir. Bu bolgeler genlerin kendisinden daha hizh
evrimlesmektedir ve bdylece birgok tiirii ve alt tiirlin birbirinden farkini ayirt etmekte
kullanilabilir. 7. brumale - T. melanasporum ve T. borchii — T. drophilum gibi bazi tiir
ciftleri i¢in ITS bolgelerinin uzunluguna goére birbirinden aywrt edilebilir. Tiirleri
birbirinden ayirt etmek icin her tiirden alinan ITS bdlgelerinin niikleotid dizisi de
kullanilabilmektedir. Cilinkii her trif tiiriiniin farkli ITS dizisi vardir ve tiirleri sadece
ITS dizilerini kiyaslayarak da ayirt edebiliriz. Bu bilgi bilim insanlara birgok tiirii tek
bir elektroforez jeli lizerinde tanimlayabilecek 6zgiin PCR veya multipleks PCR gibi
daha giiclii, daha etkili teknikler gelistirme imkan1 saglamistir.

Benzer teknikler triifiin nereden geldigine dair bilgi elde etmek i¢in de kullanilabilir.

Ornegin bir triif italya’nn Alba sehrinden toplanmis olsun. Molekiiler veriler, bu triifiin
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Alba’dan geldigine emin olmamizi saglar ve Alba’dan geldigi gercegini gosterdigi gibi
bagska bir iilkeden hatta Italya’nin bagka bir bolgesinden dahi gelmedigini

gosterebilmektedir.

DNA’lar arasindaki benzerlikler ve farkliliklari gosteren ve bilim diinyasmi hizla
degistiren bu molekiiler metotlar, evrim agaglarmi ¢izmek i¢in kullanilir ve trif
uzmanlar1 igin dnemlidir. Triiflerin molekiiler tanimlanmas1 igin protokoller Italya

orijinli web sitesi www.truffle.org mevcuttur.

2.3. ITS Bolgeleri

ITS (internal transcribed spacer: Transkripsiyonu yapilmayan ara bolgeler) bir oncii
trankript lizerinde; fonksiyonel olmayan RNA ile yapisal ribozomal RNA’larin(rRNA)
arasinda yer alan bolgeleri ifade etmektedir. RNA olgunlastiginda kesilerek
cikartilmaktadir ve bu nedenle DNA {izerindeki bir bdlgeyi ifade etmektedir.5’-3’
olarak okundugunda bu polisistronik TRNA Oncii transkriptlerinde 5° ETS (external
transcribed sequence), 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA ve son olarak
3’ETS bolgeleri yer almaktadir.

RNA olgunlagsmas1 swrasinda ETS ve ITS bolgeleri kesilmektedir ve yikilmaktadir.
Ribozomal RNA’y1 kodlayan gen ve her birinden binlerce kopya bulunan tekrarlar
iceren ara bolgelerin her birinin arasina transkribe olmayan DNA anlaminda IGS
(interngenic spacer) veya NTS (non-transcribedspacer) terimiyle ifade edilen bolgeler

girmektedir [31].

ITS bolgelerinin  kullanilmasmin bugiinlerde o6zellikle ektomikorizal mantarlarin
tiplendirmesinde morfolojik ve diger molekiiler metotlardan daha hassas ve giiglii
oldugu ispatlanmistir [32]. Diger gen bdlgelerinden daha yiiksek derecede cesitlilik
icerdigi bilinen rTDNA’nin kendi i¢inde ITS ve IGS boélgelerinin de ¢esitlilik gosterdigi
bilinmektedir. Bu nedenle de ITS bolgeleri filogenetik analizler i¢in 6zellikle

mantarlarda tercih edilmektedir. [31]
2.4. ITS dizileriyle ile Filogenetik Analiz

1990’1 yillarin basindan beri ITS rDNA dizi bilgileri ektomikorizal topluluklarin

kompozisyonunu ve dinamigini analiz etmekte kullanilmaktadir [33, 34]. Yeni tiirlerin
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kesfi bu trendle birlikte artmis ve dizileme teknolojisinin gelismesi ile daha da artmasi
beklenmektedir [35]. Ancak ITS dizileriyle BLAST kullanarak tiir teshisi
veritabanlarindaki yeterince gonderilmis dizi olmamasi, yanhlis etiketleme ve yanis
teshisler nedeniyle her zaman kolay olmamaktadir [36, 37]. GenBank’a
‘tanimlanamamig’ dizilerin gonderilmesi oldukca yaygindir. Bu tamamen tanimlanmis
dizilerden oldukca farkli olan az tanimlanmis ya da tamimlanamamis diziler ig¢in
gecerlidir [38]. GenBank’taki tanimlanamamis Tuber dizilerinin sayis1 (1 Nisan
2010’da 1924), GenBank’taki 1yi tanimlanamamis mikorizal cinsler arasinda ilk 10’a
girmektedir [39, 40].

Tuber cinsinde bulunan bazi tiirleri veya varyeteleri birbirinden aymrmak morfolojik

karakterlerin birbirine ¢ok benzemesinden dolay1 ya da tariflerin

NTS 5'ETS ITS 1 ITS 2 3'ETS NTS

' 188 . 58S 288 ‘ '
: ) 1 1 1 E
] T

Sekil 2. 2. ITS1 ve ITS2 bolgeleri - rDNA [41].

birbirine benzemesinden dolay1 ¢ok zor olabilmektedir. Ornegin Tuber aestivum ile
Tuber uncinatum iki farkli tir olup olmadigi ¢ok uzun yillar tartisilan ve ancak
molekiiler filogenetik ¢alismalarla sonuca ulasilan bir sorudur [42, 7]. Her ne var ki
halen bu tartigsmay1 siirdiirmeye devam eden arastirmacilar da bulunmaktadir [43]. Yine
de filogenetik analizler, morfolojik analizlere gore kesin ve objektif sonuglar
vermektedir. Avrupa’daki tim Tuber aestivum suslarmin filogenetik analizi yapilarak

genetik yapisi anlasilmaya ¢calismaktadir [44].

Organizmalarin filogenisi, tiirlerin belirlenmesi problemiyle smirlandirilmaktadir. Tuber
cinsi i¢in 6rnek verilirse izozimpolimorfizmine [45, 46]ve RAPD motiflerine [47]dayali
filogenetik analizlerle birgok ornek {izerinde ¢alismislardir ve bu analizlerin uymayan
bazi sonuglar1 olmustur. Bu nedenle ITS bdlgelerinin filogenetik analizlerde

kullanilmas1 6ngdriilmektedir ve daha yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [28].
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3.BOLUM

YONTEMLER

3.1 Ornekleme
3. 1.1. Arazi ¢calismalar1 ve morfolojik teshis

157 triif 6rnegi Denizli’den 4 farkli ilgeden farkli lokasyonlardan topragm 5-20 cm
altindan Mayis-Agustos 2010 yillar1 arasinda 20 gilin arazi yapilarak toplanmustir.
Arazide Orneklerin renkli fotografi c¢ekilerek numaralandirilmistir. ekolojik ve
morfolojik ozellikleri, olgiileri, yetistigi substrat gibi Ozellikleri arazi bilgi defterine
kaydedilmistir. Terlemeyi Onlemek icin beyaz pamuk kumasl torbanin igine
konulmustur. Dis fircasiyla suyun altinda dikkatlice temizlenmistir ve gelecekte

kullanmak tizere tekrar fotograflanmistir.

Tablo 3. 1. Calismada kullanilan 6rnekler ve lokasyonlar1

Kod BolgeAdi  Ornekkodu Kod BolgeAdi  Ornekkodu
T1 Honaz 180610-1 | T52 Bozkurt 050610-7
T8 Honaz 010810-3 T54 Bozkurt 050610-9
T13 Honaz 080810-3 T56 Bozkurt 060610-2
T16 Honaz 040610-3 T119 Bozkurt 100710-1
T23 Honaz 040610-4 | T120 Cal 300510-1
T26 Honaz 040610-7 | T122 Cal 300510-3
T30 Honaz 040610-11 | T123 Cal 310510-1
T32 Honaz 040610-13 | T125 Cal 310510-3
T34 Honaz 050610-1 T126 Cal 310510-4
T35 Honaz 050610-2 | T127 Cal 010610-1
T36 Honaz 050610-3 T128 Cal 010610-2
T44 Bozkurt 290510-3 T129 Cal 010610-3
T45 Bozkurt 290510-4 | T130 Cal 010610-4
T48 Bozkurt 050610-3 T132 Cal 010610-6
T50 Bozkurt 050610-5
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Her bir 6rnek ikiye ayrilarak bir yarisi kurutulmak tlizere ayrilirken, diger yaris1 da
plastik poset i¢ine vakumlanarak -80°C ve -20°C’de saklanmistir. Mantarlarin kurutma
islemleri laboratuvarda gergeklestirilmistir. Bu esnada ¢cabuk bozulabilecek veya kurtlu
olan mantarlar kurutma dolab1 i¢inde, saglam olan mantarlar ise kurutma kagitlar1
iizerinde hava sirkiildssyonu olan uygun yerlerde bekletilerek kurutulmustur. Kurutulan
ornekler sporlar1 incelenmek {iizere LeicaDM2500 model (Almanya) mikroskopta
incelenmistir ve EC3 (Leica, Almanya) kamerasiyla sporlarinin fotografi ¢ekilerek
LasEZ 7 (Leica, Almanya) yazilimiyla spor boyutlar1 dlgiilmiistiir. Boylece ornekler
morfolojik olarak elde edilen veriler ve mevcut literatiiriin yardimiyla tiirler teshis
edilmistir. Ornekler donmus durumdayken polistein kutularin iginde etrafi Techni-ice
(Avusturalya) ile sarilarak soguk tutulmustur ve derin dondurucudan CNR(I1 Consiglio
Nazionale dele Ricerche, Italya) laboratuvarlarina 24 saat icinde bu durumda tasinnustir

ve -80°C derin dondurucuda saklanmistir.
3.1.2. Laboratuvar ¢alismalar1 ve molekiiler teshis

Laboratuvar ¢alismalar1 Bitki Genetigi Enstitiisii'nde (CNR, Italya) Dr. Francesco
Paolocci, Dr. Andrea Rubini, Dr. Claudia Riccioni ve Dr. Aziz Tiirkoglu ile birlikte
yapilmistir. 157 6rnek lokasyonlarina gore smiflandirilmistir ve her lokasyondan 3’ten
fazlaysa 3, 3’ten az ise tamami ¢alismaya alimmistir. Toplam 49 adet 6rnek ¢alisma icin
secilmis ancak DNA’s1 ¢alisma icin yeterli olacak sekilde izole edilemeyen ornekler
calismadan ¢ikarilarak toplam 29 adet Ornek ile dizileme yapilarak calisma

tamamlanmustir.
3.2.DNA izolasyonu
DNA izolasyonu Gardes, M. ve Bruns, T.D. ‘nin [48]’ta tarif ettigi gibi yapilmistir. Bu

protokoliin safhalar1 su sekildedir:

1. Daha once eppendorf tiipte -80°C ‘de saklanan kiigiik 6rnek parcalar1 iginde

metalik kiirelerin (3mm) oldugu 2 ml’lik eppendorf tiipe konulmustur.

2. Eppendorf tiipler daha once -80°C’de sogutulmus spor i¢cine konulmus ve
ardindan mixermill’de (Retchs, Almanya) 15s-2 dk arasi 30 titresim/sn olacak

sekilde ornegin parcalanma oranina gore sallanmistir.
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Onceden 1sitilmis (65°C) CTAB 2x tampon soliisyonundan(100mM Tris-HClpH
8, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8 ve 2% CTAB — otoklavlanir) + 0.2% v/v -

mercaptoethanol ) 500 ul eklenmistir.

Ornekler 65°C’ye su banyosunda 15 dk bekletilmis ve diizenli olarak ters yiiz

edilmistir.

. Ayni1 hacimde kloroform:isoamilik alkol (24:1, v/v) eklenmistir.

Bir ka¢ dakika ornekler ters yiiz edilmis (5’e kadar) ve en yliksek hizda(14000
rpm) 5 dk santrifiijde ¢evrilmistir.

Ust faz alinmis ve yeni 2 ml Eppendorf tiipe aktarilmistir.
6,7 ve 8. adimlar tekrarlanmistir.

0.7 hacim Ispropanol niikleik asidin ¢dkmesi i¢in eklenmis ve -20°C’de en az 1

saat beklenmistir.

En yiiksek hizda(14000 rpm) 20 dk santrifiijde ¢evrilir miimkiinse sogutmali
santrifiij (4°C) kullanilmistir.

Siipernatant yavasca alinarak eppendorflar ters cevrilerek kagit {izerinde

kurutulmustur.

Pellet 500 pl TE tamponu 10:1 (TrisHCI 10mM ph 8, ImM EDTA pH 8) ile

¢cOziilmiistiir.

RNAaz muamelesi: 10ul RNAaz soliisyonu (10mg/ml) eklenmis ve 2 saat
37°C’de bekletilmistir.

Fenol ektraksiyonu: 1/10 hacim 1M TrisHClpH 7.5 ve esit hacimde

fenol:kloroform:isoamilik alkol (25:24:1, v/v/v) ve 10 sn vortekslenmistir.
Ornekler 14.000 rpm’de 5 dk santrifiijde ¢evrilmistir.

Supernatant almmis (arafaz alinmadan) ve yeni Eppendorf tiipe transfer
edilmistir.
1/10 hacim 3M NaOAc pHS5.2 ve 2 hacim absoliit (%100) Etanol niikleik asidi

coktiirmek i¢in eklenmistir.

-20°C veya daha 1yisi -80°C’de 1 saat bekletilmistir.
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19. En yiiksek hizda(14000 rpm) 20 dk santrifiijde g¢evrilir miimkiinse sogutmali
santrifiij (4°C) kullanilmistir.

20. Pellete dokunmadan (pellet gériinmeyebilir) siipernatan uzaklastirilmastir.
21. 200 pl veya daha fazla %70’lik etanol ile tuzu yikamak i¢in eklenmistir.

22. En yiiksek hizda(14000rpm) 10 dk santrifiijde ¢evrilmis miimkiinse sogutmali
santrifiij (4°C) kullanilmistir.

23. Ornek kurutulmustur (hava ya da vakum ile).
24. Steril distile su eklenmistir (50ul’ye kadar).
25. DNA kalitesi ve miktar1 %1°lik agaroz jelde yiirtitiilerek kontrol edilmistir.

Elde edilen DNA -20°C saklanmustir.
3.3. PCR

Tuber aestivum  Ornekleri igcin  White et al. [52]” wun ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
primerleri kullanilarak PCR reaksiyonu gercgeklestirilmistir. PCR amplifikasyonu Gene
Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA) ile ger¢eklestirilmis olup biitiin
ornekler icin PCR kosullar1 da su sekildedir: baslangic sathasi olan denaturasyon
94°C’de 2 buguk dakikadir. Yiiksek kalitede elde edilen DNA’lar i¢in 35 dongi
94°C’de 20 sn, 63°C’de 15 sn, 72°C’de 45 sn asamalarindan olusmaktadir. Son uzama
asamas1 ise 72°C, 7dakikadir. Dislk kalitede elde edilen DNA’lar i¢in 50 dongii
94°C’de 20 sn, 55°C’de 15 sn, 72°C’de 45 sn asamalarindan olusmaktadir. Son uzama
asamasi ise 72°C , 7dakikadir.

PCR mastermiks karigimi ise yiiksek kalitede DNA i¢in 3 ul DNA, 2.5 pull0x PCR
tamponu (1.5 mM MgCl; icerir), ANTP 0.5 ul, ITS 1 ve ITS 4 primerleri 1 pl, MgCl,
1.3 ul, DMSO 2.5 pl, Taq enzimi 0.5 pl, H,O 12.7 olmak iizere toplam 25 pl
hazirlanmistir. Diistik kalitede DNA icin ise 1 ul DNA, 2.5 ul Taq tamponu (1.5 mM
MgCl, igerir), ANTP 0.5 pl, ITS 1 ve ITS 4 primerleri 1 pl, MgCl, 1.3 ul, DMSO 2.5
ul, daha kaliteli Taq enzimi 0.5 pl, BSA 2.5 ul, H,O 12.2ul olmak iizere toplam 25 pl

hazirlanmstir.
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3.4. Dizi Analizi

T. aestivum dizi analizleri her 6rnek i¢in ITS1 ve ITS4 primerleri ayr1 ayr1 kullanilarak
iki kere gerceklestirilmistir. Dizileme PCR reaksiyonlar1 GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, USA) ile gergeklestirilmis olup biitiin ornekler icin PCR
kosullar1 su sekildedir: baslangi¢ safhasi olan denaturasyon 96°C’de 1 dakikadir. 25
dongii 96°C’de 10 sn, 50°C’de 5 sn, 60°C’de 4 dakika asamalarindan olusmaktadir. Son

uzama asamasi ise yoktur.

PCR master miks karigimi ise 0.5ul DNA, 1.8 ul 5x PCR tamponu, 0,25 ul Big Dye,
ITS1 veya ITS 4 primeri 0.8 ul, 1 pl DMSO, 5,65 ul H,O olmak {izere toplam 10 pl

hazirlanmstir.

Dizileme i¢in presipitasyon islemi 96 kuyulu reaksiyon plate’leri termal cycler’dan
alindiktan sonra santrifiijle kisaca ¢evrilerek baslanmistir. Her kuyuya 1 pl3 M sodyum
asetat eklenmistir. Bunu takiben 25 pl %100 etanol eklenmistir. Plate, iistii kapatilarak 4
defa ters yiiz edilmistir. 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 4°C’ye
sogutulmus santrifiijde 45 dakika 1650g’de (3100 rpm) cevrilmistir.  Plate ters
cevrilerek santrifiijjde 185 g’de (1000 rpm) 1 dakika dondiirtilmiistiir. Daha sonra her
kuyuya %70’lik 35 pl etanol eklenmistir. 4°C’de 1650g’de 15 dakika cevrilmistir.
Tekrar plateler ters cevrilerek 185g’de 1 dakika dondiriilmistir ve kurumaya

brrakilmistir. Bu sirada plate 1siktan korunmustur.

Dizileme reaksiyonlar1 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) ile
gerceklestirilmistir.

3.5. Filogenetik Analiz

Elde edilen diziler Bioedit (v7.0.9, ABD) program [49] (clustalW algoritmali) ile
karsilagtirilmis  ve  filogenetik  iliski  Neighbour Joining ve UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) metotlar1 kullanilarak Mega
5.05 [50] yazilim1 ile (Mac Os X v10.6.6 (Apple, USA) sistemi lizerinde yapilmistir.
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BULGULAR

4.1. PCR sonuclar
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Sekil 4. 1. DNA'st elde edilen triif orneklerinden ITS bolgesi PCR ile
cogaltilabilen ornekler. PCR sonucu basarili olan Ornekler

numaralandirilmistir.
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DNA o6rneklerinin ITS bolgeleri ¢ogaltilmistir ve ITS bolgesi PCR ile elde edilebilinen
orneklerde dizi analizi yapilmistir. Sekil 4. 1°de bazi orneklerin ITS bdlgelerinin
cogaltilamadig1r bazilarinin ise elde edildigi goriilmektedir. Goriinen diisik DNA
kalitesindeki orneklerde ise yontemlerde anlatildigi gibi tekrar PCR uygulanarak dizi

analizi yapilmustir. Sekil tizerindeki numaralar ’deki siralamaya uygundur.

Markir (GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Thermo Scientific, ABD) 100-10000 baz cifti
araligmi gostermektedir ve PCR friinlerinin biiyiikligi sekil 5’te gorildigi gibi

yaklasik 700 baz ciftidir.

4.2. Dizi analizleri

Her bir 6rnek ileri ve geri primer kullanilarak dizilenmis ve konsensiis dizi bulunarak

BioEdit (v7.0.9, ABD) programinda hizalanmaistir.

Toplam 29 adet ITS bolgesi dizilenmis ve Bioedit programindaki hizalamasma gore en
uzun dizi 660 baz cifti uzunlugunda bulunmus, en kisas1 ise 480 baz cifti olarak
bulunmustur. GenBank’taki Tuber cinsine ait ITS bolgesi dizilerinin uzunluklariyla

kiyaslandiginda bu araliktaki uzunlukta diziler normaldir.

Dizilerin hizalanmas1 sonucu birbirlerine c¢ok yiiksek oranda benzer oldugu

goriilmiistiir. Bu benzerlik filogenetik agaclarda da gozlenebilmektedir (

Sekil 4. 2 ve Sekil 4. 3.).

4.3. Filogenetik analizler

Denizli’den toplanan Tuber aestivum tiiriine ait 29 adet 6rnek, 1 adet yine Denizli’den
toplanan Tuber rufum tiiriine ait 1 drnek, Italya’da daha dnce toplanmis ve GenBank’a

gonderilmis 21 adet 6rnek MEGA 5 programi kullanilarak neighbour joining (

Sekil 4. 2) ve UPGMA (Sekil 4. 3) metotlarina gore dizilerin filogenetik agaci
cikarilmistir. ‘t’ ile baslayan 6rnek isimleri Denizli’den toplanan 6rnekleri, ‘gi’ ile

baslayan kod ise Italyan drneklerin Genbank taki kodlarmi gdstermektedir.

Filogenetik agaclara gdre Denizli'nin 7. aestivum &rnekleri, Italyan orneklerden

tamamiyle ayrilmamis ancak yine de bir miktar italyan ve Denizli drnekleri kendi i¢inde
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gruplandirma gostermistir. Filogenetik agaclarla birlikte genetik uzaklik degerleri de

belirlenmis ve filogenetik agac iizerinde gosterilmistir.

Sekil 4.2°de gorildiigii tizere T. rufum 6rnegi en ug kolda yer almaktadir ve kol i¢cinde
genetik uzaklig1 en fazla olandir. En istte yer alan ilk kol 7. rufum 6rnegiyle birlikte
tamamen Italyan 6rneklerinden olusmustur ve uzakliklar1 neredeyse hi¢ yoktur. Ikinci,
ficiincii, dordiincii ve besinci kol bir tek Italyan &rnegi hari¢ tamamen Denizli

orneklerinden olusmustur.

Bu kollardaki Denizli 6rnekleri toplandigi bolgeler gz oniine alindiginda bdlgelere

gore ayrilmamis ve karisik bir sekilde kollara dagilmistir.

Bir sonraki kolda ise t123 ilk kolu olusturmus, diger kol da ikiye ayrilarak ilk kolda
Italyan drnek yer almistir. Diger kol da ikiye ayrilarak yine Italyan drnek yer almistir.
Diger kol da ikiye ayrilmistir ve ilk kolda t52 6rnegi yer almaktadir. Diger kolda ise
tamamen Italyan drnekler yer almistir ve kollara ayrildik¢a uzakliklar1 da cok miktarda
artmaktadir. Yedinci ana kolda t127 ve Italyan &rnek yer almaktadir ve uzakhklar1 yok
gibi goziikmektedir. Sekizinci ve Dokuzuncu ana kolda Italyan 6rnekleri yer almaktadir
ve bu oOrneklerin de uzakliklar1 fazla goziikmektedir. Onuncu ana kolda Honaz’dan
toplanan t8, t23 ve Bozkurttan toplanan t119 yer almaktadir ve t119 ile t23’{in genetik

uzaklig1 fazladir.

Sekil 4.3°de goriilecegi tizere Tuber rufum 6rnegi ile diger 7. aestivum Ornekleri iki
farkli kol olusturmustur. Daha sonra t48 ayr1 bir kol olusturarak diger O6rneklerden
ayrilmistir. Daha sonra Italyan orneklerinden biri ayr1 bir kol olusturmaktadir ve
t48’den genetik uzakhigi fazladir. Daha sonra 4 adet Italyan drneginin ayr1 bir kol
olusturdugunu goriilmektedir. Diger kol da ikiye ayrilarak bir kolu t54 olmustur ve bu
asamayla birlikte genetik uzakliklar bir 6nceki kollara gére daha diisiiktiir. Daha sonra
t30 ayr1 iyi ayr1 koldan birini olusturmustur. Diger kol ise 14 kola boliinmiistiir. 11k iki
kolda Denizli’nin ornekleri olan t34, tl, t13, 32, t36 ve t129’u gérmekteyiz. Bu
orneklerden t129 hari¢ hepsi Honaz bolgesinden toplanan orneklerdendir. t129 ise Cal

bolgesinden toplanmistir.



24

{ 13 rufum consensus sequence
1 Gil3132461 1gblaY226041.1)
a L il 31324608igb|AY 226038 1|

gil33325440gb|AF516785.1|
o gil33325436/gb|AFS16781.1]

——— Oi31324B07igblAY226037 1]
ol Gi3132460940bIAY 226020 1|
t1 consensus sequence

t50 consensus sequence
126 CONSENSUS SSGUENCE

o _: 148 CONSEnsUS SeqUEncE
4 144 CONSBNSUS SBgUBNCE

1126 consensus sequence

32 consensus sequence
a _|: 1132 consensus sequence
1 gi[33325444|gh|AF516TR9.1|

t122 consensus sequence

t13 consensus sequence
o _|: ti6 consensus sequence
2 154-2 CONSENSUS SEYURNcE

— 1129 consensus sequence

0 135 consensus saquence

t123 consensus Sequence

Gi|333254421gb|AF516787.1|

Oi[33325435|gb|AFS16TTE 1|
152 consensus sequence

ol|33325438|gb|AF 5167831
i Gil 325447 Igb|AFS 16702 1|

1 —1 Gil33325446igbJAFS16791 1]
[ ] Q3332 5445gb|AFS16T90. 1|
—t Gil313246061gbjAY226036.1]

TEE— Qil33325441 bl AFS1ETEE. 1]

0l 1127 consensus SEqUEncE
I @il33325439gb|AFS16T84 1|

ol gi313246101gbjAY226040.1]

gil3332 5437 gh|AFS16782.1|
18 consensus sequence

10 _: 1118 consensus sequence
L 123 CONSENSUS SBQUENcE

il 3132461 gl AY226042.1|

1120 consensus Sequence
136 consensus sequence

a _:m CONSENSsUS Sequence
4 130 consensus sequence

— gi33325443gb|AF516788.1|

ol 145 consensus SEqUBNCE
e 1130 consensus sequence

[) S— t125 consensus sequence

1128 coNSensus Sequence
156 CONSEBNSUS SBqUENce

———
0302 01 @

¥

-

-/

Tuber rufum

ftalya’dan Tuber
aestivum ornekleri

Denizliden Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornegi

Denizliden Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornekleri
Denizliden Tuber
aestivum ornegi

ftalya’dan Tuber
aestivum ornekleri

Denizliden Tuber
aestivum ornegi

ftalya’dan Tuber
aestivum ornekleri

Denizliden Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornegi

Denizliden Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornegi

Denizliden Tuber
aestivum ornekleri

Sekil 4. 2. Neighbour Joining metoduna gore dizilerin filogenetik agaci
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3 : 1132 consensus Soquence
145 Consensus Sequence

—E 1122 consensus Saquence
z 144 consensus Saquence

156 consensus sequencs

— 1120 consensus sequance

1l 1123 consensus sequence
[ Gil31324612igblAY 226042 1|

4 L—— 1128 consensus sequence
— 03332544 31| AF516788.1|

3 S 116 comSansus Soquencs
— 1126 consensus Sequance

1 |—t13|] CONSENSUSs Sequence

_2|:ﬂ6m5m5us SEQUENCS
126 CONSENSUS SEqUence

—E 013332544 2gb| AFS16TET 1|
E] 1127 cOnSensus Sequence

18 CONSENSUS SEOUencE

—E 1119 consensus Saquance
15 123 conSensus sequence

|—tﬁﬂm5m5us SEqUEnce

31l 125 consensus sequence
[ Gil333254 37 gblAF5 16762 1]

s L gil3132461 1)gblay 226041 1|
Qil33325435gh|AFS16TTE.1

_: i333254400gb|AFS16TES 1|
5 0i[333254 39)gh| AFS16TES 1|

4 gil31324B071gb|A Y 226037 1|
I: gij31324609gh|AY 226039, 1|

5 gi3332544 1|gb|AF516786.1]
— gi313246081gb|AY226038 1|

_5: 152 CONSEnsUs SequUence
i3 32961 OlgblAY 2260401

_E gi[33325438)gb|AF516TE1.1|
5 gi[33325438)Gb|AF 516783 1|

|—t129 COMSEN5US SEqUence

:Ll—t:lﬁmsensussequm

_3|: 132 CONSEnsUs Sequence
113 cONSensus sequance

130 Consensus SequUence

154-2 consensus Sequence
1 0ij3332544Tigb|AFS16TS2,1|
Qil31324606igb|AY 228038 1

_C 11 CONSEnsus Sequence
3 134 consensus sequence
1

_|: 0i|33323445gb|AFS16TE1 1|
L 013332544 5gh| AFS16T90.1|

i|33325444gb| AFS16TE9.1|
148 Consensus Sequence

03 02 01

a

13 rufum consensus sequance

SN e

Y

L'_I\

J

J —— ¥

S AN

Denizli’den Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornegi
Denizli'den Tuber
aestivum ornegi
ftalya’dan Tuber
aestivum ornegi

Denizli’den Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornegi

Denizli’den Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornekleri

Denizli’den Tuber
aestivum ornegi

ftalya’dan Tuber
aestivum ornekleri

Denizli’den Tuber
aestivum ornekleri

ftalya’dan Tuber
aestivum ornekleri

Denizli’den Tuber
aestivum ornegi
Tuber rufum

Sekil 4. 3. UPGMA metoduna gore olusturulan dizilerin filogenetik agaci
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Daha sonra meydana gelen 3 kolun tamamen Italya’dan toplanan drnekler oldugu
goriilmektedir.. Sonraki 9 koldaki 22 Ornegin 19’unun Denizli 6rnegi oldugu
goriilmektedir. Bu kollardaki Denizli Orneklerinin toplandiklar1 bdlgelere gore
gruplanmadig1 ve karisik bir sekilde kollara dagildigini goriilmektedir. Genetik uzaklik
acisindan da bu kollarda en uzak o6rneklerin t119 ve t23 oldugu goriilmektedir ve bu
sonu¢ da neighbour joining metoduna gore olusturulan filogenetik agacla da benzerlik

olusturmaktadir.



5. BOLUM

TARTISMA; SONUC VE ONERILER

T. aestivum tiirlerine ait morfolojik verilere gore morfolojik olarak yaz triifii olarak
bilinen morfotipinden toplandig1 belirlenmistir. Askokarplart 2-10 cm genisliginde
Olgtilmiistiir. Triiflerin etrafinda 5 ila 7 tarafli 3-9 mm genisliginde boyuna yariklarin
oldugu enine de isaretlerin yer aldig1 piramidimsi sislikler gézlenmistir. Glebanin rengi
findik renginde oldugu belirlenmistir. Sporlarin boyutu 25-50 pm ve 17-38 pum olarak
belirlenen araliga (siisler hari¢) uydugu tespit edilmistir. Askosporlarda 1-7 spor
sayllmis ve retikulum yiiksekligi de yaklasik 4 pm olarak Ol¢iilmiistiir. Kokusunun,

haglanmis misir kokusunda oldugu rapor edilmistir.

Bu bilgiler 1s18inda bu tezde c¢alisilan triif mantarlar1 Tuber aestivum olarak teshis

edilmistir ve molekiiler asamaya gecilmistir.

T. aestivum tiirlerine ait ITS bolgeleri ¢ogaltilmig, 700 baz ¢ifti uzunlugunda oldugu
tespit edilmis ve dizilenmistir. Dizilerin hizalandirilmas1 sonrasi, konsensiis dizi
ortalama 550-650 baz cifti olarak bulunmustur. Hizalandirma filogenetik agac i¢in ¢ok

onemlidir.
Filogenetik analiz’de neighbour joining metoduna gore (

Sekil 4. 2) ve UPGMA (Sekil 4. 3) metoduna gére MEGA 5 [50] programinda
yapilmistir. Her iki metot ile olusan filogenetik agaclar bize gostermektedir ki
Denizli’de bulunan Tuber aestivum suslar1 6zel bir gruplanma gostermemektedir ancak

Italya’daki Tuber aestivum suslarindan da genel olarak ayrilmaktadirlar.

Bu ¢alismada kullanilan ve italya’dan toplanan T. aestivum Orneklerinin ¢alisildig:
yayina gore [42] filogenetik agac benzerlik gostermektedir. Calismada morfotip olan

yaz trifi ve burgundy triifii ITS bolgeleri kiyaslanmis ve aralarinda tiir



28

olabilecek farkhiligmn gdzlenmedigi rapor edilmistir. Bu calismada italya’dan gelen
orneklerde her iki morfotipten de ITS dizisi ayn1 sekilde karisik olarak yer almis ve bu
calismada hepsi yaz trifii olarak belirlenen Orneklerin ITS bolgelerinden de
ayrismamast neticesinde caligmada belirtilen yaz triifi ve burgundy triifi ayni tiir

oldugu tezini de olusturulan filogenetik agaclar desteklemistir.

Pacioni et al. [14] Fransa’da yapmis olduklar1 calismada Tuber aestivum 6rnekleri i¢in
her bir simbiyotik agacta farkli bir genetik allel olabilecegini One siirmiigler ve
bulgularinda da ¢ok az durumda buna dair isaretler gordiiklerini belirtmislerdir. Bu

calismanin sonuglarinda bu hipotezi destekleyen bir isaret bulunmamaktadir.

Urban [44] yapmis oldugu calismada tiim Avrupa’daki Tuber aestivum Orneklerini
filogenetik analize tabi tutmus ve cografi olarak bir gruplasma oldugunu ancak
tamamen cografyaya bagh bir dagilim goziikmedigini bildirmistir. Bu caligsmanin

sonuglar1 ¢ok kiictlik bir alanda yapilmis olsa da bu sonucu destekler mahiyettedir.

Bonito et al. [39] yapmis olduklar1 ¢alismada tiim Tuber cinsi triiflerin filogenetik
analizini yapmiglar ve ortalama olarak tiim tiirlerin ITS bdlgelerinin kendi iginde
ortalama %]1-3 arasinda farklilik gosterdigini ancak Tuber aestivum i¢in bu farkliligin
%3.7 oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgu ayn1 zamanda Weden ve arkadaslarinin [28]
bulgularma paraleldir. Bu ¢alismada kullanilan Tuber aestivum 6rneklerinin dizilerinin
farklilig1 bu sonuglar1 destekler mahiyettedir. Ayrica calismada Tuber aestivum’a ait en
uzun ITS bdlgesi 653 olarak tespit edilmisken bu tezdeki en uzun ITS bolgesine sahip

Tuber aestivum dizisi 660 olarak bulunmustur.

Neighbour joining metoduna gore olusturulan filogenetik agacta genellikle genetik
uzaklik sifir olarak ortaya ¢ikmis, ancak 66’ya kadar bootsrap degeri filogenetik agacta
belirlenmistir. UPGMA metoduyla olusturulan filogenetik agagta ise genetik uzaklik
acisindan en uzak olanin Tuber rufum Ornegi oldugu goriilmektedir. t48 ve 5 adet
Italyan 6rnegin biitiin drneklerden uzak oldugu ve diger drneklerin de genetik olarak
cok uzak olmadig1 goriilmektedir. t48 bozkurttan toplanmis ve ayni giin yakin yerlerden
farkli 6rnekler de toplanmistir ancak genetik uzakliginin fazla olmasi dikkate deger bir
durumdur. Daha fazla lokasyondan iilke genelinde yapilacak olan bir filogenetik agac
ve genetik uzaklik calismasinda bu 6rnegin de dahil edilmesiyle bu durum hakkinda

daha aydinlatic1 bir sonuca ulagmamiz miimkiin olabilecektir. Ancak neighbour joining
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metodunda t48’in diger Denizli Orneklerinden ayrilmamis olmasi da goz Oniinde

bulundurulmalidir.

ITS bolgelerinin dizilerinin analiziyle yapilan filogenetik agac ile Tiirkiye’de bulunan
Tuber aestivum suslarinin ve Avrupa suslarinin akrabaliklarinin  tanimlanmasi
saglanmigstir. Trif tiirlerinin ve Tuber aestivum’un akrabalik iligkileri diinya ve Avrupa
capinda calisilmis olmasina ragmen bu calismalarda Tirkiye’nin triifleri dahil
edilmemistir. Ayrica lilkemizde de triif tiirleri ve Tuber aestivum’un filogenetik analizi
daha 6nce yapilmamistir. Bu ¢alismada Denizlinin Trif tlirlerinin filogenetik analizi
yapilmis olup, diger il ve bdlgelerin de kapsama alinmasiyla birlikte olusturulacak
Tirkiye’nin triiflerinin filogenetik analizinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
iilkemizin triif tirlerinin Asya ve Avrupa’daki tlirlerle akrabalik iliskilerinin
tanimlanmas triifiin tarihi olarak go¢ yollarinin ortaya ¢ikarilmasina yardimei olacaktir.

Bu ve benzeri ¢calismalar da bunun temelini olusturacaktir.
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