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FUNGAL MOLEKULER SISTEMATIK

A.Esengdl Momol* M. Timur Momol#**
OZET
Bu derlemede funguslarin molekiler sistematik

galigmalarinda kullanilabilen moleklGler biyolojik yéntemlerin
fungus genomundaki uygulanma alanlart ve bu galigmalara model
olmug funguslar incelenmigtir.

GIRI$

Bugun funguslar canlilar i¢inde ayri bir kingdom ®"fungi"
olarak ele alinmaktadir ve My xomycota, Acrasiomycota,
Oomycota, Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota, ‘ve
Ascomycota adlari1 altindaki gruplarda incelenmektedir.
Funguslar ekosistem iginde énemli organizmalar olup daha gok
mikelog ve fitopataloglar tarafindan arastirma konusu
olmaktadir. Fungusiarin onemi asagidaki nedenlerden
Kaynaklanmaktadir.

a. Karasal ekosistem ig¢inde, organik maddelerin ayrismasindan
birinci derecede sorumludurlar.

b, Bitkiler ile hem mutualistik hem parazitik simbiosis
halindedirler.

¢. Bitki patojenlerinin blylk bir Kismini ve insan
patojenlerinin bir kismini olustururlar ve bu nedenle

ekonomik édnemleri blUyUOktlr.

. Nrd, Doc: Dr. AKkdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloii B&l1umi, MolekUler Biyoloji Anabilim Dal»s
** Dog.Dr. Akdeniz OUniversitesi, Z2iraat FakiOltesi, Bitki

Koruma B&lumi, Antalya.
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a. Moiekﬁaer biyologlar igin kullaniimaya uygun genetik
sistemler sunarlar. Saccharomyces cerevisiae, Neurospora
crassa, ve Aspergillus nidulans bu konuda caligiimsg
fungus1érdan birkagidir.

e. Fermantasyon ve biyoteknoloiji endlstrileri igin
vazgeciimez kaynaklar olusgtururlar.

Bu Kadar dnemli olmalarina Kkargin, funguslar arasindaki
evrimsel iliskiler hakkinda bilinenler gok azdir. Basit ancak
s1k sk degigebilen morfolojileri, fosil kaynaklarinin
yetersizligl ve genetik gegitiiligin genis olmasi bu alandaki

caligmalart sinirlayici etkenler olmugtur. Son yillarda
molekiler tekniklerin gelismesi ile birlikte bu engellerin
asiimasinda yeni yollar ortaya gikmistir, Funguslarda
evrimsel geligmenin incelenmesinde bircok yéntemler

kullaniimig ancak bu derlemede yanhlizca molekGler ybntemler
g&zoénine alinmigtir. Buglne kadar funguslar Uzerinde yapilan
caligmalarin yeterli olmamas? ve hentiz bir bGtlnluk
olugturacak kadar gok sayida inceleme yapilamadigindan fungal
molekiiler sistematikte genel bir siniflandirma yapmak heniiz
erkendir. |

FUNGAL MOLEKOLER SISTEMATIKTE KULLANILAN YONTEMLER

DNA-DNA Hibridizasyonu

Fungal genomun KOglk olmasi ve tekrarlanan DNA
sekanslarinin hayvan ve bitkilere oranla daha az olmasi
hibridizasyon galigmalarina uygun bir konumdur, buna kargin
fungal genomun evrimlegme sekli, bu teknigin
kullanabilirligini sinirlamaktadir.

Bu teknigin prensibi 181 veya diger kimyasal yollarla
denatire edilmig (bir strande indirgenmisg) test DNA’nin diger
test edilecek tek strand DNA ile hibrid olugturmasidir. Iki
farkl1 organizmadan alinan DNA'Jarin komplement olduklari
bazlarla eglesmesi sonucu olugan hibrid DNA miktari yuzde
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olarak izotopik ve spektrofotometrik yontemierie
belirienebiimektedir. Bu tip galismalardan ortaya g¢ikan sonug
gudur: yakin tUrler arasinda DNA c¢capraz hibridlenme ylizdesi

%90’dan buylUktldr. Capraz hibridizasyon yliuzdesi tarin
tanimlanmasinda yardimci olarak Kullaniimistair, Capraz
hibridizasyon seviyesinin %80 den yuksek oldudu durumlarda
bunun biyolojik tiér olarak kabul edilmesi igin eslegme

denemeleri ile arasindaki korrelasyona bakiimigtir (6).
Restriksiyon Enzim Analizi

Hestriksiyon paterni DNA’nin . restriksiyon enzimieri ile
kKesilip ortaya ¢ikan fragmentlerin jel elektroforezinde
incelenmesi ile belirlenir. Fragmentlerine ayriimis DNA 1iki
sekilde incelenebilir.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yéntemi
i1e restriksiyon enzimleri ile Kesilmis toplam genomik DNA da
Klonlanmigs DNA sekanslarini prob olarak kullaniimasiyla
organizmaya ozgl restriksiyon enzim paterninin belirlenmesi
esasina dayanir. RFLP Oomycetes sini1fina giren Bremia
lactuca (9) ve Deuteromyces sinifina giren Septoria tritici
(8) de genig clarak uygulanmigtir, Populasyon igindeki
genetik varyasyon genomda tekrar edilmeyen DNA sekanslarim
igeren Klonlar Kullanarak belirlenmigtir. Bu tdr klonlarin
elde edilebiimesi, ve bu Klonlarin Southern blot =analizinde
prob olarak kullanilabilmesi zaman ve malzeme bakimindan

ekonomik olmamaktad:ir.

Son yi1llarda PCR (Polimerase Chain Reaction) kullanarak
geligtiriimis olan RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA)
metodu ile klonlama, Southern Blot analizini ortadan
Kaldirarak polimorfizmi inceleme olanadgin ortaya
¢gikarmigtir. RAPD metodunun prensibi cesitli kKisa primerler
(10 nlkleotid bazlar igeren sekanslar) ‘kullanarak rastgeie
amplifive edilmig DNA fragmentlerinin olugturdugu organizmaya

6zgl DNA polimorfizmini incelemeye dayanir. Bu yontemde
amplifikasyon kogsullarinin standart olarak uygulanmasi ve
ayni kogullarda denemenin iki-dg kez tekrarlanmasi

gereklidir.
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Restriksiyon enzim analizi mitokondrial DNA, nikleer
ribozomal DNA (nitesinde ve plasmidierde vaygin olarak
kullaniimigtir. Mitokondrial DNA funguslarda en c¢ok (zerinde
galismalar yapiimig bir genomik elementtir. Mitokondrinin
uygun bir blUyUkildkte olmasi (178bp-17kb), bazlarin nikleer
DNA da oldugu gibi metilasyon edilememesi ve mitokondrial DNA
nin kKolayca izole edilebilmesi ydnlUnden, funguslarin evrimsel

galigmalarinda buylk dlglide kullaniimigtir. Oomycetes
sinifinda incelenen Pythium ve Phytophtora Uz
Basidiomycetes sinifinda incelenen Armillaria (14),
Ascomycetes sinifinda incelenen Sclerotinia (5) ve

Deuteromycetes sinifinda incelenen Fusarium (4) m1tokandr1a1
DNA restriksiyon enzim analizi genig olarak caligiimigtir.

Piasmidler funguslarda yaygin olarak bulunur. RFLP ve
gen haritalama galismalarinda KkKullaniimalarina kargin her

fungusta universal olmamasi, DNA bazlarinin c¢ok degisken
olmasi ve genelde bir fonksiyonunun bulunmamasi dolayisiyla
molekiler sistematik galismalarinda genig olarak

KullaniImamigtir.
Elektroforetik Karyotip Analizi

Normal elektroforez sistemi ile vyapilamayan fungal
kKromozom analizi son yillarda geligtirilen elektroforez
sistemi ile gergeklegtirilmigtir. Bu ydntem birbirinden 80
derece ayrilmig iKi ayri1 alana elektrik akimi verilmesi ile
gerceklesir. Kilobaz blUyUklugundeki fragmentler bUyUklOkleri
ile orant111 olarak bu elektrik ortamda hareket ederler. Gok
buyuk kromozomlar ise NotI, Pvul veya MIul gibi restriksiyon
enzimleri ile kKesilerek bu yéntemi kullanarak analiz
edilebilirler, Daha sonra haritalama teknigi ile istenilen
genin bulundugu kromozom belirlenir. Bugline kadar 25 fungusun
elektroforetik karyotipi belirlenmis olup tlrler iginde gok
sayida kromozom polimorfizmi saptanmistir (10, 11).

Nikleik Asit Sekans Analizi

Son yi1llarda evrimsel calismalarda genig anlamda
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Kullanilan bir yéntemdir. Direk olarak yapilabildigi gibi
PCR-amplifiye ediimig DNA veya RNA fragmentilerini
kullanarakta daha Kolay olarak gerceklegtirilebiimektedir,
Sekans analizi ile temel] Olarak baz degigimleri transversiyon
ve transisyon olarak belirlenip, varyasyon derecesi
incelenebilir. Bunlardan elde edilen data Genbank data
bazinda diger aragstiricilarinda hizmetine sunuimaktadir,

Bu amagia son y3illarda ribosomal DNA (rDNA) (nitesi
genis anlamda kullaniimaya baglanmigtir. Ribosomal DNA nin

molekller galismalarda kKullaniimasinin bircok avantaijs
vardir:
a. Evrimsel ¢alismalarda segilecek unitenin ne Gok

konservatif nede cgok degigken olmasi gerekir. Ribosomal
DNA genieri hem konservatif hemde degisken bdlgeler
icerdiklerinden bu caiigmalara uygundur.

b. Protein sentezindeki fonksiyonel rolleri bakimindan dnem
tagiriar.

c. Izolasyonlari kolaydir.

d. Genomda bircok kopya halinde bulunmalari kolay elde
edilmelerini saglar.

Okaryotlarda ribosomal RNA genleri kod eden bdlgeler,
28s, 188, 5.88 ve kod etmeyen bélgeler ITS (Internal
Transcribed Spacer) ve NTS (Non Transcribed Sﬁacer) olarak
genomda birgok defa tekrarlanan sekanslar halinde bulunuriar,
Molekller sistematikte i1k olarak kullanilan ribosomal RNA
geni 58 rRNA dir. 120 nikleotid uzunlugunda olmasi hedeniyle
sekans analizi kolayca vapilabiimektedir. Ozellikle
Basidiomycetes lerdeki filogenetik calismalarda yaygin olarak
Kullaniimigtir. 58 rRANA sekans analizi Tke Taphrina
deformans'1n Ascomycetes lerden cok Basidiomycetes Tere
benzedigi ortaya Gikari1imigtir (6). Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe ve Drosophila melanogaster 55 rRNA
sekanslari kar§11a§t1r11d1g1nda S pombe sekanslary 8.
cerevisiae den gok D. melancgaster'a benzedigi belirlenmigtir
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(3). Bu sonuglardanda 58 rRNA sekans analizlerinin yakin
tirler aras) iligkileri belirliemede pek yarari olmadigim
ortaya gikarmigtir. 5.8S rRNA ise ITS bblgeleri ile 18S ve
28S rRNA genlerinden ayrilmigtir. 5.85 molekull 156-167
niikleotidden olusmustur. Birgok vertebre ve Neurospora 5.85
sekanslari1 karsilastirildiginda aralarindaki benzerlik %50
olarak bulunmustur (13)., 5.88 sekKans analizinin class ve
order?’lar arasi filogenetik iligkileri incelemede
kullanilabilir1igi ortaya gikmigtir. Okaryotiarda 185 rRNA
yaklagik 1800 nikleotidden, 288 rBNA ise 3000 nikleotidden
olugmugtur. 18S genleri 288 genlerinden daha konservatif

olarak bulunmustur.

Evrimsel olarak rRNA nin ITS ve NTS bdlgeleri hizla
degigime ugramig bdlgeler olup arganizmalar aras) qbk az
benzerlik gdsteren bélgelerdir. Ascomycetes sinifina giren
Pezizales order'ina dahil edilmig baz1 funguslarin fTS sekans
analizleri incelendiginde, benzerlik oraninin gok dustK
oldugu buna karsin cinsler arasi1 benzerlik oranimn yUksek
oldugu belirlenmigtir. drnedin Ascodesmis sphaerospora Vve
Ascodesmis nigricans ITS bblgesi sekanslarinin %95 benzerlik
gbsterdigi saptanmigtir (12). Ayn1 gekilde Basidiomycetes
sin1finda bulunan Suillus cinsleri arasindaki ITS bdlgesi
sekanslarinin farkl11181 sadece %1-3 olarak belirlenmigtir.
GunUmize dedin birgok = fungus grubu molekller yéntemiler
kullanaraK incelenmesine radmen Chytridiomycota ve Zygomycota
-grubundaki funguslar henlz molekiler metodlar Kullanarak

incelenememiglierdir.

SONUG

Buglne dedin kullanilan morfolojik yontemlerin
funguslarin molekuler sistematiginde yeterli olmadigr ve bu
ydntemlerle yapilan sistematik analizlerde yvaniimatarin
kagcinilmaz oldudu bir gergektir, Daha sontaki yillarda
kullaniimaya baglanmig olan ultrastruaktar metodiara

morfolojik yéntemlere gobre daha hassas olmasina radmen
sistematik analizlerde sadece alternatif bir metod olarak
kaimigtir.
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Son yi1llarda yaygin olarak kullaniimaya baglanan
moleklUler biyoloiik ydntemler ile fungal sistematik vyeni
ufuklar kazanmig olup, BDNA baz sevivesindeki analizlerle
fungal genomun incelenme olanadgi dogmustur.

SUMMARY
In this review paper, recently developed molecular

techniques used for fungal systematics were reviewed. Also
applications of these techniques for fungi from different

classes were investigated, By using molecular methods for
different parts of . fungal genome such as mitochondrial and
ribosomal DNAs were analyzed. These techniques help to

improve the fungal systematics dramatically.
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