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OZET

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), liken filogenisi ve populasyon genetiginin molekiiler
incelemelerinin yapilabilmesi icin oldukca basit ve gliclu bir tekniktir. Likenler alg ve man-
tardan olusan simbiyotik bir birlikteliktir bu nedenle molekiler calismalarda 6zel dikkat
edilmesi gerekir. Bu derlemede, likenlerden DNA ekstraksiyonu, RAPD metodu ve rRNA'nin ITS
bolgesi calismalar iizerine yogunlasilmistir. Oniimiizdeki yillarda, molekiiler biyolojik tek-
nikler daha guvenli tammlamalar icin kullanilabilecek ve yeni molekiiler teknikler liken
filogenisini daha iyi anlayabilmemize katkida bulunacaktir.

Anahtar Sozciikler: Liken, PCR, Molekiiler Sistematik.

ABSTRACT

The Polymerase Chain Reaction (PCR) is a fairly simple but powerful technique for
molecular investigations of lichen phylogeny and population genetics. Lichens are a symbiotic
association of a fungus and alga, thus they require special considerations for molecular stu-
dies. The present review focuses on nucleic acid extraction from lichens studies on randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) method and the internal transcribed spacer regions of
rRNA. In the coming years, molecular biological techniques will be used for more accurate i-
dentification of lichen and the newly available molecular methods will significantly contribute
to our understanding of lichen phylogeny.
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GiRIiS

Likenler; alg ve mantarlarin bir araya gelerek
meydana getirdikleri morfolojik ve fizyolojik
birliklerdir. Diger bir deyisle likenler; alg ile mantar-
larin kurduklan simbiyoz (ortak yasayis) bir yasam
seklidir. Fungus bileseni (mikobiyont), yesil algler ve-
ya mavi yesil algler (fotobiyont) ile simbiyotik isbirligi
kurmay1 basaran bir Ascomycetes veya Basidiomy-
cetes Uyesidir. Bu ayn bilesenler bir araya geldik-
lerinde liken olusturmayan fungus ve algler ile hicbir
benzerlik gostermeyen uzun omurli bir tallus mey-
dana getirirler. Yapiya katilan fungus ve algler sadece
tallustan kesit alindiginda ve mikroskop altinda ince-
lendiginde tamnabilirler (1). Bu birliktelikteki; man-
tar hifleri, liken tallusunun ihtiyaci olan su, CO, ve mi-
neral maddeleri temin eder. Alg hiicreleri ise klorofili
vasitasiyla sentezledigi organik maddeleri ve cikar-
dig1 oksijeni verirler. Cesitli kaynaklara gore diinya-
daki liken turu sayis1 yaklasik olarak 25.000 civarin-
dadir (2).

Likenler ekolojik acidan son derece onemli bir g-
ruptur. Salgiladiklan liken asitleri ile kalkerli ve gra-
nitik kayalar kademeli olarak parcalarlar. Daha sonra
olusan bu ufak taslar lizerinde yaprakli karayosunlari
gelisir. Bunun sonunda olusan ince toprak tabakasi ve
humus lizerinde yiksek bitkiler gelisir. Bu nedenle
likenler, bitki ortusiiniin siiksesyonal gelisim sire-
cinde oncul birlikteliklerdir. Ekonomik a¢idan ise tip-
ta, besin ve parfiimeri sanayisinde eski caglardan bu
yana kullanila gelmislerdir. Son yillarda likenlerin
olusturduklan ozel bilesiklerin antimikrobial (3), an-
tiproliferatif, antinosiseptif, antiinflamatuar, anal-
jezik, antiprotozoal etkileri bulunmus olup ¢ok farkli
bilim dallarina yonelik calismalara konu olmaya bas-
lamislardir. Ayrica hava kirliliginin belirlenmesi ve
izlenmesinde likenlerin kullanimi giincel arastirma
alanlarindan birini olusturmaktadir.

LIKENLERIN SINIFLANDIRILMASINDA
MOLEKULER BiYOLOJIK YONTEMLERIN ONEMI

Geleneksel taksonomi, cogunlukla organizmalarin
morfolojik ve anatomik ozelliklerine dayanir. Ancak,
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glinimiizde molekiiler biyoloji tekniklerinin cok hiz-
1 gelismesi, taksonomi dahil olmak tizere tim biyo-
lojik disiplinleri etkilemistir. Geleneksel teshis a-
nahtarlari, organizmalarin morfolojik, anatomik ve
nadirende kimyasal ozelliklerine gore calisirlar. An-
cak, bazen incelenen organizmalarin ozelliklerinin
birbirine cok yakin olmasi nedeniyle siniflan-
dinlmasi oldukc¢a zordur. Organizmalarin kesin tes-
his edilebilmesi icin degisik tiirler arasinda morfo-
lojik ve anatomik ozelliklerin farkliiklan yeterli ol-
maz. Bir diger durumda da farkli habitatlarda yasa-
yan organizmalarda oldukca fazla degisiklikler mey-
dana gelir, boylece aym tirlere ait organizmalar
farkli morfolojik ve anatomik ozellikler gosterirler.
Dogal habitatlar icinde genomun yapisi lizerine cev-
re sartlarinin etkisi olmaktadir. Bu nedenle, geno-
tip; fenotipten daha stabildir ve genetik ozellikler,
taksonomide; morfolojik veya anatomik ozellikleri
kesinlestirmeye yardimci olur (4).

Likenlerdeki sistematik calismalar; diger orga-
nizmalarda oldugu gibi klasik olarak daha cok morfo-
lojik karakterlere dayali tanimlamaya dayanmak-
tadir. Likenlerin talluslarinda icerdikleri liken asit-
lerinin belli kimyasal maddelerle reaksiyona girerek
verdigi renk reaksiyonlarn tammlanmalarina yar-
dimci faktordir. Fakat bu tanimlama calismalar da
likenlerin sistematik kategorilerini tam olarak belir-
lemeye yetmemektedir (4).

Liken sistematigine kesinlik kazandiran mole-
kiiler biyolojik tekniklere dayali olan PCR tekniginin
gelisiminden once cok azdi. Molekiiler calismalarin
baslamasindan once, Blum ve Keshevaroy, Lasallia
ve Umbilicaria genuslarimin tirlerinde akrabalik de-
recesini belirlemek icin DNA hibridizasyonu yontemi
kullanmmistir (5,6). Cesitli mantar kulturlerinden
DNA'nin izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi
1987'de Ahmadjian ve arkadaslar tarafindan yapil-
mistir. PCR uygulamalarinin baslamasi ile nukleik
asitler yeni karakterlerin belirlenmesinde kullanil-
mistir (7). Bugiin populasyon genetigi ve mantar
filogenisinin molekuler biyolojik incelemesi calis-
malarinda PCR 6nemli bir yontemdir.
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Bu calismalar sonucunda elde edilecek bilgiler
dogrultusunda, molekiiler filogeniye dayali olarak
calisilacak cinslerin taksonomik problemlerinin ¢o-
zimlenmesi, liken olusturan mantarlarin siniflandi-
rilmasindaki yerlerini molekiiler boyutta ortaya
koymasi acisindan oldukca biyiik 6nem tasimaktadir.

LIKENLERDEN DNAiZOLASYONU

Likenlerden DNA izolasyonuna baslamadan once;
liken materyalini mikroskop altinda ayrintili bir se-
kilde incelemek gerekir. Likenler, diger liken tiirleri
veya bitki gruplan ile birlikte parazit veya ortak geli-
sebilirler (8). Bunlar; mantar, karayosunu, likenin
tizerinde gelisen bir diger liken olabilir. Bu nedenle in-
celenecek liken tiirii diger organizmalarin kon-
taminasyonundan dikkatlice ayrilmalidir (9).

Standart DNA izolasyon protokolleri likenler ve
mantarlar icin de genis 6lcuide kullanilmakla birlikte,
likenlerden ve mantarlardan DNA'nin izolasyonu ve
cogaltilabilmesi icin bircok yontem gelistirilmistir
(10-19). Gelistirilmis bu yontemlerle, izolasyon pro-
tokolu bir giinde gerceklestirilebilir ve elde edilen
DNA eger -20°C'de saklanabilirse en az ii¢c sene mole-
kuler uygulamalar icin kullanilabilir (20). Lee ve Tay-
lor (1990) tarafindan yapilan bir calismada bazi yon-
temlerin bazi likenler icin cok uygun olmayabilecegi
ileri siirmuslerdir (12). Bir diger yontemde ise poli-
sakkaritlerin ayrilmasi icin enzimatik muamele yon-
temi kullamlmistir (21).

Likenlerden DNAizole ederken dikkat edilmesi ge-
reken bir konu ise, likenlerin cok fazla miktarda poli-
sakkarit icermeleri nedeniyle yuksek konsantras-
yonlarda enzimatik aktivitenin etkilenmesidir. Liken-
leri olusturan mantar genellikle protein katalizini en-
gelleyip fenolik bilesikler uretir; bu da polimeraz ve
restriksiyon enzimlerin aktivitesini engeller. Liken-
lerden DNA ekstraksiyonu yapilirken, bircok tiirde bu-
lunan yuksek konsantrasyonlu polisakkaritler dikkat-
lice ayrilmalidir. Bu amacla, likenlerden DNA izole e-
derken CTAB (etil-trimetil amonyum bromir) (14,
17), Si0, (15), rezin gibi maddeler veya kromotografik
kolonlar kullanilarak ilave saflastirma yapilmasi ge-
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rekmektedir (20).

Basarili bir DNA izolasyonu yapabilmek icin
genellikle taze liken materyali kullanilmalidir.
Ancak, her zaman taze materyale ulasilamaya-
cagindan herbaryum koleksiyonlarinin kullanimina
yonelik calismalar da yapilmistir (18). Son yillarda,
herbaryumda bulunan mantarlardan ve likenlerden
bozulmamis DNA izole edildigi belirlenmistir
(11,21,22). Ancak herbaryum materyallerinde farkli
likenler ve mantarlar arasinda DNA'nin elde edilme-
sinde saflik orani degisiktir. Liken Grneginin yasi
10'dan fazla ise bazi liken tirlerinden (Ornegin
Usnea) yeterli miktarda DNA elde etmenin zor oldu-
gu belirtilmistir (23). Buna karsin 30 yillik herbar-
yum ornegi olan Multiclavula mucida'dan izole edi-
len DNA'da cok miktarda PCR uriini elde etmek
mumkiin olmustur (23). Aras ve Cansaran (2006) her-
baryumda bulunan farkli liken orneklerinden dizi
analizi yontemi uygulanabilmesi icin DNAizolasyonu
protokolu gerceklestirmislerdir. Her biri en az 8 yil-
lik olan liken orneklerinden optimum kosullarda DNA
izolasyonu saglamislardir. Boylelikle likenlerden
DNA izolasyonunu saglayan bu protokol ile herbar-
yum orneklerinden daha hizli ve giivenilir DNA Griinu
elde etmislerdir (24).

Gargas ve arkadaslarinin 1994'de buzul kapl
alanlarda gelisen likenlerin DNA'sin1 izole etmek icin
calismislardir. Buzullar eridikten sonra ortaya ¢ikan
Umbilicaria cylindrica liken tiirinden DNA izole et-
mislerdir. Bu tiiriin, Radiokarbon doneminde 1300
yil buz altinda kaldigi ileri siirtilmektedir. Basarili bir
sekilde DNA'nin PCR ile ¢ogaltilabilmesi, materyalin
iyi bir sekilde korunmasi ile mumkiindur. Bu nedenle
ozenle korunmus liken ve mantar ornekleri uzun za-
man periyodu icerisinde genetik farkliiklarini ince-
lemek icin kullanilabilir (25).

LIKENLERDE POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONUNA (PCR) DAYANAN UYGULAMALAR

Likenlerde siniflandirma, liken olusturan man-
tarin tanimlanmasi ile olur. Bu nedenle, likenler ile
yapilan molekiiler calismalarin ¢ogu, birliktelikteki
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mantarin (mycobiont) cekirdek ribozomal genleri ile
yapilmistir. Likenin yapisinda ortak olan fotosentetik
organizmalarin (alg ve siyanobakteri) genetik ma-
teryalinin cogaltilmasr iki sekilde engellenebilir. ilki,
likenin tallusundan mantar materyali cesitli yon-
temlerle izole edilebilir, ikincisi ise oligoniikleotid
primerler ile mantarin DNA'si secilip cogaltilabilir. An-
cak birliktelikteki ortaklardan alg veya siyano-
bakteriler DNA izolasyonununda veya PCR tekniginin
uygulanmasinda genellikle problem vyaratmazlar.
Mantarin ribozomal DNA (rDNA)'st ile calisildigi zaman
ise PCR'da bazi anormallikler meydana gelebilir. Yapi-
lan baz1 calismalarda primer cifti, taze materyal
kullanilsa bile hedef bolgeyi her zaman cogalt-
mayabilir. Diger taraftan, liken 6rnegine diger mantar
tlrleri tarafindan kontaminasyon olmadigi durum-
larda bile bircok PCR uriini meydana gelebilir. Bunun
nedeni secilen primer bolgelerinde insersiyon (ekle-
me)'larin olmasi olarak aciklanabilir. Clinki bu inser-
siyonlar mantarlarin rDNA'sinda oldukca cok bulunur
ve bu durum daha da dikkatli calismay1 gerektirir
(21).

A- Likenlerde Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA (RAPD) Uygulamalari

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)
teknigi ile taksonomik olarak birbirine cok yakin
tirlerin farklilk dereceleri belirlenmekte ve tir ici
varyasyonlar tanimlanabilmektedir. Ozellikle farkl
habitat ve populasyonlarda varyasyon gosteren
orneklerin molekiiler filogenisi belirlenerek tak-
sonomik degerleri kesin olarak ortaya konula-
bilmektedir. Kisa primerler, genetik isaretleyici ola-
rak kabul edilen fragmanlarin rasgele cogaltilmasi i-
¢in kullanmlmaktadir. Bu teknik tim genomun lze-
rindeki farkliiklar degerlendirmek icin kullamlabilir.

Likenlerin yapisinda bulunan mantarlara RAPD-
PCR teknigi uygulanirken karsilasilan en biiyiik sorun,
RAPD primerlerinin mantara 6zgii olmamasidir. DNA
izolasyonun tim liken tallusuyla veya alg iceren apo-
tesyumla yapilmis calismalan cok glivenilir sonuclar
vermemistir; ¢cunku bu yontemle her iki simbiontun
DNA's1 da cogaltilmis olmaktadir. Son yillarda RAPD
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teknigi uygulamasi ile yapilan calismalarda, apo-
tesyumun (askusdan spor tasiyarak) veya tallusun
alg icermeyen kisimlarin1 (6rnegin; biatorine apo-
tesyum, liken Orneginin merkezi ipligi, kabuksu li-
kenlerin medulla kism1) veya aksenik kiiltlire alinan
liken 6rneginin mantar kisminin DNA'sin1 izole ede-
rek bu soruna cozim getirilmistir (20). Yapilan bir-
cok calismada, podesyum (26), basid (27), askus
(15) ve rizinlerden (17) basarnli DNA izolasyonlari ve
bunun sonucunda RAPD-PCR teknigi uygulanabildigi
belirlenmistir.

Degisik bolgelerdeki liken populasyonlari arasin-
daki farkliliklarin belirlenmesi ile karsik bant de-
senlerinin oldugunu gosteren calismalar bulunmak-
tadir (28). Murtagh vd. 1999'da Graphis scripta'nin
RAPD teknigi ile filogenetik analizini yapmislardir.
DNA izolasyonu hem tallusun timinden hemde
tallustan aksenik kiiltiirle izole edilen mantar kismi
ile izolasyonunu yapip degerlendirmislerdir. Ca-
lismanin sonucunda, aksenik kiiltur ile mantar kismi
izole edilerek calisilan liken materyalinden DNA izo-
lasyonundan ve PCR uygulamalarindan daha saglikli
sonuclar alindigin1 gostermislerdir (29) (Sekil 1).
Honegger ve Zippler (2007)'de Parmeliaceae, Rama-
linaceae ve Physciaceae familyalarina ait tirlerde
tek spor izolasyonu yontemi ile genomik DNA'yi
RAPD-PCR yontemi kullanarak analiz etmislerdir
(30).

B- Likenlerde Transkripsiyonu Yapilan i¢c Ara
Bolgeler (ITS)ile ilgili Uygulamalar

Cekirdek rRNA'daki tekrar birimleri [Grnegin;
Transkripsiyonu Yapilan ic Ara Bélgeler (ITS)] mzli
evrimlesir ve cins veya populasyonlar icinde tirler
arasindaki farkliliklar1 gosterir (31). Likenlerde PCR
yontemiyle ITS bdlgesinin dizi analizi yontemi ile
calisilabilmesi icin, likenin mantar kisminin DNA's:
cogaltiirken en 6nemli ve uygun metot PCR pri-
merleri olarak spesifik-mantar oligoniikleotidlerinin
kullanmilmasidir. Mantara ozgu spesifik primerlerin
olmas1 bu yontemi kullanirken, likenin mantar, alg
ve siyanobakteri iceren tallusunun timiinden DNA i-
zole etmeyi mumkun hale getirmistir. Likenler icin
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OPAO3

OPA11

OPA18 OPAJO4

Kb 1234567891011 121314151617 1819202122

Sekil 1. Graphis scriptamin OPAO3, OPA11, OPA18, OPAJ04 primerleri ile calisiltmis RAPD-PCR jel goruintisu.

1. bant molekiiler markir; 2. bant Graphis scripta DNA; 3., 8., 13 ve 18. bantlar aksenik kilturden izolasyon ile ayrilmis mantarin PCR
triinleri; 4., 9., 14. ve 19. bantlar 6rnegin tallusundan izolasyonu yapilarak elde edilen PCR iriinleri; 5., 10., 15. ve 20. bant liken
orneginden aksenik kultiir yontemi ile ayrilmis mantar kismimin PCR Uriinleri (tekrar); 6., 11., 16. ve 21. bantlar 6rnegin tallusundan
izolasyonu yapilarak elde edilen PCR uiriinleri (tekrar); 7., 12., 17. ve 22. bantlar kontrol.

yaklasitk 9 adet spesifik mantar primeri bulun-
maktadir ve bunlar ribozomal DNA (rDNA)'nmin kiiciik
alt unitesinde (SSU) dizi analizi yontemi icin uygun
primerler olarak belirlenmistir (32-34). Optimize
edilmis PCR sartlarinda kullanmilmas1 gereken primer
ciftleri icinden spesifik mantar primerlerinden yal-
mzca biri yeterlidir (Ornegin ITS1, ITS1F, ITS4 pri-
merleri gibi). Bu primerler likenin mantar kisminda
rDNA'ya ait ara bolgeleri (ITS) kopyalayarak co-
galmasini saglar (27, 34). PCR uygulamasi icin farkl
primer ciftleri ile hedef bdlgenin cogaltilmasi tavsiye
edilir. PCR driinlerin ¢ogaltilmas ve dizi analizi yon-
temi uygulamalar icin kolaylik ve cabukluk saglar. Li-
kenin yapisinda bulunan mantarin PCR Urinlerinden
dizi analizi yontemi en cok uygulanan tekniktir ve gu-
numiizde otomatik dizi analizi sistemi kisa zamanda

genomdaki dizi hakkinda bilgi edinmeye izin ver-
mektedir.

Dyen ve Murtagh (2001) Dogu Antartika'da
Vestfold Tepelerinde bulunan Buellia frigida ve
Xantharia elegans liken tiru ile yaptiklan calis-
madaki genetik varyaslarini oldukca diisiik oldugunu
kaydetmelerine karsin, degisik bolgelerden topla-
nan X. elegansin tur icinde dahi oldukca yuksek ge-
netik varyasyon gosterdigi ITS bdlgelerinin ince-
lenmesi ile ortaya ¢ikarilmistir (35).

Murtagh ve arkadaslan (2002) degisik cografik
lokalitelerden ve iklim sartlarindan toplanan X. ele-
gans ornekleri ile yaptiklar calismada ITS bolge-
lerinin incelenmesi yani sira RAPD teknigi de uygula-
mislardir. Her iki teknik de oldukca yiiksek genetik
varyasyonun varligini ortaya koymustur (36).
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Krzeminska ve arkadaslan Cetraria cinsinde mo-
lekuler tayin anahtarlar olusturmak uzere Restrik-
siyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizi ger-
ceklestirmislerdir. Bu analizde yine ITS bolgeleri
PCR'la cogaltilmis ve restriksiyon kesim enzimleri
(RE) ile kesilmistir. Sonucta elde edilen polimorfizimi
ifade eden degisik bant desenleri ile molekiiler ta-
nmlama anahtarlari olusturulmustur (37).

Literaturde, rDNA, ITS bolgeleri incelenerek ge-
netik farklilik ve benzerlikleri tanimlanan daha bircok
liken turd bulunmaktadir. Hogberg ve arkadaslan
(2002) Letharia vulpina turiinuin kitalararasi popiilas-
yonlarinin genetik farklilasmasini calismislardir (38).
Grube ve Arup (2001), Physciaceae familyasina ait de-
gisik cinsleri yine ITS verilerine gore degerlen-
dirilmistir (39). Rios ve arkadaslar (2002) Rimularia
insularis'e ait ITS verilerini calismalarinda kullan-
mislardir (40). Martin ve arkadaslar (2003) ise Diplos-
chiestes genusunun molekiiler filogenisini (41), Can-
saran ve ark.'lar1 2006'da Rhizoplaca genusunun (42),
Aras ve ark.lan ise 2007'de Aspicilia genusunun ITS
bolgesinin dizi analizini yaparak incelemislerdir (43).

Ayrica son yillarda rRNA'daki ITS bélgesinin cogal-
tilmasi ile yapilan calismalara ilave olarak, genomda
daha detayli incelemeler yapilmaya baslanmistir.
Hofstetter ve ark. 2007'de Lecanoromycetes sinifina
ait turlerde protein kodlayan RPB1 ve RPB2 geni ve
ribozomal RNA'y1 kodlayan cekirdek kiicik alt tinitesi
(nucSSU), cekirdek buyuk alt Unitesi (nucLSU) ve mi-
tekondri kicik alt Unitesinin tumiini kapsayan
incelemelerde bulunmustur. Bu calisma maksimum
olasilikli bootstrap istatistiksel analizi ile yorum-
lanmistir.  Yapilan filogenetik analizler sonucunda
Lecanoromycetes'in alt gruplarnn olan Acarospo-
romycetidae, Ostropomycetidae ve Lecanoromyce-
tidae'e ait tirlerin aynmin net bir sekilde yap-
mislardir (44). Yine, Gueidan ve ark.lar1 2007'de Ver-
rucariaceae familyasina ait 83 liken turiinde coklu
lokus filogenisini inceleyerek (cekirdek buyuk alt tni-
tesi, cekirdek kuclk alt Uinitesi ve RPB1) sistematik
dizilimini tekrar yapilandirmislar. Boylelikle morfolo-
jiye dayali olan simiflandirmay1 molekiiler filogeni a-
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nalizleri ile saglamlastirmislardir (45).

SONUC

PCR teknigi, liken yapisindaki mantarin ¢ekirdek
rDNA'sindaki genetik farkliigin arastirilmasi icin
milkkemmel bir teknik olarak karsirmza cikmaktadir.
Dizi analizi yontemi ile yapilacak yeni calismalarla
birlikte liken filogenisini daha iyi anlayabilmemize
cok fazla katkida bulunacaktir. Ornegin, Ascomy-
cetes sinifinin farkli ordolarinin bircok turiine mole-
kiiler biyoloji teknikleri uygulanarak, liken birlikte-
ligindeki lyelerin evrimsel yorumu iizerine goris-
lerimizin artmasi saglanacaktir.

Yapilacak yeni calismalarla liken populasyonlari,
familya, genus ve turleri arasinda ve kendi icindeki
evrim siireci hakkinda bilgimizi artiracaktir. Boylece
likenin yapisindaki mantarin farkli gruplar icindeki
filogenetik ayrimi ile kimyasal ve morfolojik karak-
terler ile genetik bilgi arasinda baglanti kurmak
mumkun olacaktir.

ITS bolgeleri, rDNA'daki buyik alt tinite (LSU) ve
protein kodlayan genler filogenetik calismalar icin
kullanilacak karakterlerin onemli kaynaklar olarak
molekiiler sistematik bilgilerine eklenecektir.
Molekiiler teknikler kullanilarak yapilacak calisma-
lar oniimiizdeki yillarda liken sistematiginde daha
net ayrimlar yapilabilmesini olanak saglayacaktir.

KAYNAKLAR

1. Hale ME. The Biology of Lichens. London: Cambridge,
1974; 1-200.

2. Ahmadjian V. The Lichen Symbiosis. New York: Wiley,
1993; 1-264.

3. Duman-Cansaran D. Farkli Liken Orneklerindeki Usnik
Asit Miktarlarinin Yiiksek Basincli Sivi Kromatografisi
(HPLC) Yontemi ile Belirlenmesi ve Antimikrobiyal
Aktiviteleri. Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi,
2007; 64(3): 17-21.

4. Guzow B, Garniak MK, Wegrzyn G. Molecular
determination keys: construction of keys for species
identification based on restriction fragment length
polymorphism. Int Arch Biosci, 2001; 1057-67.



D. CANSARAN DUMAN

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Blum OB, Kashevarov GP. The DNA homologies as a
proof of the legitimacy of the establishment of the lic-
hen genus Lasallia Merat (Umbilicariaceae). Doklady
Akademii nauk Ukrainskoi SSR, Ser. B, 1986; 61-4.

Blum OB, Kashevarov GP. The DNA homologies as a
proof of the legitimacy of the establishment of the lic-
hen genera Lasallia merat, Cladina (Nyl.) harm. and
Pseudevernia Zopf. IAL2 Abstracts, 1992; 1.

Mullis KB, Faloona FA. Specific synthesis of DNAin vitro
via a polymerase catalysed chain reaction. Methods in
Enzymology, 1987; 155: 355-350.

Kirk PM, Cannon PF, David JC, Stalpers JA. Ainsworth
and Bisby's Dictionary of the Fungi. CAB International,
England: Wallingford, 1995:350-5.

Petrini O, Hale U, Dreyfuss MM. An analysis of fungal
communities isolated from fruticose lichens. My-
cologia, 1990; 82: 444-51.

Lee SB, Milgroom MG, Taylor JW. A rapid, high-yield
miniprep method for isolation of total genomic DNA
from fungi. Fungal Genet Biol, 1988; 35: 23-4.

Bruns TD, Fogel R, Taylor JW. Amplification and sequ-
encing of DNA from fungal herbarium specimens.
Mycologia, 1990; 82(2): 175-84.

Innis MA, Gelfand DH, Sninsky JJ, White TJ. PCR Proto-
cols: a Guide to Methods and Applications In: Lee SB,
Taylor JW, eds. Isolation of DNA from fungal mycelia
and single spores. San Diego: Academic Press, 1990:
282-87.

Armeleo D, Clerc P. Lichen chimeras: DNA analyses
suggest that one fungus forms two morphotypes. Exp
Mycol, 1991; 15: 1-10.

Armeleo D, Clerc P. Arapid and inexpensive method for
the purification of DNA from lichens and their
Symbionts. Lichenologist, 1995; 27: 207-13.

Grube M, DePriest PT, Gargas A, Hafellner J. DNAisola-
tion from lichen ascomata. Mycological Research,
1995; 99: 1321-24.

Landvik S, Shailer NFJ, Eriksson O. SSU rDNA sequence
support for a close relationship between the Elap-
homycetales and the Eurotiales and Onygenales.
Mycoscience, 1996; 37: 83-92.

Crespo A, Bridge PD, Hawksworth DL. Amplification of
fungal rDNA-ITS regions from non-fertile specimens of
the lichen-forming genus Parmelia. Lichen, 1997; 29:
275-82.

Cubero FO, Crespo A, Fatehi J, Bridge PD. DNA extrac-
tion and PCR amplification method suitable for fresh,
herbarium-stored, lichenized, and other fungi. PL.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Cilt 65 m Say11 m 2008

Syst. Evol., 1999; 216: 243-49.

Grube M. Nucleic acid isolation from ecological
samples-fungal associations, lichens. Method Enzymol,
2005; 395: 48-57.

Bridge PD, Arora DK, Reddy CA, Elander RP. App-
lications of PCR in Mycology. In: Crespo A, Cubero OF,
Grube M, eds. PCR Applications in Studies of Lichen-
Forming Fungi. Cab International, 1998: 231-69.

Kranner |, Beckett RP, Varma AK. Protocols in Liche-
nology. New York: Springer, 2002: 1-580.

Herrman B, Hummel S. Ancient DNA. In: Taylor JW,
Swann EC, eds. DNA from herbarium specimens. Berlin.
Springer-Verlag, 1994.

Gargas A, DePriest PT, Grube M, Tehler A. Multiple ori-
gins of lichen symbioses in fungi suggested by SSU rDNA
phylogeny. Science, 1995; 268:1492-95.

Aras S, Cansaran D. Isolation of DNA for sequence a-
nalysis from herbarium material of some lichen spe-
cimens. Turk J Bot, 2006; 30: 449-53.

Gargas A, DePriest PT, Ivanova N. Glacier-covered lichens:
sources of ancient DNA. IMC5 Abstracts, 1994: 69.

DePriest PT, Been MD. Numerous group | introns with va-
riable distrubution in the ribosomal DNA of a lichen
fungus. Journal of Molecular Biology, 1992; 228: 315-21.

Lutzoni F, Vilgalys R. Omphalina (Basidiomycota, Agari-
cales) as a model system for the study of coevolution in lic-
hens. Cryptogamic Botany, 1995; 5: 71-81.

Cubero FO, Crespo A, Ochando MD. Aplicacion de latec-
nica de RAPD a estudios en liquenes. Resumenes de IXI
Simposium Nacional de Botanicacriptogamica, Santi-
ago de Compostela, 1995: 231.

Murtagh GJ, Dyer PS, McClure PC, Crittenden PD. Use
of randomly amplified polymorphic DNA markers as a
tool to study variation in lichen-forming fungi. Liche-
nologist, 1999; 31: 257-67.

Honegger R, Zippler U. Mating systems in represen-
tatives of Parmeliaceae, Ramalinaceae and Physcia-
ceae (Lecanoromycetes, lichen forming ascomycetes).
Mycological Research, 2007; 424-32.

Innis MA, Gelfand DH, Sninsky JJ, White TJ. PCR Protocols:
A Guide to Methods and Applications In: White TJ, Bruns T,
LeeS, Taylor J, eds. Amplification and direct sequencing of
fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. San Die-
go: Academic Press, 1990: 315-22.

Gargas A, Taylor JW. Polymerase chain reaction (PCR)
primers for amplifying and sequencing nuclear 18S rDNA
from lichenized fungi. Mycologia, 1992; 84: 589-92.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

49



Cilt 65 m Say1 1 m 2008

33. Gardes M, Bruns TD. ITS primers with enhanced spe-
cificity for basidiomycetes. Application to the iden-
tification of mycorrhizae and rust. Molecular Ecology,
1993;2: 113-8.

34. Gargas A, DePriest PT. A nomenclature for fungal PCR
primers with examples from intron-containing SSU
rDNA. Mycologia, 1996; 88: 745-8.

35. Dyen PS, Murtagh GJ. Variation in ribosomal ITS sequ-
ence of lichens Buellia frigida and Xanthoria elegans
from vestfold Hills, eastern Antartica. Lichenologist,
2001; 33(2): 151-9.

36. Murtagh GJ, Dyer PS, Furneaux PA, Crittenden PD. Mo-
lecular and physiological diversity in bipolar lichen-
forming fungus Xanthoria elegans. Mycol. Res., 2002;
106(11): 1277-86.

37. Krzeminska BG, Gorniak M, Wegrzyn G. Molecular de-
termination keys: construction of keys for species
identification based on restriction fragment length
Polymorphism. Int Arch Biosci, 2001; 1057-67.

38. Hogberg N, Kroken S, Thor G, Taylor JW. Reproductive
mode and genetic variation suggest a North American
origin of European Letharia wvulpina. Molecular
Ecology, 2002; 11: 1191-96.

39. Grube M, Arup U. Molekuler and morphological evo-
lution in the Physciaceae (Lecanorales, lichenized As-
comycotina), with special emphasis on the genus

50 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

40.

M.

42.

43.

44,

45.

LIKENLER VE MOLEKULER BiYOLOJI

Rinodina. Lichenologist, 2001; 33(1): 63-72.

Rios A, Ascaso C, Grube M. An ultrastructural
Anatomical and molecular study of the lichenicolous
lichen Rimularia insularis. Mycol. Res., 2002; 106 (8):
946-53.

Martin MP, LaGreca S, Lumbsch T. Molecular phylogeny
of Diploschistes interred from ITS sequence data.
Lichenologist, 2003; 35(1): 27-32.

Cansaran D, Aras S, Kandemir |, Halict M.G. Phylo-
genetic relations of Rhizoplaca Zopf from Anatolia in-
ferred from ITS sequence data. Zeitschrift fur Natur-
forschung C, 2006; 5/6: 405-12.

Aras S, Cansaran D, Ozdemir-Tiirk A, Kandemir I, Can-
dan M. Resolving genetic relationships in manna group
of lichens from genus Aspicilia. African Journal of Bio-
technology, 2007; 6: 1154-1160.

Hofstetter V, Miadlikowska J, Kauff F, Lutzoni F. Phylo-
genetic comparison of protein-coding versus ribosomal
RNA-coding sequence data: A case study of the Le-
canoromycetes (Ascomycota). Molecular Phylogene-
tic and Evolution, 2007; 44: 412-426.

Gueidan C, Roux C, Lutzoni F. Using a multigene phylo-
genetic analysis to assess generic delineation and cha-
racter evolution in Verrucariaceae (Verrucariales, As-
comycota). Mycological Research, 2007; 110: 1147-
1170.





