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OZET

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN Tricholoma (Fr) STAUDE CINSINE AIT
BAZI TURLERIN FILOGENETIK KARAKTERIZASYONLARI

ALDEMIR, S. Suheda
Yiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetk Anabilim Dal
Tez Danismani: Dog. Dr. Ayten DIZKIRICI TEKPINAR
Aralk 2018, 65 sayfa

Tricholoma (Fr) Staude cinsi Tricholomataceae familyasmda smiflandirilan
ekonomk ve tibbi degeri olan bir makrofungustur. Bu cinse ait morfoloik olarak
tanmmlanmigs 16 tiir ile 4 tanmlanamayan Ornegin taksonomik ve evrimsel iligkileri
makroskobik (sapka, sap ve lamel), mikroskobik (spor, bazidyum, bazidyol ve marjinal
hiicreler) ve molekiiler karakterler kullanlarak belirlenmeye ¢alsinustr.  Tirkiye’nin
farkli bolgelerinden toplanan Tricholoma tiirlerine ait Orneklerin filogenetk iliskileri,
nikkleer DNA’ya ait iki farkl gen bdlgesinin [ITS (internal Transcrioed Spacer) ve LSU
(Large Subunit)] ¢oklu dizi analizleri yapilarak belirlenmistir. Tirler arasi evrimsel
akrabalk iligkileri  olusturulan  filogenetkk  agaclar  yardmiyla — degerlendirilmis,
makroskobik ve mikroskobik karakterler kullanilarak yapilan teshisleri destekleyip
desteklemedigi arastrinustr. Kullamlan iki bolgeden ITS bolgesi en fazla varyasyon
gosteren ve tir ayrimmnda daha Dbelirleyici olan bolge olmustur.  Yapilan
degerlendirmeler sonucunda teshis edilen ve analizi yapilan tim orneklerin Tricholoma
alt cinsine ait olduklari ve bu alt cins igerisinde dort seksiyona (Genuina, Caligata,
Tricholoma ve Terrea) ayridiklar1 belirlenmistir. Genuina seksiyonu icerisinde yer alan
Tricholoma sp. T.184 ve Tricholoma sp. T.685 ornekleri ile Terrea seksiyonunda yer
alan Tricholoma sp. T.17 wve Tricholoma sp. T.718 orneklerinin makroskobik,
mikroskobik ve molekiiler verilere dayanarak diinya mikotasi i¢in yeni tiirler oldugu

sonucuna varimistir.

Anahtar kelimeler: Filogeni, ITS, LSU, Makrofungus, Tricholoma.






ABSTRACT

PHYLOGENETIC CHARACTERIZATIONS OF SOME SPECIES OF
Tricholoma (Fr) STAUDE GENUS FOUND IN TURKEY

ALDEMIR, S. Suheda
M. Sc. Thesis, Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayten DIZKIRICI TEKPINAR
December 2018, 65 pages

Tricholoma (Fr) Staude is a macrofungus that classified in the Tricholomataceae
family which has economic and medicinal values. Taxonomic and evolutionary
relationships of 16 species and 4 undetermined samples were tried to study by using
macroscopic (pileus, stipe and lamellae), microscopic (spores, basidium, basidol and
marginal  cells) and molecular  characters. The  phylogenetic  relationships
of Tricholoma species collected from different regions of Turkey were determined by
performing multiple sequence analysis of two different nuclear DNA regions [ITS
(Internal Transcribed spacer), LSU (Large subunit)]. Evolutionary relationships among
species were evaluated by using phylogenetic trees and investigated whether they
support the species identifications which were done based on morphological characters.
ITS was the region carrying more variations and having more discrimination value. At
the end of study, it was observed that all identified and analyzed samples were found
into four sections (Genuina, Caligata, Tricholoma and Terrea) of Tricholoma subgenus.
Tricholoma sp. T.184 and Tricholoma sp. T.685 samples in the sect. Genuina,
Tricholoma sp. T.17 and Tricholoma sp. T.718 samples in the sect. Terrea are inferred
as new species for the world mycota based on macroscopic, microscopic and molecular

data set.

Keywords: Phylogeny, ITS, LSU, Macrofungus, Tricholoma.
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1. GIRIS

Filogenetik, organizmalarm evrimsel tarihini, iligkilerini ve soyagaclarm temsil
eden aga¢ benzeri diyagramlar kullanarak inceleyen bir bilim dahdwr. Evrimsel ayriigi
temsil eden aga¢ dallanma desenleri filogeni olarak adlandmilr. Filogenetk ¢esitli
sekillerde calgilabilir, Ornegin mevcut tlrlerin atalart ve ayriima zaman ¢izelgesi
hakkmda morfolojik bilgller igeren fosil kayitlar kullamilabilir. Bununla birlikte, fosil
kayitlar1 sneyseadece belirli tiirler i¢in mevcut oldugundan cahsma alanlarmda birgok
smrlamalar da goriilebilir. Ayrica, morfolojik Ozeliklerin tanmmlamalari ve smirlar1 da
coklu genetik faktorlere bagh olarak belirsizlik gosterebilir. Bu nedenle filogenetik
iliskileri  saptamak i¢in sadece fosil kayitlarmu kullanmak tarafi yani Onyargih
olabilmektedir (Nei ve Kumar, 2000). Organizmalarm evrimlesmesi siiresince fenotipik
degisimlere neden olan mutasyonlar1 birktirdigi icin, DNA ve protein dizileri mevcut
organizmalarm evrimsel perspektiflerini  verebilir  (Simon ve Wei3, 2008). Genler
birkmis  mutasyonlar1  kaydetmis oldugundan molekiiler fosiller olarak  hizmet
edebilirler. Molekiiler fosillerin ilgili organizmalardan karsilagtrmal analizi  yoluyla
genlerin ve hatta organizmalarm evrimsel tarihi agik¢a ortaya cikarilabilir. Molekiiler
veriler, fosil kaytlarmdan daha fazla ve elde edimesi kolaydr. Gergek fosil
kayitlarmdaki bosluklar1 doldurmaya yardimeir olan Ornekleme Onyargist yoktur bu
sayede molekiiler verilerle daha net ve saglam filogenetik agaglar insa edilebilir.
Aragtrmacilar i¢in molekiiler veriler, evrimsel tarihi tekrar yapilandrmak icin popiiler
ve bazi durumlarda eldeki tek verilerdir (Roy ve ark., 2014).

Molekiiler filogenetik, molekiiler biyoloji tekniklerinin gelismesiyle birlikte 20.
yizylm baslarmda ortaya ¢kmstr (Dowell, 2008). Genomk c¢agn muazzam
miktarlarda molekiiler dizi verisi ortaya c¢ikarmasi, molekiiler filogenetigin bu denl
hizh  gelismesini  saglamistr. Molekiiler filogenetik, dizilerdeki ¢esith mutasyonlar
analiz ederek ve biyomolekiillern evrimsel baghliklar1 hakkmnda hipotezler gelistirerek
genlerin ve diger biyolojikk makromolekiillerin evrimsel iliskilermin incelenmesi olarak
tammlanabilir (Roy ve ark., 2014). Molekiillerin dizi benzerligine dayanarak
organizmalar  arasmdaki  evrimsel iligkiler ¢ogu  zaman  belirlenebilir.  Bu

organizmalardan biri de mantarlardr. Son yirmi yilda molekiler filogenetk ve
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filogenomik alanindaki calgmalar mantar sistematigi cahsmalarmi biiyiik Olgiide
degistirmis ve yeni bir bakis acist kazandrmistr (Wang ve ark., 2009). Dolayisiyla
giniimiiz mantar sistematkk ¢ahsmalarmda makroskobik ve mikroskobik verilerle
birlkte molekiiler veriler de kullanilmaktadir.

Myces=Mycos=Mantar ve Logy=Bilim kelimelerinin bir araya gelmesiyle
olusan Mikoloji terimi mantar bilimi olarak adlandwrimaktadr. Mikoloji terimi ik defa
1836'da MJ Berkeley tarafindan kullanilsa da bu alandaki calgmalar ¢ok daha eskiye
dayanmaktadr. Ingilizcede ‘'fingus' kelimesinin kullanmu ise 16. asrm baslarma
dayanmaktadr  (Amsworth, 2009). Fungus veya mantar olarak adlandrilan
organizmalar; Okaryotik, klorofilsiz, genel olarak ipliksi yapida olan, eseyli ve eseysiz
tireyebilen, spor meydana getiren, heterotrof olarak beslenen, genellikle ¢eperleri
kompleks karbonhidratlar ile kitin, seliloz veya her ikismi de yapilarmda bulunduran
canhlardr (Acar, 2017). Organikk maddeleri pargalayarak karbon ve mineral
dongiilerinde ¢ok Onemli roller {iistlenmektedirler. Milyonlarca ton organik artig bir yil
icinde Dbilesenlerine ayrdiklar1 tahmin  edimektedir (Landecker, 1996). Canliar
dinyasmm ayr1 birr alemi olan mantarlar, morfolojk ve fizyolojik ozellikleri
bakimmdan c¢ok g¢esitlilik gosterirler. Dogada bol miktarda bulunan ve Okaryot olan
mantarlar ekosistemin en Onemli {iyelerinden biridir. Cografi konumu ve ekolojik
cesitllik yOniinden zengin olan iikemiz, mantar cesitlligi ve bollugu bakmmndan
olduk¢a verimlidir. Ekolojik kosullarm ozellikle sicaklk ve nemin uygun oldugu
donemlerde orman topraginda, cayirlarda, bahgelerde, canhh@mi yitrmis bitki parcalari
tizerinde, organik maddece zengin zeminlerde yetismektedirler. Bilindigi gibi mantarlar
klorofil igermediklerinden, bagmmsiz olarak seker, yag ve nisasta gibi organik maddeler
olusturamazlar. Bu nedenle diger canllara ihtiyac duyarlar ve simbiyont olarak
yagsamlarm = stirdiiriirler.  Yani bagka canhlarla karsiikli besin elementleri saglayarak
beslenirler.  Bu  simbiyotikk iligkinn  en Onemli Orneklerinden biri  mikorizal
birlikteliklerdir. ~ Simbiyotk  yasam alami  igerisinde  enfeksiyonun  gergeklesmesi
sonucunda, bitki mantara enerji kaynag olarak fotosentezden elde ettigi karbonu,
mantar ise bitkiye besin elementleri ve su saglamaktadr (Marschner, 1995). Mantarlar
genellikle miselleri araciligt ile besin ve su almum artrarak bitkilerin - biiylimesini,
gelismesini ve dolaysiyla kok canlihgmnn devammi saglamaktadwr. Mikoriza ayrica
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rizosferdeki patojenlere ve stres faktorleri olarak kabul edilen asmi sicaklk, kuraklik,
agr metal zehirlenmesi ve tuzluluga karsi da bitkiyi korumaktadwr (Nedelin, 2014).
Mikorizalar  kokte  olusturduklart  morfolojik  yapilari  s6z konusu  oldugunda
ektomikorizalar ve endomikorizalar olmak tizere iki grupta incelenmektedir. Bu tez
calismasmi olusturan  Tricholoma (Fr.) Staude cinsi mantarlar da genellikle
ektomikorizal mantarlar olup (Sanchez-Garcia ve Matheny, 2017), mantar aleminin ki
biiyiik grubundan biri olan Basidiomycota Bolimii'ne ait, Agaricales Ordosu’nun,
Tricholomataceae Familyasi’nda yer almaktadr (Cizelge 1.1).

Agaricales ordosu'nun en biyik familyalarmdan biri olan Tricholomataceae
familyas1 son derece polifiletk gruplara sahip olmasma karsm Leucopaxillus,
Tricholoma, Pseudotricholoma, Porpoloma, Dennisiomyces, Corneriella, Albomagister
ve Melanoleuca cinslerinin  monofiletik gruplar olduklar1 diisiiniilmektedir (Sanchez-
Garcia ve ark., 2014; Kalmer, 2016). Familya iiyelerinin spor baskilart genelikle beyaz,
krem rengi, acik krem pembe, soluk mor, agik yesil veya soluk gri renkli, amiloid ya da
inamyloid gbi ozelliklere sahiptirler. Lamellerin sapa baglanma sekilleri; adnexed,
adnat, sinuat ya da dekurrent seklinde olabilmektedir. Lamel yapisi ise diizenli yari
diizenli ya da diizensizdir (Sanchez-Garcia ve ark., 2014).

Cizelge 1. 1. Tricholoma cinsinin klasik smiflandrilmast (Anonim, 2018)

Takson basamaklan

Alem Fungi

Alt alem Dikarya

Boliim Basidiomycota
Alt béliim Agaricomycotina
Simf Agaricomycetes
Alt simif Agaricomycetidae
Ordo Agaricales
Familya Tricholomataceae

Cins Tricholoma



http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=433327&Fields=All
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Familya tiyelerinden sadece Tricholoma ve Albomagister cinsleri inamyloid
sporlara sahiptir ve yalniz Tricholoma cinsi kelepce baglantilari olmayan baz tiirler
icerir (Riva, 2003; Bessette ve ark., 2013; Christensen ve Heilmann-Clausen, 2013).

Mantarlar aleminin smiflandriimas1 ¢alismalar1 oldukg¢a eskidir. 2004 yilinda
baglatlan ve giiniimiizde de devam eden AFTOL (Assembling the Fungal Tree of Life)
adi verilen bir veritabami ile mantarlarm molekiller seviyede smiflandirimasi
hedeflenmistir (Hibbett ve ark., 2007). Bu alanda gerceklesen ik gelisme 1990’larm
basmda PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile ribozomal RNA (rRNA)
genlerinin amplifiye edilmesi ve analizidir (Hibbett ve ark., 2007). Ribozomal gen
bolgeleri tiim canh soylarmda bulunan ve evrimsel anlamda uzun zamandr korunan
genlerdir. Bu genler evrimsel olarak ¢ok eskidirler ve yatay gen transferi (birbiriyle
iliskisiz organizmalar arasmda genlerin gecmesi) gOstermeden veya ¢ok az gostererek
tim canli soylarmda bulunurlar (Woese ve Olsen, 1993). Bu nedenle taksonomik ve tiir
teshisi cahsmalarmda rRNA gen bolgeleri yaygm bicimde kullanlmaktadr (Abd-
Elsalam ve ark., 2003). Ribozomal boélgelerden Ozellikle transkribe edilen i¢ aralayict
bolgeler (internal transcribed spacers, ITS1-ITS2) ve biiyik alt birim bolgesi (large
subunit LSU, D1/D2 altbolgeleri) birgok tiirin  molekiiler Seviyede tammlanmasmnda
tercth edilmektedir (Hinrikson ve ark., 2005). Bu gen bolgeleri ekzonk ve intronik
bolgeler icerdigi i¢in filogenetikk ¢ahsmalarda kullamilabilecek gen bdlgelerindendir.
Okaryotk bir polipeptidi kodlayan DNA dizisi, kodlama yapan bolgeler arasma
yerlesen kodlama yapmayan niklekk asit pargalarmdan olusur. Aminoasitlere,
rRNA'lara ve tRNA'lara terciime edilen gen bolgeleri ekzon, terciime edimeyen
bolgeler ise intron olarak adlandmibr (Campbell ve Reece, 2010). Intronlarm farkh
ekzon kombinasyonlarma neden olarak evrimsel siirecte yeni genlerin ve proteinlerin
olusumunda rol aldiklar1 sdylenmektedir (Anonim, 2018).

Tricholoma cinsinin ortaya c¢ikisi oldukga eskidir. Bu cinse ait cesitlilik ik
olarak Eosen Donemi’nin sonlarma dogru baslamustr. Bu zaman diliminden sonra
dinya iklimi sicaktan ihmana dogru degismis ve Tricholoma cinsine ait mantarlar
tropikal ormanlardan ziyade iiman ormanlarda baz agaglarla (Quercus L., Betula L.,
Picea A. Dietrich ve Pinus L.) ektomikorizal olarak baskmn bir yayils gostermeye
baglamustr (Sanchez-Garcia ve Matheny, 2017). Tricholoma ile ilgili ik yazh bilgilere
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cok eski caglardan beri bu mantara 6nem veren Japonya’da rastlanmaktadwr. Japon
yemek kiiltlirinde mantarlar 1000 yildan daha fazla birr siiredir yer almaktadrr.
Tricholoma mantarlart sadece Japon sofralarmi siisleyen bir mantar cinsi olmaktan
ziyade, kiiltiirel ve dinsel anlamda da ayri bir 6neme sahiptirler (Hosford ve ark. 1997).
Tarihsel olarak milattan sonra 759 yillarmda yazmis bir sirde Tricholoma’nin
(Japonya’daki ismi “Matsutake”) Onemli ve isan saghg acismdan faydah bir gida
maddesi oldugundan Ovgiiyle bahsedimektedir. 13. ve 17. ylizyllarda ise bu mantar
asaletin ve zengmnligin bir gOstergesi olmustur. Toplumda Onemli bir yere sahip Kkisiler
birbirlerine 6zel giinlerde veya yaptiklart 0zel zyaretlerde bu mantar1 hediye olarak
gotiirmiislerdir. “Matsutake”, verilen kisi icin ¢ok 6zel bir hediyedir ve onu alan kisinin
bu hediyeye ait antyt uzun yillar kalbinde yasattigi belirtimektedir. Aym yiizyillarda
Japon saraymda sadece hikkiimdarm ve yakin c¢evresinin bu mantar1 yemesine izin
verimig, diger saray c¢absanlarma mantar1 tiketmeleri yasaklanmustr. 20. ylizyiln
baglarma kadar Tricholoma verimliligin, {retkenligin ve muthilugun bir simgesi olarak
gorlimiistiir. Japon halki giinlimiizde de bu mantar tiirine ¢ok Snem vermektedir. Bu
sebepten Tricholoma dinyann birgok bolgesinden ve iilkemizden toplanarak
Japonya’ya ihra¢ edilmektedir (Kalmis ve ark., 2009).

Dogada yaygm olarak yetisen Tricholoma, arazi kosullarmda ¢esith
makroskobik &zellikleri ile diger cinslerden aywt edilebilmektedir. Ozellkle, biiyik ve
et bazidyokarp yapisy, emergnat (lamellerin iceri dogru bir ¢entk olusturarak sap ile
baglandigi lameller) lamel baglantisi ve merkezi silindirik sap yapisi bu cinsin
karakteristik Ozellkleri arasmdadwr. Genellkle sapka vyapist beyaz sar, gri ve
krmizims,,  kirmizimsi-kahverengi,  krem-kahverengi,  siyahimsi-kahverengi  tonlarda
iken beyaz, sart veya grimsi lamel renklerine sahiptir (Gall, 1999; Christensen ve
Heilmann, 2013; Heilmann-Clausen ve ark., 2017). Tricholoma cinsi inamyloid spor
yapist ile karakterizedir (Singer, 1986). Sporlar1 bazidyum denen yapilar {izerinde
buluinur ve bu sekide bulunan sporlar bazidyosporlar olarak adlandmilr. Bu
makroskobik ve mikroskobik yapilar tiirlerin teshisinde kullaniimaktadr. Bazidyokarp
denen yapr makrofungusun tiim dis karakterlerini baz almaktadr. Bazidyumlar iizerinde
sporlar bulunur ve Basidiomycetes smifina ait tim mantarlarda bu yap1 mevcuttur
(Moretti, 2016). Tricholoma tiirlerinin biiyiik boliimii unsu kokuya sahipken, ¢igeksi,
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sabun benzeri, kokusmus ve baharath koku karakterlerine sahip taksonlar da wvardur.
Fakat, Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken ve T. magnivelare (Peck.) Redhead gibi
ciceksi kokuya sahip olan ftiirlerin tadi1 da ¢igeksi ve parfiim benzeridir (Gall, 1999;
Christensen ve Heilmann-Clausen, 2013). Bu cinse ait makrofunguslar, yenilebilen ve
yenilemeyen tiirleriyle lilkemizde dagiim gostermektedir. Tricholoma populinum J.E.
Lange, T. vaccinum P. Kumm, T. imbricatum (Fr.) P. Kumm., T. terreum (Schaeff.) P.
Kumm., T. portentosum (Fr.) Quél wve T. caligatum (Viv.) Ricken tiirlerinin
yenilebildigi  bildirimistir  (Boa, 2004). Ayrica, Tricholoma fracticum (Britzelm.)
Kreisel gbi baz tirler zehirli olmamasma ragmen tadlarmmn aci olmasindan dolayl
besin maddesi olarak tercih edimemektedir (Alh ve Sen, 2016).

Tricholoma tiirlerine ait morfolojik yapilar cevre faktorlerinden ¢ok fazla
etkilenmektedir (Bon, 1991). Bu sebeple Ozellikle tir tanmlamasi farkh morfolojik
karakterlerin smrl olmasi nedeniyle kolay degildir. Morfolojik karakterleri bakimmndan
diger cinslerden arazi kosullarmda kolayhkla aymrt edilebilmesine ragmen, morfolojik
karakterlerinin benzer olmasi bakimindan tir diizeyinde tayini olduk¢a zordur (Al ve
Sen, 2016). Tricholoma, pileipellis (sapka derisi) yapilarmmn olduk¢a benzer olmasi,
kiresel, yar1 kiiresel, silindirik, hiyalin sporlar ihtiva etmesi gibi mikroskobik olarak
smirh varyasyonlar gosterirler. Bu nedenle, tiir tammlama ve kismen de infragenerik
smiflandirma makromorfolojiye dayanmaktadr (Heilmann-Clausen ve ark. 2017).

Singer (1986), Tricholoma cinsini sapka rengi, pileipellis yapis, kelepge
baglantilarmm olup olmamasi gibi Ozellklerine gore dort alt cinse bu alt cinsleri de
dokuz seksiyona ayrnustr [alt cins Contexocutis (seksiyon Rigida), alt cins Parinicutis,
alt cins Sericeicutis (seksiyon Inamoena, seksiyon Lasciva), alt cins Tricholoma
(seksiyon Terrea, seksiyon Tricholoma, seksiyon Imbricata, seksiyon Albobrunnea,
seksiyon Caligata, seksiyon Megatricholoma)]. Bu taksonomik ayrm Kibby (2010)
tarafindan da desteklenmistir. Ancak Noordeloos ve Christensen (1999) Tricholoma
cinsinin yedi seksiyona ayrildigm savundugu i¢in Christensen ve Heilmann-Clausen
(2013) tarafindan yapilan molekiiler ¢ahsmlarla yedi seksiyona ayridig dogrulannmustir.
Cins igindeki taksonomik karmasa bu c¢ahsma ile de tam anlamiyla netlestirilememistir.
Bu nedenle cins iizerinde yapilan calgmalar devam etmis ve son zamanlarda yapilan

molekiiler revizyon c¢ahsmasiyla bu problem kapsamh olarak ele alnarak seksiyon
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sayist degistirilmistir. Bu alanda en kapsamh c¢alsmalardan biri Heilmann-Clausen ve
ekip arkadaglartyla 2017 yilnda Kuzey Avrupa’da kapsamh bir ¢aligma yapmustr. Bu
cahymada sapka rengi, pileipellis yapisy, kelepce baglantlarmm mevcudiyeti, sporlarn
blylikligii ve seklinin seksiyonlarm gecerliligini destekleyen oldukga sabit karakterler
oldugunu belirtmis ve annulus ile annular zon olup olmamasma gore on Seksiyona
(Tricholoma, Caligata, Sericella, Lasciva, Pardinicutis, Genuina, Megatricholoma,
Contextocutis, Atrosquamosa, Terrea) aymrmustr. Yapian bu ¢aligmalara ragmen cins
icerisinde bircok taksonomik problem hala devam etmektedir. Morfolojik karakterlerin
cok benzer olmasiy, tiirler ve seksiyonlar arasmda taksonomik smirlarm belirlenememesi,
cinse ait baz bireylerin heniiz teshis edilememis olmasi, tiir teshisinde net bir
tammlama saglanamamasi ya da tammlanan bireylerde hala siiphelerin var olmasi gibi
Oonemli problemler bulunmaktadir.

Ulkemizde 54 ftiiriiniin tespit edildigi Tricholoma cinsinin (Vizzini ve ark. 2012;
Sesli ve Denchev, 2014; Solak ve ark., 2015; Demirel ve Kogak, 2016; Sen ve ark.
2018) diinyada yaklasik 959 tiirli mevcuttur (Anonim, 2018).

Bu tez cahymasmm amaci, Tirkiye’de molekiiler seviyede cok az cahsilan ve
heniiz kapsamh olarak ele almmanus olan Tricholoma cinsine ait tammlanmis 16 tiirii
temsil eden 27 Ornek ile 4 tammlanamayan Ornegin makroskobik Ve mikroskobik
karakterler kullanlarak teshis edimesi ve sonrasmda farkh gen bdlgelerinin  DNA
dizileri ile filogenetik agaglar ¢izdirilerek taksonlar arasi akrabalk iliskilerinin
belirlenmesidir.






2. KAYNAK BILDIRISLERI

Diinya ¢apmda Tricholoma cinsine ait birgok molekiiler g¢ahsma mevcutken,
ilkemizde yok denecek kadar az c¢alsma bulunmaktadr. Genellikle makroskobik ve
mikroskobik o6zellikler kullanilarak tiirlerin  teshisi yapimustr. Molekiiler ¢aligmalarm
cogu yeni tirlerin teshisini kapsamaktadr (Sesh, 2014; Sesli ve ark., 2018). Konu ile
ilgili caligmalar asagida Ozetlenmistir.

Intini ve ark. (2003) tarafindan Tricholoma anatolicum tiiriine ait 6rneklerin ITS
sekans analizleri yapilmis ve morfolojik farkhhklara dayandmilarak Tiirkiye’den Diinya
Mikobiyotasrna yeni tiir olarak kazandmimstr. Tricholoma anatolicum {ilkemiz icin
endemik oldugu diisiiniilen ve halk tarafindan toplanip yenilen hatta ticareti yapilan bir
mantar oldugu i¢in de dnem tasimaktadwr. Ilban (2011) tarafindan yapilan analizler ile T.
caligatum ve T. anatolicum tiirlerinin birbirlerine %355 orannda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Ele alman bu iki tlirlin morfolojik ve genetik ac¢idan farkh tiirler oldugu
bildirimistir. Cogunlukla genetik acgidan belirgin farklar1 olan taksonlar ayr tiirler
olarak degerlendirilse de aradaki genetk farklhigm yetisme yerine bagh dogal
seleksiyonun bir sonucu olabilecegi vurgulanarak bu iki taksonun aym tire ait farkh
varyeteler olabilecegi de belirtilmistir.

Sanchez-Garcia ve ark. (2014) tarafindan niikleer small subumt (nSSU), niikleer
large subuntt (nLSU), RNA Polymerase Il Largest Subunit (RPB2) ve ITS bolgeleri
kullanilarak ~ Tricholomataceae  familyasmm  yeni  {yelerinden olan  Albomagister,
Corneriella, Pogonoloma ve Pseudotricholoma cinsleri ¢ahsimustr.  Maksimum
Likelihood ve Bayesian programlart kullandarak olusturulan  kladogramda  bu
familyanm  popiiler cinsleri olan Tricholoma, Dennisiomyces ve Leucopaxillus
cinslerinin tricholomatoid kladnda yer aldi ve Tricholoma cinsinin Leucopaxillus
cinsine yakmn ve monofiletik oldugu agikga gosterilmistir.

Vizzini ve ark. (2015) tarafindan Tiirkiye’den yeni tiir olarak bulunan Gymnopus
trabzonensis ve Tricholoma virgatum var. fulvoumbonatum tirlerinin morfolojik ve
molekiiler  karakterizasyonlar1 ~ yapimugtr.  ITS  bolgesi  kullanilarak ~ Maksimum
Likelihood ve Bayesian programlariyla olusturulan kladogramda Tricholoma virgatum

var. fulvoumbonatum tiiriiniin Tricholoma seksiyonunda oldugu acik¢a gosterilmistir.
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Heilmann-Clausen ve ark. (2017) tarafindan Kuzey Avrupa’da bulunan ii¢ yeni
Tricholoma tiirii (Tricholoma boreosulphurescens, T. bryogenum wve T. ilkkae)
morfolojik ve molekiiler verileri kullanarak tanmlanmstr. ITS DNA sekans verileri
kullanillarak ~ Bayesian ~ve =~ Maksimum  Likelhood  metodlariyla  olusturduklar
kladogramda tanmmlanan yeni tirlerden T. boreosulphurescens tiirii; Sericeicutis alt
cinsi ve Lasciva seksiyonu i¢inde, T. bryogenum tiirii; Sericeicutis alt cinsi ve Sericella
seksiyonu igerisinde, T. ilkkae tiirii ise Tricholoma alt cinsi ve Caligata seksiyonu
icerisinde tanmlanmistr. Ayrica alt cins, seksiyon ve tiir seviyelerinde olusturduklar
bu agagta T. virgatum tirinin Atrosquamosa seksiyonu Yyerine Tricholoma
seksiyonunda yer aldigmi, T. focale tiirtiniin ise Caligata seksiyonu yerine Genuina
seksiyonunda yer aldigm agikga gbstermiglerdir. Tricholoma cinsinin - durumunu
acikhga kavusturmak icin ek molekiiler verilere ihtiya¢ oldugu vurgulanmistir.

Sen ve ark. (2018) tarafindan Tiirkiye Mikobiyotasi i¢cin yeni kayit olarak verilen
Tricholoma bonii tiirii tizerine molekiller ve morfolojik ¢ahsmalar yapimustr. ITS gen
bolgesi kullanidlarak olusturulan Kladogramda T. bonii tiiriiniin taksonomik olarak ayni
seksiyonda (Terrea) yer alan T. triste ve T. terreum tirleriyle yakmhk gosterdigi
belirlenmistir.

Daha onceki kisimlarda da bahsedildigi gibi Tiirkiye’de Tricholoma cinsine ait
tirlerle yapimis olan molekiiler calsmalar olduk¢a azdw. Filogenetik cahismalarla elde
edilen sonuglarm bilim diinyastyla paylasilabimesi icin sekanslarm baz diger bilgierle
beraber (tiir isimleri, ¢ahsma yeri, ¢alisan bilim insanlart isimleri v.b.) mutlaka NCBI
veri tabanma girilmesi gereklidir. Literatiir taramasmda ve NCBI veri sisteminde
bulunan baz arastrmalar asagida Ozetlenmis sekilde verilmistir.

1. Tricholoma albobrunneum / Tricholoma aurantium: Osmundson ve ark.
(2013) tarafindan Italya'daki Tarihi Tabiat Miizesinde T. albobrunneum wve T.
aurantium tiirleri dahil olmak tizere yaklasik 6000 makrofungal 6rnegin ITS gen bolgesi
cahsilarak DNA barkodlamasi yapimistr. Ayrica Heilmann-Clausen ve arkadaslar
tarafindan da 2017 yilinda bu tirler g¢ahsilmis olup, tiirlerin Tricholoma alt cinsinin
Genuina seksiyonunda, yer aldig gosterilmistir.

2. Tricholoma batschii: Heilmann-Clausen ve ark. (2017) tarafindan ITS
gen bolgesi calsimistr. Bu tiirin - Bayesian ve Maksimum Likelihood metodlartyla
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olusturduklar1 kladogramda Genuina seksiyonunda yer aldigi agik¢a gosterilmistir.

3. Tricholoma cedretorum: Heilmann-Clausen ve ark. (2017) tarafindan
Kuzey Avrupa’da bulunan Tricholoma cinsine ait tiirlerin morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonlar1 yapimis ve bu tiirtin Tricholoma alt cinsinin Genuina seksiyonunda,
yer aldig1 gosterilmistir.

4, Tricholoma caligatum: Ota ve ark. (2012) tarafindan dinya ¢apmda
Oonemli bir yere sahip ve matsutake olarak bilinen 6zellikle Japonya’da ekonomik degeri
yilksek olan mantar grubu icerisinde yer aldi@ bildirilmistr. Morfolojik karakterlere
dayali tanmlamalart dogrulamak i¢in ITS, megBl, tef, gpd bolgeleri c¢alisimistr.
Filogenetik analizler sonucu bu mantar tirii; matsutake, T. bakamatsutake, T.
fulvocastaneum ve T. caligatum olmak iizere dort ana gruba ayrimistr. Ayrica bu
tirler, Intini ve ark. (2003) tarafindan Tirkiye’de yeni tir olarak tammlanan T.
anatolicum tirii ile yakm iliskili oldugu bildirimistir. Benezza ve ark. (2016) tarafindan
Kuzey Afrika’dan Japonya’ya ihra¢ edilen matsutake grubu mantarlarlar {izerine yapilan
molekiiler ¢cahsmada T. caligatum ve T. anatolicum tiirlerinin 6zellikle Kuzey Afrika’da
bulundugu belirtimistr. TDNA ve ITS boélgesi analiz edilerek olusturulan agagta Kuzey
Afrika’dan toplanan tiirler farkh habitatlardan toplanan diger matsutake grubu tiyeleri
le karslastrilmistr. Bu tiirler Kuzey Afiika mikobiyotast igin yeni kayt olarak
onerilmistir.

5. Tricholoma fracticum / Tricholoma focale / Tricholoma imbricatum:
Bidartondo ve ark. (2002) tarafindan ektomikorizal funguslardan aktif karbon elde eden
bir bitki cinsi (Monotropoideae / Ericaceae) calisimustr. Cahsmalarmda sekiz bitki
soyu ve {i¢ mantar tiri arasmdaki Ozginlik paternleri ITS bdlgesi kullanlarak
molekiiler filogenetik bir yaklasimla sunulmustur. Bu iic mantar tiiriine ait elde ettikleri
sekans verilerini NCBI veri tabanma yiklemisti. Ayrica Heilmann-Clausen ve ark.
(2017) tarafindan T. focale tiiriinin ITS gen bolgesi ¢alsimus ve bu tirin Caligata
seksiyonu yerine Genuina seksiyonunda yer aldi@i agikga gosterilmistir.

6. Tricholoma portentosum: Heilmann-Clausen ve ark. (2017) tarafindan da
bu tirin ITS gen bolgesi calbsimis ve olusturulan Kladogramda Tricholoma
seksiyonunda yer aldigi agikga gosterilmistir.
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7. Tricholoma scalpturatum ve Tricholoma argyraceum: Jargeat ve ark.
(2010) tarafindan Bati Avrupa popiilasyonlarmda iki gruba ayrilan T. scalpturatum
kompleksi tizerine filogenetk calismalar yapimustr. ITS, gpd ve tef olmak iizere 3
farkl gen bolgesi kullamimis ve bu ki grup T. scalpturatum ve T. argyraceum olarak
degerlendirimistir.  Carriconde ve ark. (2008) tarafindan farkli popiilasyonlardaki
cografik yapmm, kozmopolit ve kriptikk ektomikorizal bir tiir olan T. scalpturatum tiirii
lizerine etkileri arastrimustir. Genetlk yaptyr genis bir cografyada incelemek i¢in; Bati
Avrupa’da, Ispanya’da, Iskandinavya’da bulman 30 popiilasyondan &rnekler
toplanmistr. ISSR, RFLP ve ITS dizi analizleri kullanilarak olusturulan sonuglar
birbiriyle kiyaslanmstr. ISSR ve ITS verileri sonucu dizilerde olusan polimorfizmlerin
nispeten diisik degerde (%96) olmasi farkh popiilasyonlardan toplanan T. scalpturatum
tirleri arasmda smrh gen akisma kant saglamustr. Calsma sonucu elde edilen sekans
verileri NCBI veri tabanma yiiklenmistir.

8. Tricholoma subannulatum: NCBI’da sekanst mevcut olmasma ragmen,
literatiirde bu tiire ait herhangi bir yayma rastlanmamistir.

9. Tricholoma populinum: Gryta ve ark. (2006) tarafindan farkh g¢evresel
kosullar altmda siyah kavak (Pinus nigra) ile iligkili ektomikorizal mantar tiirleri olan
Tricholoma populinum tiirlerinin popiilasyon dinamikleri ¢ahsimustr. RAPD, ISSR,
RFLP, rDNA, IGS dizi analizlerine dayanarak multilokus genotipleri (genetler)
tanimlanarak iki tiirin popilasyon dinamigindeki farklar ortaya konulmustur. Baska bir
cabsmada ise Grubisha ve ark. (2012) tarafindan Kuzey Amerika ve Iskandinav
populasyonlar1  {izerme  kitalar arasi filocografk yap1 ve nikleotid farkliligm
gozlemleyebimek i¢in ITS, TEF1, ATP6, RPB1, GAPDH gen bolgeleri kullanilmustir.
Buna gore, Tricholoma populinum'un Kuzey Amerika ve Iskandinav populasyonlari
arasmda devam eden gen akismin eksikligi icin giicli bir kant oldugunu gosterilmistir.
Heilmann-Clausen ve ark. (2017) tarafindan da ele alman bu tir Kuzey Avrupa’dan
toplanmis ve hem morfolojik hem de molekiiler agidan degerlendiriimistir. ITS DNA
sekans verileri kullanilarak olusturulan kladogramda T. populinum tiiriiniin Tricholoma
alt cinsinin Genuina seksiyonunda yer aldig1 agik¢a gosterilmistir.

10. Tricholoma vaccinum: Garnica ve ark. (2007) tarafindan Agaricales
ordosuna ait 88 mantar 6rneginin RPB1 ve LSU gen bolgeleri kullamlarak molekiiler
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filogenetik analizleri yapimistr. Bu mantarlar igerisinde tez c¢ahgmasinda kullamlan T.
vaccinum  tiri de mevecuttur. Morfolojik  karakterler  kullanilarak  sistematik
smiflandriimas1  yapilan bu mantarlarm filogenetik iliskileri ile morfolojik ve ekolojik
Ozelliklerinin  evriminin tam olarak anlagilamadig belitimistir.  Yapilan ~ filogenetik
analizler dikkate alnarak, Basidiomycetes i¢in geleneksel smiflandrmada kullanilan
karakterlerin homoplaziden etkilenebilecegi iddia edilmistr. LSU sekans verilerine
dayah ¢izilen filogenetik agagta birka¢ monofletk grup belirlenmisti. Bu gruplar
familya bazinda kladlar olusturmus Ve Tricholoma cinsine ait T. vaccinum tiirii
Tricholomataceae klad1 igerisinde goOsterimigtir. Benzer sekilde, Sanchez-Garcia ve
Matheny (2017) tarafindan Tricholomatineae alt ordosuna ait tiyeler nLSU, nSSU, 5.8S,
RPB1 ve RPB2 bdlgeleri kullanilarak cahsimistir. Olusturulan agagta Tricholoma cinsi
Tricholomatacea kladnda yer almis ve T. vaccinum tiirii bu monofiletik grup icerisinde
konumlanmustr.

11.  Tricholoma viridilutescens: Heilmann-Clausen ve ark. (2017) tarafindan
morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilan T. viridilutescens tiriinin Kuzey
Amerika ve Estonya’dan toplanan Orneklerinin  kriptk ¢esitlilige sahip oldugu
savunulmustur. 1TS bolgesi cahsilarak Bayesian ve Maksimum Likelhood metodlariyla
olusturulan kladogramda farkh yerlerden toplanan Orneklerin taksonomik durumu bu
cesithligi  desteklemis ve tirin  Tricholoma seksiyonunda yer aldigi agikga
gosterilmistir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Morfolojik Cahsmalar

Tirkiye’'nin  farklh  bolgelerinden ilkbahar ve sonbahar aylarmda toplanan
Tricholoma o6rneklerinin teshisleri makroskobik (sapka, sap, lamel yapilar1 ve boyutlari)
ve mikroskobik (spor ve marjinal hiicreler) karakterlerin degerlendiritmesi Dr. Ogr.
Uyesi Ismail ACAR’m gdzetimi altmda yapimustr. Teshis edilen 16 tiir (27 &rnek) ile
teshis edillemeyen 4 Orek olmak iizere tez c¢alsmasi icin toplamda 31 Ornek
kullambustr.  Makroskobik  ve  mikroskobik  karakterlere ek olarak molekiiler
tekniklerle de bu Orneklerin tamimlamasi yapimaya cahsimistr. Daha  giivenilir
sonuclar elde etmek i¢in caligsma en az iki tekerriir halinde yapimustr. Baz Orneklerin
tek numunesi olmasmdan dolay1 tek Omnek {izerinden c¢ahsma yapimistr. Toplanan
orneklerin  isimleri, fungaryum numaralari, lokasyonlari, toplanma tarihleri ve
bulunduklar1 seksiyonlar Cizelge 3.1°de gdsterimistir.

Fungaryum materyali halinde bulunan kurutulmus mantar Orneklerinden kesit
almarak, Melzer ayract ven KOH (%5) soliisyonu ile muamele edimis ve himenyum
tabakasmndan kesit alnarak hazirlanan preparatlar mikroskop altmda 10x100 biiyiitme
lle incelenmistir. Mantarlarm teshisinde kullamlan kimyasal maddeler ile olusan renk
degisiklikleri tiir tespitine yardimci olmaktadwr. Bazidyosporlara uygulanan bu ayraclar
familyalarm, cinslerin hatta tiirlerin  ayrminda  kullandmaktadr. Orneklerin  teshisleri
lgili Tliteratiirler yardmuyla [Bon (1991), Breitenbach ve Krinzlin (1991), Galli (1999),
Noordeloos ve Christensen (1999), Jordan (2004), Phillips (2006), Buczacki (2012)]
yapimistir.
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Cizelge 3. 1. Cabsmada kullanlan Tricholoma tiirleri fungaryum numaralar,
lokasyonlary, toplanma tarihleri ve bulunduklar1 seksiyonlar
Mantar ismi Fungaryum Lokasyon  Habitat Toplanma Seksiyon
No Bilgisi Tarihi
1. Tricholoma T.7056 Refahiye- Pinus  sp. 2006 Genuina
albobrunneum (Pers.) Erzincan agagclar alt1
P. Kumm.
2. Tricholoma T.5016 Karagol- Konifer 2008 Genuina
aurantium (Schaeff.) Artvin, ormant 2008
Ricken T.5049 Sahara- 2009
Artvin,
T.5657 Sahara-
Artvin
3. Tricholoma T.667 Bingol Konifer 2008 Terrea
argyraceum (Bull.) ormant
Gillet
4. T.batschii Gulden T.4722 Hatila- Kansik 2006 Genuina
Artvin orman
5. Tricholoma T.4765 Hatila- Konifer 2006 Caligata
caligatum (Viv.) Artvin ormant
Ricken
6. Tricholoma T.1004 Bingol Cam 2008 Genuina
cedretorum (Bon) A. Agaglan
Riva Alt1
7. Tricholoma fracticum T.4754 Hatila- Konifer 2006 Genuina
(Britzelm.) Kreisel Artvin ormant
8. Tricholoma focale T.4794 Savsat- Konifer 2006 Genuina
(Fr.) Ricken Artvin, ormant 2006
T.4810 Hatila-
Artvin,
9. Tricholoma
imbricatum (Fr.) P. T.19 Sahara- Konifer 2009 Genuina
Kumm Artvin ormani
10. Tricholoma T.108 Hakkari, Populus sp. 2006 Genuina
populinum T.177 Hakkari, agaclan alt1 2008
JE Lange T.985 Bingdl 2014
11. Tricholoma T.5266 Sahara- Konifer 2008 Tricholoma
portentosum (Fr.) Artvin ormant

Quél.




Cizelge 3. 1. Cahsmada
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kullanmlan ~ Tricholoma tiirleri, fungaryum numaralari,
lokasyonlari, toplanma tarihleri ve bulunduklar1 seksiyonlar (devam)

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Tricholoma scalpturatum
(Fr.) Quél

Tricholoma subannulatum
(Peck) Zeller

Tricholoma terreum
(Schaeff.) P. Kumm.

Tricholoma vaccinum
(Schaeff.) P. Kumm

Tricholoma viridilutescens
M.M. Moser

Tricholoma sp.
Tricholoma sp.
Tricholoma sp.

Tricholoma sp.

T.43 Giildere-
T.139 Hakkari

T.3523 Torul-
Giimiighane
T.666 Bingol,
T.703 Allahuekber
Daglar,
T.6990 Tercan-
Erzincan,
T.6997  Tercan-
Erzincan,
T.7040 Refahiye-
Erzincan
T.94 Kars

T5093  Karagol-Artvin,

T.4770 Hatila-Artvin

T.17 Soganh-Kars

T.184  Bingdl

T685  Bingdl

T.718  Bingél

Kavak Agaci
Altr

Karisik
orman

Cam
Agaglan Alt1

Konifer
ormani

Konifer
ormani

Konifer
ormani
Konifer
ormani
Konifer
ormani

Cam
Agaglar Alt1

2012
2013

2002

2018

2010

2006

2006
2006

2007
2009

2006

2012

2006

2008

2008

Terrea

Genuina

Terrea

Genuina

Tricholoma

Terrea

Genuina

Genuina

Terrea

Bu c¢alsmada  kullamlan  Tricholoma  o6meklerinin  Tirkiye’de  yayihs
gosterdikleri (renkli daire) ve toplandiklar1 (kare ile isaretl) bolgeler Sekil 3.1°de
gosteriimistir. Tiirlerin yayilisma dair harita bilgileri Sesli ve Denchev (2014) c¢alismasi
ve Omeklerin toplandigi lokasyonlar dikkate alnarak olusturulmustur. Bu haritadan da

goriilecegi lizere cinse ait tiirler ilke genelinde genis bir yayhisa sahipti. Ancak

fruktifikasyon mevsimleri (ilkbahar ve sonbahar) dismda tiirlere rastlamak pek miimkiin
degildir.
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B Talbobrunneum Tjocale Tscalpturatum Tcedretorum
B Taryracewn Ifracticum Iterreum m Isp T17
T aurantium B Timbricatum Tvaccinum m I sp TI184
T batschii B Tpopulinum B Tyiridilutescens T sp. T.683
B Tcaligatum T portentosum B Tsubarmulatum I sp. T.T18

Sekil 3. 1. Tricholoma cinsine ait gahsilan tiirlerin Tirkiye’deki yayilism gosteren
harita.

Kare igaretleri bu ¢ahgma kapsaminda toplanan tiirlerin lokasyonlarini géstermektedir.

3.2. Molekiiler Cahsmalar
3.2.1. DNA izolasyonu

Modifiye ediimis CTAB metodu (Doyle ve Doyle, 1987) kullamlarak

Tricholoma cinsine ait kurutulmus orneklerin bazidiyokarp kismindan genomik DNA
izole edilmistir. Her Ornegi temsilen en az iki bireyden asagidaki prosediire gore DNA
izolasyonu yapilmistir.
1. Her Ornegin sapka kismindan alman yaklasik 0.1 gr parga steril havanlarda 1000 pl
Oziitleme tamponu (CTAB) il ezmistir. (0,05 V PVP eklenmis tampon, islemden
yaklagik yarm saat once 55 °C’lik su banyosunda bekletimis ve izole edilecek DNA
verimi artrilmaya ¢alsilmistir).

2. Olusan karigim homojen bir goriiniim alana kadar havanda ezldikten sonra
etiketlemeleri dikkatle yapilan 1.5 mPlik steril ependorf tiiplerine aktariug ve 50 pl B-
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merkapto-etanol ilave edilmistir (B-merkapto-etanol ilavesinin mutlaka ¢eker ocak

icerisinde yapimas1 gerekir).

3. Ependorf tipler 13000 rpm’de +4 °C 10 dk santriftij edilip, list faz (slipernatant)
almarak yeni tiiplere transfer edilmis ve lizerine 20 pl Proteinaz K ilave edilerek 55
°C’ye kadar msttimig su banyosunda 30 dk bekletimistir. (Proteinaz K; DNase
maktivasyonu i¢cin kullambmstr. Tipler belirli aralklarla ters-diiz edilerek veya kisa
stireli vorteksten gecirilerek izolasyon verimliligi artrilmaya c¢alsilmistr).

4. RNA’lann parcalamak ve DNA’ya kontammnasyonunu engellemek i¢cin 4 pl RNase
eklenmistir ve vortekslenerek 55°C su banyosunda 30 dk bekletilmistir.

6. Her bir ependorf tiipine 0,6 V Kloroform: izoamil alkol (24:1) eklenerek 13000
rpm’de +4 °C’de 8 dk santrifiij edilmisve silipernatant kismu steril tliplere aktarimistir.

7. Bu tiiplere, 30 ul Amonyum Asectat (daha verimli sonuglar i¢in iist fazn hacminin
0,08’i almarak miktar belirlenebilir) ile 300 pl soguk izopropanol eklenmis ve tiipler
parafime sarp etiketlemeleri kontrol edildikten sonra -20 °C’de bir gece DNA’yi
presipite etmek (¢oktiirme) icin bekletilmistir.

8. Bekletilen ornekler 13000 rpm’de 3 dk santriftij edildikten sonra iist faz dibe ¢oken
pelletin kaymamasma dikkat edilerek dokiilmiistiir.

9. Pellet, ik olarak 800 pl %70’k etanol ile yikanarak 2 dk 13.000 rpm’de santrifiij
edilmis ve stipernatant dikkatlice dokiilmiistiir. Daha sonra 700 pl %90°lk etanol ile
tekrar yikanarak 13000 rpm’de 1 dk santriflj edilmis siipernatant uzaklastirilarak pellet

oda sicakliginda kurumaya bmrakimistir.

10. DNA’nin kurudugundan emin olunduktan sonra her bir 6rnek 50-75 pl TE (10 mM
Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) tamponunda ¢ozdirimistir. Elde edilen stok DNA
ornekleri -20 °C’de muhafaza edilmistir.

11. Her bir 6rnegin DNA miktar1 ve safligit NanoDrop2000c UV-Vis Spektrofotometre
ile belirlenerek (Ek 1), PZR ¢alismalarinda kullanmak i¢cin 10 ng/ul’'ye seyreltilmistir.

12. Izolasyon asamasmda herhangi bir problem olup olmadigmi anlamak icin her bir
ornek %121’lik agaroz jelde yaklagk 30 dakika 80 V’da yiritilerek UV gbriintiileme
cihazinda profillerine bakimuistir.



20

[zolasyon asamasmdan sonra filogenetik iliskileri belirleyebilmek igin secilen
nikleer DNA gen bdlgeleri PZR yontemi ile amplifiye edilerek her bdlgenin sekanslart
elde edimis ve analizleri yapimustir. Niikleer DNA bolgesinden segilen bolgelere ait
bilgiler asagida verilmistir.

3.2.2. Analiz edilen gen bolgeleri

Niikleer rDNA ITS bélgesi

Okaryotlarda ribozomal RNA’lart kodlayan genler tekrarlayan transkripsiyonel
bolgeler icerirler. Bu bdlgeler 18S, 5.8S ve 28S rRNA bolgeleri ile 5.8S genmin her iki
yannda bulunan kodlanmayan ‘Internal Transcribed Spacer (ITS1 ve ITS2) bolgeleridir
(Sekil 3.2). Transkripsiyonu yapilamayan bolgelere, tiir tammlanmasi ve alt cinslerin
filogenetik c¢aligmalar1 i¢in mikolojik aragtrmalarda c¢ok sik rastlanmaktadr (Horton ve
Bruns, 2001). ITS bolgeleri fungus taksonomisinde kabul goren resmi bir molekiiler
barkod haline gelmistir (Schoch ve ark., 2012). Bu bolgede goriilen varyasyon sayismin,
gen Dbolgelerindeki varyasyon sayismdan daha fazla olmasi filogenetik ¢alismalarda
tercih edilmesinin nedenlerinden biridir. Cizelge 3.2°de ITS bdlgesini amplifiye etmek
icin kullanilan primer ¢ifti ve bunlarin DNA dizileri gosterilmistir.

185 (DNA . JBEMNA B 285 DNA

A

ITS1 ITS2

Sekil 3. 2. ITS gen bolgesinin sematk gosterimi.

Cizelge 3. 2. ITS bolgesini (ITS1+5.8S+ITS2) amplifiye etmek icin kullanilan primer
cifti ve niikleotit dizileri (Wen ve ark., 1996)

Primer ismi Niikleotit dizisi
N-nc18S10 (F) 5-AGGAGAAGTCGTAACAAG-3
C26A (R) 5-GTTTCTTTTCCTCCGCT-3'
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Niikleer rDNA LSU boélgesi

Ribozom iki ana alt birimden olusan ve protein sentezinde gorev alan bir
organeldir. Bu alt birimler; biiylik alt birim [Large subunit (LSU)] ve kiicik alt birim
[Small subunit (SSU)] olarak isimlendirilir. Bu alt birimlerden her biri rRNA ve
proteinlerden olusur. LSU rRNA (aym zamanda 28S rRNA olarak da bilinir) bir
ribozim olarak peptit bagl olusumunu katalizler. tDNA genleri son derece kararh ve
korunmus mozaik yapr sergileyen genomdaki gesitli bolgelerdir (Hibbett, 1992). Biiyiik
alt birimi kodlayan gen boélgesi ki yiiksek degisken bolge (D1-D2) icerir. Taksonomik
ve filogenetk parmak izine dayah LSU ve ITS genlerinin sekans analizi fungus
sistematiginde biitiinleyici parcalardr (Liu ve ark., 2012), bu nedenle ITS bolgesine ek
olarak LSU bolgesi de cahsmaya dahil edilmistir. Sekil 3.3°te LSU bolgesi sematik
olarak verilmis ve Cizelge 3.3’te de bolgeyi amplifiye etmek igin kullamlan primer ¢ifti
isimleri ve DNA dizileri gosterilmistir.

18S rDNA ! 5.8S fDNA } 28S rDNA

0

D1-D2 balgelen

Sekil 3. 3. LSU gen ve D1-D2 bélgelerinin sematik gosterimi.

Cizelge 3. 3. LSU bolgesini amplifiye etmek i¢in kullanilan primer ¢ifti ve nikleotit
dizileri (Vilgalys ve Hester 1990)

Primer ismi Niikleotit dizisi
LROR (F) 5’-ACCCGCTGAACTTAAGC-3’
LR5 (R) 5’>-TCCTGAGGGAAACTTCG-3’
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3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu metodu ile DNA iizerinde hedeflenen gen bolgeleri
uygun kosullar altnda cogaltilarak binlerce kopyasi elde edilir. In vitro bir ortamda bu
islemi gergeklestirmek amaciyla Kalp DNA, Tag DNA polimeraz, primer ¢ifti dNTP,
tampon ve MgCl, kullanilmaktadir.

PZR reaksiyonlar1 25 veya 50 mikrolitrelik toplam hacimlerde yapimustr.
Hedeflenen bolgeleri amplifiye edebilmek icin her bir kimyasaln belirli oranda
kullanmast  gerekir. 1k olarak her bdlge igin ayr1 ayr optimizasyon gahsmalari
yapiimuis ve hedef bolgeyi en iyi sekilde ¢ogaltan oran ve miktarlar belirlenmistir. Her
iki hacim i¢cin de genomik DNA (10 ng/ul), 10X PZR tamponu, MgCl, (25 mM), dNTP
(10 mM), primer c¢iftleri (10 pM), Taq polimeraz enzimi (Swpl) bir karisim olarak
hazrlanmis ve her bolge icin farkh PZR sicaklk kosullarmda amplifikasyon islemi
gerceklestirilmistir.

Bolgelerin  amplifiye oldugu optimum sicaklk kosullar1 yapilan optimizasyon
caligmalar1 ile belirlenmistir. Her boélge icin optimum kosullar tir diizeyinde degisiklik
gosterdigi  icin  birden fazla kosul kullambmstr (Cizelge 3.4). PZR caligmalar
yapilirken, c¢evresel kosullarm sebep oldugu bir kontaminasyonun olup olmadigm
saptamak i¢in caligilan Srneklere ilave olarak, icerigine DNA ilave edimeyen karigimlar
kontrol olarak kullanilmustir. ITS bdlgesi i¢in; 16 tiir (tekrarlarla birlikte 37 birey) ve 4
tammlanamayan Ornek (tekrarlarla birlkte 8 birey) ile toplamda 45 birey analiz
edilmistir. LSU i¢in; 16 tiir (tekrarlarla birlkte 22 birey) ve 4 tammlanamayan Ornek ile
birlkte toplamda 26 birey analiz edilmisti. PZR isleminden sonra hedef bdlgelerin
cogaltilp c¢ogaltlmadigm anlamak icin Ornekler uygun konsantrasyondaki agaroz jelde

yriitilmiistiir.



Cizelge 3. 4. Calsilan gen bdlgeleri ve Ornekler icin reaksiyon hacimlerme gore
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belirlenmis optimum PZR sicaklik kosullar

Calhsila Ornek No  Ornek Isimleri Basamak  Sicakhk Siire Dongii Reaksiyon
n Bolge sayist1  hacmi

T.17-1 Tricholoma sp.
T.19-1 T. imbricatum
T.43 T. scalpturatum
T.94 T. vaccinum
T.108 T. populinum
T.139 T. scalpturatum 1 95°C 2 dk 1
T.177 T. populinum
T.184-1 T.sp.
T.666 T. terreum
T.667-1 T. argyraceum 2 94°C 1dk

ITS T.685-1 T. sp.
T.718-1 T. sp. 54°C 1dk 35
T.703 T. terreum
T.985 T. populinum 72°C 2 dk
T.1004-1 T. cedretorum
T.3523-1 T. subannulatum
T.4722-1 T. batschii 25 ul
T.4754-1 T. fracticum 3 72°C 5 dk 1
T.4765-1 T. caligatum
T.4770-1 T. viridilutescens
T.4794 T. focale
T.4810 T. focale
T.5016 T. aurantium
T.5049 T. aurantium
T.5266-1 T. portentosum
T.5657 T. aurantium
T.5993 T. vaccinum
T.6990 T. terreum
T.6997 T. terreum
T.7040 T. terreum
T.7056-1 T. albobrunneum
T.184-2 T.sp 1 95 °C 3dk 1
T.667-2 T. argyraceum
T.685-2 T.sp 2 94 °C 30 sn

ITS T.718-2 T.sp 50 °C 45 sn 35 50 pl
T.4754-2 T. fracticum 72°C 2 dk
T.5266-2 T. portentosum

3 72°C 5 dk 1

T.17-2 T.sp 1 95 °C 2 dk 1
T.19-2 T. imbricatum
T.1004-2 T. cedretorum

ITS T.3523-2 T. subannulatum 2 94 °C 1 dk
T.4722-2 T. batschii 51°C 50sn 30 25 wl
T.4765-2 T. caligatum 72°C 2 dk
T.4770-2 T. viridilutescens
T.7056-2 T. albobrunneum 3 72°C 5dk 1
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Cizelge 3. 4. Calsilan gen bdlgeleri ve Ornekler i¢in reaksiyon hacimlerine gore
belirlenmis optimum PZR sicaklk kosullar1 (devam)

T.17 T. sp. 1 95°C 5dk 1
T.19 T. imbricatum
T.94 T. vaccinum
T.667  T.agyraceum
LSU T68 T.sp 50 wl
T718 T.sp 2 94°C 45 sn
T.1004 T. cedretorum 54°C 30sn 35
T.4722 T. batschii 72°C 45 sn
T.4770 T.viridilutescens
T.5049 T. aurantium 3 72°C 10 dk 1

T.6990 T. terreum

T.7040 T. terreum

T.7056 T.albobrunneum 1 95 °C 1

T.43 T. scalpturatum

T.108  T. populinum

T.184 T.sp

T.177  T. populinum

T.703  T.terreum 2 94°C 2dk 30 25 ul
Lsu T.985  T.populinum 54°C 1dk

T.3523 T.subannulatum 72°C 1dk

T.4754 T. fracticum 2 dk

T.4765 T. caligatum

T.4794 T. focale

T.5266 T. portentosum

T.5657 T.aurantium 3 72°C S5dk 1

T.6997 T. terreum

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, molekiiler biyoloji alannda kullanlan ve molekiilleri
biiyiikliklerine ve yiklerine gore ayran bir yontemdir. Polimerize olabilen bir jel
tizerme  yiiklenen molekiiller, elektrik enerjisi kullanarak  yiiriitiilir. ~ Kullanlan
bolgelerden LSU bolgesi ITS bolgesine gore daha biiyiktiir. Bu nedenle bu bolge i¢in
%0.8’lik, ITS bolgesi icin %]1’lik jel kullanidmistr. Agaroz 1XTBE (Tris Borat EDTA)
veya 1XTAE (Tris Asetat EDTA) tampon soliisyonlarinda ¢ozdiiriiliip, polimerlesmesi
icin kaynatilr. Deneysel cahsmalar swrasmda agaroz jel hazirlarken 1XTAE tamponu
kullanilmugtr.  Kaynatilan soliisyon biraz sogutulduktan sonra jeldle DNA bantlarm
goriiniir hale getirebimek i¢n 1-2 damla GelRed boyasi soliisyonun i¢ine damlatiimis
ve taraklari  yerlestiriimis  elektroforez tankma  dokilerek  polimerlesmesi  i¢in
beklenmistir. PZR {irlinlerinden 2 pl almp 2 p 6XDNA yikleme boyast ile
karistrlarak  kuyucuklara yiiklenmistir. Yikleme boyasi, DNA molekiiinii bir arada
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tutup kuyunun i¢inde dagilmadan kalmasmi saglamakta ve bantlarm jel iginde tahmini
ylirime mesafesini anlamamiza yardimci olmaktadwr. Jelde bulunan kuyucuklara PZR
triinler1  yiiklenerek 80 V’da yaklasik yarm saat kadar yiiritiilmistiir. Elektroforez
isleminin ardindan jel, UV transillummnatér cihazi altnda goriiniir hale getirilerek hedef
bantlarin istenen kalitede olup olmadigi anlasilmigtir.

3.2.5. DNA dizileme ve filogenetik asamalar

ITS ve LSU gen bolgeleri icin her bireye ait ikili (Forward-Reverse) dizileme
islemi 6zel bir firmaya (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) yaptirimstr. Dizi
verileri olusturulduktan sonra her Ornegin kromatogram goriintileri Finch TV (Patterson
ve ark., 2004; 2006) programu kullanilarak goriiniir hale getiritmistir. Her bireye ait ITS
(80 omek) ve LSU (36 oOmek) icin forward ve ncbrreverse sekanslarmmn
cakistrimasiyla olusturulan konsensus DNA sekans verieri MEGA 6.0 (Tamura ve
ark., 2013) programu formatma gore diizenlenerek CLUSTALW programu il
hizalanmistr. CLUSTAL programu genetik varyasyonlart dikkate alarak diziler arasi
benzerligi en iyi sekide hesaplayan ve filogenetik cahsmalarda en sik tercih edilen
programlardan biridir. Filogenetik agaglar olusturulurken Tamura-3 metodu (T92+G)
kullanillarak ~ genetik uzaklklar hesaplanmistr. Maximum Parsimony ve Maximum
Likelhood metodlar1  kullamlarak  filogenetikk agaclar MEGA 6.0  yardmuyla
cizdirimistir. Elde edilen agaglarm giivenirliligini artrmak i¢in 1000 bootstrap tekrari
yapimis (Felsenstein, 1985) ve %50’nin {izerindeki bootstrap degerleri agaglarda
gosterimistir. Cabisilan taksonlarm monofiletk olup olmadigmi anlayabimek ve agaci
kklendirmek icin dig grup analizi yapimis ve dis grup olarak Pluteus cervinus
[Genbank erisim no: ITS; JF908614 (Osmundson ve ark., (2013), LSU; HM562221
(Justo ve ark., 2011)] kullanilmistir.






4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Degerlendirme

Tirkiye’de bulunan Tricholoma tiirlerini ve cins igerisindeki taksonomik
durumlarm  belirlemek amaciyla yapilan bu c¢ahsmada detayh morfolojik analizler
yapiimustr.  Morfolojik  analizlerde  makroskobik  ve  mikroskobik  karakterler
degerlendirilerek  tiirler  teshis edimeye c¢absimstr.  Sporlarm  sekli,  boyutlari,
yiizeyinin diiz veya piiriizii olusu, hiyalin olup olmamasi ve Melzer aywraciyla verdigi
reaksiyon, bazidyum yapilart ve {lizerinde kac¢ tane spor bulundugu (bazidyospor
yapilari), marginal cell ve bazidyol morfolojisi ayrt edici veriler olarak kullanimustir.
Calisilan 6rnekler igerisinde bulunan dort 6rnegin (Tricholoma sp. T.17, Tricholoma sp.
T.184, Tricholoma sp. T.685, Tricholoma sp. T.718) makroskobik ve mikroskobik
analizleri yapimasma ragmen teshisleri yapilamamustr. Orneklerin yeni tiir olabilecegi
sonucuna varimustr. Bu nedenle bu Ornekler iizerindeki c¢ahsmalar devam edecektir.
Tanmlanamayan Orneklere ait detayl deskripsiyonlar ile makroskobik (bazidyokarp) ve
mikroskobik (spor, bazidyum, bazidyol, marjinal hiicreler) gorimtiler (Sekil 4.1, Sekil
4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4) asagida swrastyla verilmistir.

Tricholoma sp. T.17

Sapka; 1-3.5 cm boyutlarinda, gencken konik, daha sonra diizlesir, sapka
kenarlart ige dogru kivrik, hafif pudramsy, olgunlastigmda hafift pulln, gri,
kahverengimsi gri, olgunlagtigmda rengi koyulagr. Lameller; adnat veya subdekurrent,
seyrek, genis, centkli soluk beyaz - grimsi beyazdwr. Sap; 1.5-4 x 0.4-0.8 cm
boyutlarmda, silindirik, esit, bazen tabanda klavat, geng orneklerde genellikle sap
tizerinde velar kalntlar mevecut, olgunlastiginda uzunlamasma ¢izgili, beyaz-soluk gri
renkte, i¢i bos ve kirilgandr. Sporlar; 6.7-10.4 x 4.1-5.4 um boyutlarnda, eliptik-ovoid,
fasulye seklinde, hiyalin, ve inamiloiddir. Bazidyum; 22-40 x 5.1-8 pm boyutlarmdadir.
Bazidyol; 23-28 x 5-7 um boyutlarundadr. Sistid yoktur. Habitat; alpin bolgelerde yaz
aylarmda konifer orman ag¢ikhiginda yetisir.
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Sekil 4. 1. Tricholoma sp. T.17 6rnegine ait makroskobik ve mikroskobik veriler.
a. Sporb. Spor (Melzer Ayiraci) c. Bazidyum d. Bazidyol.

Tricholoma sp. T.184

Sapka; 3-12 cm ¢apmda, gencken kiiresel, daha sonra yar kiiresel, konveks veya
planokonveks, en sonunda diizlesir, umbo yoktur, kenarlart uzun bir siire igce dogru
kwvriktr, ylizeyi diiz, nemliyken kaygan, mat, findik kahverengi-acik kahverengi renkte,
bazen merkezde koyulaswr. Lameller; adnat, sk, ice dogru kivrik, beyaz, kirli beyaz ve
krem renkte, kenarlart diiz, bazen hafif trtkhdr. Sap; 4-10 x 0.8-2 cm boyutlarmda,

silindirik, tabana dogru genisler, tabanda bulblu, sapkayla aym renkte, sapkaya yakmn
yerde annular zon tasw, bazen uzunlamasma fibriller mevcuttur. Sporlar; (4.2) 5-6 (7.5)
X 3.3- 4.7 um boyutlarmda, ovoid, elipsoit, diiz, damlah ve inamiloiddir. Bazidyum; 19-
23 X 3.9-5.3 x 2.4-3 um boyutlarmda, dort sportudur, bazal klamp yoktur. Sistid yoktur.
Marginal hiicreler; egri biigrii ve monomorfiktir. Habitat; subalpin bolgelerde sonbahar

aylarmda yaygm bir sekilde konifer agaclari altnda yetisir. Yore halki tarafindan yenen
bir tiirdir.



Sekil 4. 2. Tricholoma sp. T.184 6rnegine ait makroskobik ve mikroskobik veriler.
a. Spor b. Spor (Melzer Ayiraci) c¢. Bazidyum d. Bazidyol

Tricholoma sp. T.685

Sapka; 11 cm’ ye kadar genisler, konveks, neredeyse diiz, sapka kenarlart ice
dogru kivrik, gencken yapiskanmmsi, olgun orneklerde bu oOzellk gozlenmemekte, sapka
kenarlarmda yer yer beyazlklar gorilir, belirgin bir sekilde kwrmizimsi kahverengi

noktalar mevecut, sapka kahverengi-kirmizimsi1 kahverengi renktedir. Lameller; adnat,



30

ice dogru kavisli, sk, genis, gengcken beyaz, olgunlagtigmda krem-beyaz renkte, bazen
lamel yiizeyinde kahverengimsi lekeler bulunur. Sap; 7-9 x 2-3 cm boyutlarinda, olgun
orneklerde ici bos dolgun sekilde, tabanda klavat, annular zon yok, yiizeyi sapkaya
yakmn yerlerde pulln, tabana dogru diiz, hafif ¢izgili beyaz zemin iizerinde krem-
kahverengimsi renktedir. Sporlar; 4.3-7.8 x 2.7-5 um boyutlarmda, hyaln ve
inamyloittir. Bazidyum; 17-26 x 3.5-5.5 um boyutlarmdadr. Bazidyol, 19-22 x 3-5.1
um boyutlarmdadrr. Sistit yoktur. Habitat; Ilkbahar aylarmda humusga zengin konifer

agaclari altmda yetisir.

Sekil 4. 3. Tricholoma sp. T.685 6rnegine ait makroskobik ve mikroskobik veriler.
a. Sporb. Spor (Melzer Ayiraci) ¢. Bazidyum d. Bazidyol
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Tricholoma sp. T.718

Sapka; 1.5-5.5 cm ¢apmnda, gencken konik, daha sonra diizlesir, olgunlarda disa
dogru kwrilr, ¢ok hafif bir umbo tasr, yiizeyi kenarlara dogru radyal fibrilli sapka
kenarlar1 agik renkte, merkeze dogru koyulasr, yiizeyi pulln, grimsi ve kirmizimsi
kahverengi, siyahims1 gri renkte, kenarlar1 beyaz renkte, olgunlasmca kenarlart
genellkle twrtikhdr. Lameller; ¢entikli ve dekurrent, genis, kenarlari dalgah, beyaz,

hafif grimsi-beyaz renktedir. Sap; 2.5-4 X 0.7-1 cm boyutlarinda, belirgin bir sekilde
klavat, hafif koklii yapiya sahiptir, beyaz-grimsi beyaz renkte diiz, gengcken ici bos ve
kmrilgandr. Sporlar; (6.1) 7-9.1 x 4-5.5 pm boyutlarmda, eliptik-yuvarlagimsi, diiz,
hiyalin, damlah ve inamiloiddir. Bazidyum; 26.5- 36.5 X 6-9 um boyutlarinda,
silindirik-klavat, 2 veya 4 sporlu, bazal klamp yoktur. Sistid yoktur. Marjinal hiicreler;
egri bugri ve polimorfiktir. Habitat; subalpin bolgelerde, ilkbahar aylarnda, konifer

agaclart altmda yetisir.

B LS =X R 4 JSc i s
Sekil 4. 4. Tricholoma sp. T.718 6rnegine ait makroskobik ve mikroskobik veriler.
a. Sporb. Spor (Melzer Ayiraci) c. Bazidyum ve bazidyol d. Marjinal hiicreler

Bu c¢alsmada Tricholoma cinsinin  Tricholoma alt cmsinde bulunan dort
seksiyona (Genuina, Terrea, Tricholoma ve Caligata) ait baz tiirler g¢ahsimstr.

Yapilan analizler ile c¢alisilan seksiyonlarm ve bu seksiyonlara ait tiirlerin taksonomik
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oOlarak aymrt edici Ozellikleri kullanilarak bir anahtar olusturulmustur. Anahtar asagida

verilmistir.

Tricholoma alt cinsine ait Genuina, Caligata, Tricholoma ve Terrea

seksiyonlarinin bu ¢aliyma kapsammnda cahsilan tiirlerine ait anahtar:

Grup 1

1. Sapka kahverengi, sarmsi kahverengi, kmrmuzimsi kahverengi veya krem
kahverengi renkli....... ... 2
1*, Sapka genellikle grimsi renkli...............coooiii 3

2. Sapka krem kahverengi ya da siyahmms1 kahverengi
TENKHL ..ot Seksiyon Caligata (Grup 1)
............................................................................... (Tricholoma caligatum)

2%, Sapka  genellikle  sarmmst  kahverengi  veya  kmrmwzimst  kahverengi

renklerdedir. ... ..o Seksiyon Genuina (Grup 2)
3. Sapka, sap veya lamellerde sarmsi renkler
IMEVCUL. ..ttt et et et et et et e e e e e e e e aeaeae e Seksiyon Tricholoma (Grup 3)
3%, Sapka, sap veya lamellerde sarmsi renkler mevcut
EGIAIr. . ..o Seksiyon Terrea (Grup 4)
Grup 2

1. SAP ANNUIUS 1aSIT. ...ttt et e T. focale
1*.  Sapta annulus yoktur ancak annular zon
R0 4 1 P 2
2. Sapka pullu ve kenarlar1 velum kalntist tasir..............coooveveienne. T. vaccinum

2%, Sapka pullu degil ve kenarlar1 velum kalntis1 tasmaz............................... 3
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3. Sapka genellikle altm sarisi veya turuncu renklerdedir...................T. aurantium
3%, Sapka farklt renklerdedir..............oooiiiiii 4
4. Mantar Populus sp. agaglar1 altmda yetisir.....................ceeeen. T. populinum
4*, Mantar farkh agaclar altmda yetisir...............oooiiiiiiiiii 5
5. Sap genellikle annular zon tagir...........o.viiiiiiii i 6
5*, Sap genellikle annular zon tagmMmAZ...........cooviiiiiiiii e 8
6. Sapka genigligi maksimum 10 cm’e kadar ulasrr.....................T. subannulatum
6*. Sapka ¢ap1 5 cm’ye kadar ¢ikar..........coooiiiiii 7
7. Spor 4.5-7.5 x 3.5-6 ym boyutlarinda....................cooiiiian. T. fracticum
7*.  Spor7-9 x 5-7 um boyutlarinda..................oooiiii T. batschii
8. Pileipelliste bulunan hifler paraleldir.......................coooiiiii i 9
8*.  Pileipelliste bulunan hifler diizensizdir.............................. T. albobrunneum

9. Bazidyum 22-26 x 5-6 um, sporlar, 5-6 x 35-45 um

boyutlarinda. ........ooui T. cedretorum
9%, Bazidyum 25-30 x 6-8 um, sporlar, 5.3-74 x 3.7-55 um
boyutlarinda. ..........coooiiii e T. imbricatum
Grup 3

1. Sapka 12 cm’e kadar  genigler.  Sporlar 5-7 x  4-53 um
boyutlarmda. ..o T.portentosum
1%, Sapka 6 cm’e  kadar  genisler. Sporlar 6-8 x 56 um
bOyUtlarinda. ..o T.viridilutescens
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Grup 4

1. Sapka kenarlart genellikle twtikhdir.................... 2
1*.  Sapka kenarlar1 trtikli deg@ildir. ................coiiiiiiii T.scalpturatum
2. Sporlar 6-8 x 4-6 um boyutlarinda................ccoiiiii e, T. terreum
2%, Sporlar 4-5 x 1.5-2 ym boyutlarinda.......................oooieennn. T. argyraceum

4.2. Molekiiler Degerlendirme

4.2.1. Gen bolgelerinin cogaltilmasi

Optimize edilen PZR kosullarmda (Bkz. Cizelge 3.4) hedeflenen bolgeler
cogaltilmig ve elde edilen iiriinler agaroz jel -elektroforezi kullanilarak molekiil
blylikliklerme  gbre  yiritilmiistir.  Olusan  bant  profillerinin  biiyiikliklermi
belirleyebilmek igin Thermo Scientific GeneRuler 100 bp marker kullambmgtr. ITS
bolgesi icin kullanlan primer ¢ifti (Bkz. Cizelge 3.2) ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgelerini
cogaltmistr. Coklu dizi hizalamas1 yapildiktan sonra bolgelerin smirlar1 belirflenmistir.
LSU i¢in kullanilan primer ¢ifti (Bkz. Cizelge 3.3) 28S olarak ifade edilen ve D1-D2
degisken bolgelerini iceren ekzonik kismu cogaltmistr. Her bolge icin elde edilen baz
bant profilleri srasiyla Sekil 4.5 ve 4.6’da gosterilmistir.
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T.17-1 T.I191 T43 T.94 T.108 T.139 T.177 T.184-1 T.666 T.667-1 T.685-1 T.718-1 T.703 T.985 T.10041 M

) ) ) W ) S ) ) e e e e

7650 b

100 be

™ T. T b T. - T. I, T. T. T. e T. T. T.
3523-1 4722-1 4754-1 4770-1 4794 4810 5016 5049 5266 5657 5993 7056-1 184-2 667-2 685-2

o T e

pra— p—  wam—— — - —— — s — C—— e— p— — p—— p—

T. T. E - E T. T. T. T. T. T. T. T.
7182 1004-2 523- 722- 7542  4765-1 47652 47702 5266-2 6990 6997 7040 70562 M

/wuuuuwuumuu-ﬂ-& 7650 be

100 be

Sekil 4. 5. Calisilan 6rneklerin ITS bolgelerine ait PZR {irtinlerinin bant profilleri.
(%1’lik agaroz jel). M: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp marker.

M T.17 T.19 T.43 T94 T.108 T.667 T.685‘ T.718 T.1004 T.4722 T.4770 ’f.5049 T.6990 T.7040 T.7056

T.184 T.177 T.703 T.985 T.3523 T.4754

|\ b S ) S ) N

Sekil 4. 6. Cahlgilan Orneklerm LSU bolgelerine ait PZR {irlinlerinin bant profilleri.
(%0.8’lik agaroz jel). M: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp marker.
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Bantlarm biiyiiklikleri belirlenmis ve her bdlgenin amplifiye edildiginden emin
olunduktan sonra DNA dizi verileri elde edilmis ve analiz basamaklarma gecilmistir.

4.2.2. Dizi verilerinin tanmmmlanmasi

Her ornege ait ITS ve LSU sekanslarmmn kromatogram gorintileri Finch TV
(Patterson ve ark., 2004; 2006) programu kullanlarak goriniir hale getirilmistir (Sekil
4.7 ve 4.8). Bazlan temsil eden piklerin yeterince temiz olduguna karar verildikten
sonra her birey icin forward ve reverse sekanslar cakistrilarak konsensus dizi
olusturulmustur. Olusturulan  konsensus dizi  benzerlk oramm ve eslestiZi  cinsi
belirlemek igin NCBI veri tabam tizerinden BLAST algoritmas1 kullanilarak taranmistur.

(& FinchTV - H2+T5266-N-nc.ab1 - X
File Edit View Finch Help

R0 H we BB E | 8= oo
GotoBaseNo. [ Find Sequence || AL ST

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 |

FACAGAATGT CATTTTAATGGGCTTAATTGCCT TTAAACCTATACAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
220 0 240 250 260 270 280 290 300 310 320

Vertical
Scale

ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT T TGAACGCACCTTGCBETCCTTIGGTATTCCGAGBAGCATGCCTGT TTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCTTATC
330 340 350 360 370 380 90 00 410 420

AGC ATTGGCTGATTAGGCTTGGATGTGGGAG TTTTGLCGGGC T T T TAAGAAGTCGGCTCTCCT TAAAT TCATTAGCGGGACCT TTTGGTTGCCTCAGCTAC TGE
s 480 00 s10 520 s

Sekil 4. 7. ITS gen bolgesine ait sekansm kromatogram goriintlisii.
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& FinchTV - T-5266-LRORF_F9.ab1 - X
File Edit View Finch Help

= b
R0 H Wwd RRE g d- Geospiza
Goto Base No Find Sequence || ALGT
GTACITTCTGGTTA GGG’LHGc,\’c,‘;””s;ccss’ss,";,‘;ss’c;sssGH;’G’GGCH’C”csGﬂ’s’s”;’gnccc”sG”scﬁ’ﬁc;’csn”Gsﬁi‘
430 44“ 450 480 470 480 480 500 510 520 530
TTGAGGAACTCAGCACGBCCGCAAGGLCCGGGTTTTT AACCACBTACGTGCTTAGGATGCTGGCATAATGGBCT TTAATCGACCCOGTCTTGAAACACGGBACCAAGGAGTLT
540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640
Vettcal
Scale ‘
AACA’GCACGCGAG’G”’GGG’GGAAAACCCGAGCGCG’AA’GAAAG’GAAAA”G Gn CCCTGT CG GGGGnGCn CAAT GCCCGG ACCAGACCTTTTGTGA CGG
650 660 70 &80 630 740
ATCCGCGBGT GnGCG GTA GC GGG A CCCGnhnGn GG GhnC A GCC G—w«’nGGG G nGCCnhA GAnnC cT GG GG AGGCT CG AGCGATT C G CGTGC
AACCATCT GAAARGAAAC M;H;HH;
Reset Scales Horizontal Scale  f—_—

Sekil 4. 8. LSU gen bolgesine ait sekansn kromatogram goriintiisii.

Her bir bolge icin elde edilen DNA sekanslarmdan birer 6rnek, NCBI veri
tabaninda taranabilmesi ve bilimsel olarak dogrulanabilmesi amaciyla asagida
verilmistir.

ITS bolgesi;
Tricholoma caligatum (T.4765)

tgcggaaggatcattactgagtaaagcttggtttaggctgttgetggcetettctgagggeatgtgcacgtctgacgac
tctttcaccacctgtgcaccttttgtagacttgggatattcgaggaagctcggttttccggtctatgtatctttatatatataatccagt
atttcttaggatgttattctaatgggcttaattgecttttaaacttataactttcaacaacggatctcttggctctcgeatcgatgaaga
acgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcaccttgegetccttggtatte
caaggagcatgcctgtttgagtgtcatgaaattctcaaccttttcggettttgttgatcaggcttggattttgggagatattgtagget
tcttagaagtttgctctctttaaatgcattagcagageccttagttgttctageatttggtgtgataattatctacgecattgtgaacaa
tgcaataagaaaagaggctcagcatataaaatggtttcgtgagggatcattictgatatttttgacctcaaatcaggtaagactac

ccget

LSU bolgesi;
Tricholoma caligatum (T.4765)
attcccttagtaactgcgagtgaagagggaaaagctcaaatttaaaatctgagggtctttatgatcttccgagttgtaat
ctagagaagtgttatccgegetggaccgtgtatgagtctcttggaatggageatcatagagggtgagaatcecegtcttcgacac



38

ggactaccagggcttatgtgatgcgetctcaaagagtcgagttgtitgggaatgcagetctaaatgggtggtaaattccatctaa
agctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagaactttggaaagagagttaaaca
gtacgtgaaattgttgaaagggaaacgcttgaagtcagtcgegttggtcagggatcageccttgcttttcttgettggtgeacttte
tggttgacgggtcageatcaattttaacaggtggataaaggtcaagggaaagtggeatcticggatgtgtttatageccttggtty
tatacatcggttgggattgaggaactcagcacgecgcaaggecgagtgtittacacactacgtttacgtgettaggatgttggea
taatggctttaatcgaccegtctigaaacacggaccaaggagtctaacatgegegegagtgttigggtggaaaaccegagege
gtaatgaaagtgaaaattgagatccctgtegtggggageatcaacgeccggaccagaccttttgtgacggttccgeggttgag

catgtatgttgggacccgaaagatggtgaactatgcctgaatagggtgaagecagaggaaactctggtggaggetegtageg
attctgaagtgcaaatcgatcgtcaaatttgggtataggggc gaaagacta

4.2.3. Coklu dizi hizalama

Materyal ve yontem kisminda belirtidigi gibi bu caliymada elde edilen dizilere
veri tabanndan alman diziler de dahil edimis ve ¢oklu dizi hizalama metodu ile tim
diziler bir araya getirilip hizalanmistr. Coklu dizi hizalamanin amaci bireylerin dizileri
arasmdaki homolojiyi ve farkllklari belirlemektir. Sekil 4.9 ve 4.10°da Tricholoma
tirlermin ITS ve LSU gen bolgelerine ait hizalanmig dizilerin goriintiisiinden kiigiik bir
kesit verilmistir.

DEESG TREHE WY 0l  oRIBXH BB[ar  HHYHH

DNASequences Translated Protein Sequences

Species/; Abbry

5. T.S01€ Tricholoma auranti
. T.184 Trichole:
. T.5049 Trichole:

Sekil 4. 9. Calsilan Tricholoma 6rneklerinin ITS gen bolgesine ait hizalanmig
sekanslarin goriintiistl.



39

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
[eBgRX¥* BB 0 i

DNA Sequences |Trans\ated Pratsin Sequences |

1
(RRRRRRARARARER AR ERARARER AR AR ARARAR AR AR A RA AR AR A A A RARAR R AR AR ARAR AR AR A A A RARAR AR AR

coecies/bbry el o] T el TeT Tefea] Teffefs] T el
1. T.985 Tricholoma populinum

2. 1.108 Tricholoms populimm [

3. T.177 Tricholoma populinum
4. T.€85 Tricholoma sp.
5. T.184 Tricholoma sp.
€. T.1004 Tricholoma sp.
7. T.705€ Tricholoma albobrunneum
8. T.5657 Tricholoma aurantium

9. T.4754 Tricholoma fracticum
10. T.4794 Tricholoma focale
11. T.19 Tricholoma imbricatum
12. T.5043 Tricholoma sp.
13. T.4722 Tricholoma bateshii
14. T 43 Tricholoma scalpturatum
15. T.6€7 Tricholoma argyraceum
16. T.€997 Tricholoma terreum
17. T.703 Tricholema terreum

18. T.€950 Tricholoma terreum
19. T.7040 Tricholoma terreum
20. T.797 Tricholoma sp.

21. T.17 Tricholoma sp.
22. T.718 Tricholoma sp.

23. T.626€ Tricholoma portentosum

24. T.4770 Tricholoma wiridilutesc

25, T.4765 Tricholoms caligztum  JUBN

Sekil 4. 10. Calisilan Tricholoma 6rneklerinin LSU gen bdolgesine ait hizalanmig
sekanslarin  goriintlisi.

4.3. Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz yapilrken ITS bdlgesi icin; 16 tiir (tekrarlarla birlikte 37
birey) ve 4 tammlanamayan Ornek (tekrarlarla birlikte 8 birey) ile birlikte toplamda 45
sekans analiz edimistir. Bu analizlere NCBI veri tabanndan alman 23 tiire ait 35 ITS
sekanst da dahil edimis ve toplamda 80 sekans kullailmustr (* simgesi, NCBI veri
tabanndan alnan Ornekleri temsil etmektedir). Bolge uzunlugu 573 be (T.667-1
Tricholoma argyraceum) ile 700 bg (T.4722-1 T. batschii) arasmda degismistir. Tiim
bireyler hizalandignda bélge uzunlugu 699 b¢ olmustur. Bu durum bireylerin
hizalanmas1 ve aym sekanslarm st lste getirilmesi icin ¢ok fazla indel bdlgelerinin
kullanidigmi ~ gostermektedir. MEGA  programu  kullamlarak  her bir bdlge i¢in
hesaplanan molekiiler gesitlilik parametreleri Cizelge 4.1’te gdsterilmistir.

ITS bolgesi i¢cin hizalanmig dizi setinde 96 baz bdlgesinde indel ve 256 tanesi
parsimoni informatif olan 322 niikleotit varyasyonu saptanmustr (Cizelge 4.1). Calsilan
tirler arasmda en fazla genetik uzaklk Tricholoma imbricatum (T.19-1, T.19-2) ile T.
subannulatum (T.3523-1, T.3523-2) arasnda belirlenmistir. Bu bdlgedeki varyasyon
iceren kismlar 1TS1 ve ITS2 degisken bolgeleridir. Dizi setinde 14-267. bazlar arasi
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ITS1 bolgesi, 424-679. bazlar arasi ITS2 bolgesi olarak belirlenmigtir. ITS1 bolgesinde
172 adet varyasyon saptanrken ITS2 bdlgesinde 150 adet varyasyon saptanmustr. Bu
bolgelerin - belirlenmesinde  Tricholoma  virgatum var. fulvoumbonatum sekansi
(NR_153262, Vizzini ve ark., 2015) referans sekans olarak kullanilmustir.

LSU bolgesi icin; 16 tiir (tekrarlarla birlikte 22 birey) ve 4 tammlanamayan
omek ile birlikte toplamda 26 birey analiz edilmistr. Bu analizlere NCBI’dan alman 8
tire ait 10 sekans da dahil edimis ve toplamda 36 sekans kullanilmustr. Bolge
uzunlugu 862 bg (T.4722 T. batschii) ile 900 bg¢ (T.985 T. populinum) arasnda
degismistir. Tim bireyler hizalandiginda bolge uzunlugu 870 b¢ olmustur. LSU bdlgesi
icin 13 baz indeli 119 adet varyasyon ve 71 adet parsimoni informatif bdolge
saptanmistr  (Cizelge 4.1). Cabsillan tirler arasmda en fazla genetk uzakhk T.
caligatum (T.4765-1) ile T. subannulatum (T.3523-1) arasmnda belirlenmistir. Bu
bolgedeki varyasyon iceren kisimlar D1 ve D2 degisken bdlgeleridir. Dizi setinde 49-
186. bazlar aras1 D1 bolgesi, 369-760. bazlar aras1t D2 boélgesi olarak belirlenmistir. D2
bolgesi olarak belirlenen bolgede 92 adet varyasyon saptanrken D1 bolgesinde 27 adet
varyasyon saptanmustr. Bu bolgelerin - smrlarmm belirlenmesinde  Guadet ve ark.
(1989) c¢alsmalarmdan yararlanmistr. Referans sekans olarak  Saccharomyces
cerevisiae (NG_042623, Kurtzman ve Robnett, 2013) kullanilmistir.

Cizelge 4. 1. Tim sekanslar (NCBI 6rnekleri dahil) kullanilarak elde edilen ITS ve LSU
bolgelerinden hesaplanan molekiiler ¢esitlilik parametreleri

Parametreler ITS LSU
Takson sayis1 27 21
Sekans sayisi 81 37
Total uzunluk (bg) 699 870
Varyasyon 322 119
Parsimoni informatif sayisi 256 71
indel says1 (bc) 96 13

Ortalama uzakhk 0.087 0.026
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Coklu dizi hizalamasi yapilrken sekanslar seksiyon bazmnda gruplandrimis ve
seksiyonlar kendi igerisinde analiz edilmistir. Son literatiirlere gore Tricholoma alt cinsi
bes seksiyona (Genuina, Megatricholoma, Tricholoma, Caligata, Terrea) sahiptir
(Heilmann-Clausen ve ark., 2017). Calgilan o6rneklerin filogenetik analizleri seksiyon

ayrmlar1 yapilarak gerceklestirilmistir. Yapilan analizler asagida anlatilmistir.

4.3.1 Genuina seksiyonunun filogenetik analizi

Bu seksiyonu olusturan bireyler; Tricholoma populinum, T. cedretorum, T.
albobrunneum, T. aurantium, T. focale, T. batschii, T. fracticum, T. subannulatum, T.
imbricatum ve T. vaccinum tiirleri ve T. sp (T.184), T. sp (T.685) 6rmekleridir.

ITS dizi setinde ITS1 ve ITS2 intronik bolgelerde en dikkat ¢eken varyasyon
tek niikleotid varyasyonlaridir. SekSiyon seviyesinde tiir ayrimlart ve yakm tiirlerin
taksonomik durumlari degerlendirilirken &zellikle bu varyasyonlardan yararlanimstir.
Veri seti incelendiginde ik goze c¢arpan kisimm 526. baz ile baslayan ‘TCTATTA’
dizisinin T. cedretorum* (LT0O00074) T. sp. (T.685-1, T.685-2) ve T. sp (184-1, 184-2)
icin ortak bir dizi oldugudur. Tricholoma populinum (T.108, T.177, T.985), T.
populinum* (LT000143), T. cedretorum (T.1004- 1, T.1004-2) tiirlerinde ve T. sp
(T.184-1, T.184-2), T. sp (T.685-1, T.685-2) orneklerinde 459. bazda olusan transisyon
mutasyonuyla T — C doniisiimii goriilmektedir. T. cedretorum* (LT0O00074) tiiriinde ise
459. bazda olusan transversiyon mutasyonuyla T — A donistimii dikkat gekmektedir.
Dikkat ¢ekici diger bir kisim T. sp. (T.685-1, T.685-2) 6rnegi i¢in 443. bazda olusan G
— A transisyon doniisimiidiir.

Farklh habitatlardan toplanmis olan T. populinum (T.108, T.177, T.985)
tirlerinde ITS1 bolgesinde 35. bazda, G — A doniistimii goriimiistir. Benzer sekilde T.
populinum (T.108, T.177, T.985) ve T. populinum* (LT000143) tiirlerinde ITS2
bolgesinde 641. bazda C — T doniistimii tiir seviyesinde diger tiirlerden aywran bir
varyasyon olarak goze carpmustir.

Tricholoma albobrunneum* (AF241520, JF908734) ve T. albobrunneum (7056-
1,7056-2) sekanslarma o0zgii; ITS1 bolgesinde 19. bazda C — A donisiimiiyle olusan

transversiyon mutasyonu, 80. bazda C — T donisiimiiyle olusan transisyon mutasyonu
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ve 205. bazda T — C donisiimiyle olusan transisyon mutasyonu tiir seviyesindeki
Oonemli ayrmlardandir. 451. bazda C — T doniistimii ile T. aurantium (T.5016, T.5049,
T.5657) ve T. aurantium* (DQ367919) tiirleri veri seti i¢inde diger tiirlerden ayrim
teskil etmistir. Tricholoma focale (T.4810, T.4794) tirlerinde 512. bazda G — A
doniisiimii ile T. focale (T.4810, T.4794) ve T. focale* (KJ705238, FJ845447) tiirlerinde
226. bazda T — A doniisimii goriilmektedir.

Olusturulan agagta aym grupta yer alan T. batschii (4722-1, 4722-2), T.
batschii* (JQ685729), T. fracticum (4754-1, 4754-2), T. fracticum* (AF377238), T.
subannulatum (3523-1, 3523-2) ve T. subannulatum* (AY573541) tiirlerinde 8. (T — C)
68. (C -T) ve 79. (C — T) bazlarda olusan transisyon mutasyonlar1 ile 498. (T — G)
bazlarda olusan transversiyon mutasyonu dikkat c¢ekici niikleotit substitiisyonlaridir.
448., 521., 526., ve 534. bazlarda gorillen transisyon mutasyonlar1 ile 430. ve 672.
bazlarda goriilen transversiyon mutasyonlart T. imbricatum (T.19-1, T.19-2), T.
imbricatum* (LT000024) tirlerini T. vaccinum tiirinden ve seksiyon i¢indeki diger
tirlerden ayran dikkat ¢ekici varyasyonlardr. Benzer sekilde T. vaccinum (T.94,
T.5993) ve T. vaccinum* (KU058521, KJ705241) tiirlerini T. imbricatum tiirlerinden ve
seksiyon igindeki diger tiirlerden ayran varyasyonlar ise; 147. (G — A), 153. (C - T) wve
562. (T — C) bazlarda goriilen transisyon mutasyonlart ile 438. (T — A) ve 641. (C — A)
bazlarda goriilen transversiyon mutasyonlart Ve 617. bazda olusan insersiyon
mutasyonudur.

LSU bolgesi incelendiginde T. focale (T.4794) ve T. focale* (U76460)
orneklerinde 55. bazda C — T doniisimil géze carpmaktadw. Tricholoma imbricatum
(T.19), T. imbricatum* (U76458) T. vaccinum (T.94) ve T. vaccinum* (KUO058559,
GQ289219) tiirlerinde 58. bazda gorilen A — G donisiimii seksiyon icindeki dikkat
¢ekici varyasyonlardan biridir. Tim dizi setinde diger tirlerle karsilastirildignda
Ozellikle T. subannulatum (T.3523), T. fracticum (T.4754) ve T. batschii (T.4722)
tirlerinde 395. (T — C), 403. (C — T), 414. (G — T) bazlarda olusan varyasyonlar goze
carpmaktadr. Son olarak bu bélgede T. populinum (T.108, T.177, T.985) wve T.
populinum* (JN019648) tiirlerinde 489. bazda C — A baz déniistimii goriimiistiir.
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4.3.2 Megatricholoma seksiyonunun filogenetik analizi

Calgilan Ornekler igerisinde Megatricholoma seksiyonuna ait herhangi bir tiir
tammlanmamistr. Bu nedenle ¢ok fazla varyasyon barmdwran bu seksiyon sadece NCBI
veri tabanndan alman ftiitlerle degerlendirilebilmistr. NCBI veri tabannda LSU
bolgesine ait herhangi bir sekans verisi olmadi@ i¢in analizler ITS bdlgesi icin
yapilabilmisti. Bu dogrultuda alman tirlerden T. roseoacerbum* (LTO000073), T.
acerbum* (MH628231, LT000005), T. japonicum* (AB036900, AF204810) ve T.
colossum* (LT000164) tiirlerinn ITS1 ve ITS2 bolgelerinde olduk¢a fazla varyasyon
saptanmustr. En dikkat ¢ekici varyasyonlar T. colossum tiiriinde goriilmekte olup, ihtiva
ettigi bu varyasyonlardan otilirli ¢izilen agacta seksiyon icindeki diger tiirlerden evrimsel
olarak en uzakta yer almustir.

4.3.3. Tricholoma seksiyonunun filogenetik analizi

Bu seksiyonu olusturan bireyler; Tricholoma portentosum ve T. viridilutescens
tirleridir. ITS1 bolgesinde T. viridilutescens (T.4770-1, T.4770-2) ve T. viridilutescens*
(LT000095) tirlerinde A — G degisimi ile 168. bazda G — A degisimi ve ITS2
bolgesinde 497. bazda C — T ve 452. bazda T — G donigiimii goriimiistir. ITS1
bolgesinde T. portentosum tiirlerinde 193. bazdan baglayan ‘TA’ dizsi, T.
viridilutescens tiirtine ait orneklerdee ‘CC’ dizisine doniismiistiir.

LSU bolgesinde, T. portentosum (T.5266), T. portentosum* (U76464) ve T.
viridilutescens (T.4770) tiirlerinde 375. bazda G — T doniisiimii ile olugan transversiyon

mutasyonu bu tiirler i¢in aymrt edici olmustur.

4.3.4. Caligata seksiyonunun filogenetik analizi

Tricholoma caligatum tiirii ¢ahsilan bireyler arasmda bu seksiyona ait tek tiirdiir.
Tricholoma caligatum (T.4765-1, T.4765-2) ve T. caligatum* (KC565866, LTO00079)
tirlerinde benzer degisimler gbzlenirken, T. anatolicum* (MF612194), T. matsutake*
(AY391712), T. magnivelare* (AY391712) ftirleri birlikte benzer varyasyonlar
gostermistir. Seksiyon igerisinde ve hatta tim dizi setinde en dikkat ¢eken kism T.
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caligatum (T.4765-1, T.4765-2) ve T. caligatum* (KC565866, LT000079) tiirlerinde
119. ve 165. bazlar arasmda uzun indellerin gOriilmesidir. Aym durum Benazza-
Bouregba ve ark. (2016) tarafindan da gozlenmistir.

LSU bolgesinde, T. caligatum (T.4765) ve T. caligatum* (KU058548, U76467)
tirlerinde 66. (C — T), 155. (T — C) ve 742. (C — T) bazlarda olusan transisyon
mutasyonlar1 ile 536. (C — A), 548. (T — G) ve 656. (A — T) bazarda olusan
transversiyon mutasyonlar1 tiir seviyesindeki Onemli ayrmlar olmustur.

4.3.5. Terrea seksiyonunun filogenetik analizi

Bu seksiyonu olusturan bireyler; Tricholoma scalpturatum, T. argyraceum ve T.
terreum tiirleri ile T. sp. (T.17), T. sp. (T.718) drnekleridir.

ITS1 bolgesinde T. scalpturatum (T.43, T.139), T. scalpturatum* (KM085371,
EF644118) ve T. argyraceum (T.667-1, T.667-2) ile T. argyraceum* (HQ184098)
tirlerinde 19. bazda A — C doniisimi, 24., 35. ve 39. bazlarda A — G doniisiimii ve 179.
bazda T — C doniistimii goriilirken, ITS2 bolgesinde 597. bazda G — A doniisiimii bu
tirleri seksiyon icindeki diger tiirlerden ayran dikkat ¢ekici substitlisyonlardir.
Tricholoma sp. (T.718-1, T.718-2) 6rneginde ITS1 bolgesinde, 18. ve 26. bazlarda C —
T donisimilyle olusan transisyon mutasyonlari ile 163. bazda C — A doniisiimiiyle
olusan transversiyon mutasyonlari bu Ornegi seksiyon i¢indeki diger {iyelerden
ayrmistir. Tricholoma sp. (T.17-1, T.17-2) 6rneginde ise ITS1 bolgesinde 167. bazda C
— T doniisimii ve 191. bazda T — C doniisiimii dikkat c¢ekicidir. Farkh habitatlardan
toplanmig T. terreum (T.666, T.703, T.6990, T.6997, T.7040) ve NCBI’dan alnan T.
terreum* (JN389311, EU653301) tiirlerinde; ITS1 bolgesinde 257. bazda C — A
doniistimii ve 260. bazda A — T doniisiimii goriimiistiir.

LSU bolgesinde, T. scalpturatum (T.43), T. scalpturatum* (JN389350) ve T.
argyraceum (T.667) tiirlerinde 167. bazda A — C donigimii ve 739. bazda T — A
doniisimityle olusan transversiyon mutasyonu ile 186. bazda C — T doniigimii oldukca
dikkat ¢ekicidir. Dikkat ¢ekici bir diger degisim, T. terreum (T.703, T.6990, T.6997,
T.7040), T. terreum* (EU439362) tiirlerinde olup, 58. ve 178. bazlarda (A — G) olusan

transisyon mutasyonu ile 404. bazda (G — T) olusan transversiyon mutasyonudur.
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Her gen boélgesi icin olusturulan dizi setleri analiz edilip molekiiler c¢esitlilik
parametreleri  hesaplandiktan sonra elde edilen bu verilern grafiksel gosterimi i¢in
filogenetik agaclar c¢izdirimistir. Filogenetik agaclar olusturulurken evrimsel uzakhklar
Tamura-3 metodu (T92+G) kullanlarak  hesaplanmuis ve elde edilen agacn
givenirliligini artrmak icin 1000 bootstrap tekrar1 yapimustr (Felsenstemn, 1985).
Maksimum Likelihood ve Maksimum Parsimony bootstrap analizleri yapiimis benzer
sonuclar vermisti. Yapilan analizler ile olusturulan filogenetik aga¢ verileri seksiyon
bazinda degerlendirimistir. Seksiyon degerlendirmesi Heilmann-Clausen ve ark. (2017)
calismasma gore yapimistr. Maksimum Likelihood analizi kullanilarak olusturulan
filogenetik agaglar Sekil 4.11 (ITS) ve 4.12 (LSU)’da gosterimistir. Her tiir i¢in en az
ki Ornekten sekanslar elde edilmis, her tiiriin ve tanmmlanamayan Orneklerin tekrarlart
yapimustr. Bu c¢ahsmada ITS bolgesi igin; 16 tir (tekrarlarla birlikte 37 birey) ve 4
tammlanamayan Ornek (tekrarlarla birlkte 8 birey) ile toplamda 45 birey analiz
edimistir. LSU i¢in; 16 tiir (tekrarlarla birlkte 22 birey) ve 4 tamimlanamayan Ornek ile
birlkte toplamda 26 birey analiz edilmistir. Olusturulan agacta Tricholoma alt cinsinde
yer alan 5 seksiyondan 4 seksiyona (Genuina, Terrea, Caligata ve Tricholoma) ait
tirler cahsimis olup, Megatricholoma seksiyonu sadece NCBI veri tabanndan alnan
tirler ile degerlendirilebilmistir.

Her iki bolge icin ¢izdirilen agaglarda tutarh evrimsel aymmlar meydana
gelmistir. Ancak LSU i¢cin olusturulan agagta NCBI veri tabannda bulunan sekanslarm
az sayida olmasmndan dolayr takson sayisi ITS agacma gore daha az olmustur ve bu
durum hizalannis veri setinde parsimoni informatif bolge sayismm daha az olmasma
neden olmustur. LSU bolgesi ekzonik bir bolgedir ve kodlama yaptigi icin evrimsel
stiregte  korunmustur. Ancak bu bolge icin dizi setinde beklenenden fazla varyasyon
goriilmiistir. Bundan dolay1 ¢izdirilen aga¢ evrimsel diizeyde ITS kadar bilgi verici
olmasa da seksiyon seviyesinde ayrim saglanustir.
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A T7.1004 Tricholoma cedretorum 1
A T.1004 Tricholoma cedretorum 2
A T.184 Tricholoma sp. 1
5 | A T.184 Tricholoma sp. 2
Tricholoma cedretorum LT000074
A T.685 Tricholoma sp. 1
A T.685 Tricholoma sp. 2
Tricholoma populinum LT000143
A T.108 Tricholoma populinum 1
A\ T.177 Tricholoma populinum 2
59 | A 7.985 Tricholoma populinum 3
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Tricholoma albobrunneum JF908734
aq | A T.7056 Tricholoma albobrunneum 1
A T7.7056 Tricholoma albobrunneum 2
Tricholoma aurantium DQ367919
A T.5016 Tricholoma aurantium 1
A T.5657 Tricholoma aurantium 2
37 A T7.5049 Tricholoma aurantium 3
Tricholoma focale KJ705238 GENUINA
9 | Tricholoma focale FJ845447
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71 | A\ T.4794 Tricholoma focale 2
A\ T.4722 Tricholoma batschii 1
o5 | A\ T.4722 Tricholoma batschii 2
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Tricholoma fracticum AF377238
] A T.4754 Tricholoma fracticum 1
100 | A\ T.4754 Tricholoma fracticum 2
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'V T.667 Tricholoma argyraceum 1
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'V T.139 Tricholoma scalpturatum 1
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'V T.718 Tricholoma sp. 2
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'V T.17 Tricholoma sp. 2
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Tricholoma terreum JN389311

‘W T.703 Tricholoma terreum 1
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W T.6997 Tricholoma terreum 3

‘W T.666 Tricholoma terreum 4

‘W T.7040 Tricholoma terreum 5
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Sekil 4. 11. ITS gen bolgesine ait ML metodu ile olusturulan filogenetik agag.

Isaretli tiirler caliymada kullanilan tiirlerdir. Diger tiirler NCBI veri tabanindan ahnmustir

(Pluteus cervinus dis grup). Kirmuzi iggen; Genuina seksiyonu, pembe daire; Tricholoma
seksiyonu, a¢ik mavi dortgen; Caligata seksiyonu ve lacivert ters iiggen; Terrea

seksiyonunu gostermektedir.
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A T.1004 Tricholoma cedretorum
A T.184 Tricholoma sp.
B3| A T.685 Tricholoma sp.
70y A T.177 Tricholoma populinum 3
A T.108 Tricholoma populinum 2
5E Tricholoma populinum JN019648
A T.985 Tricholoma populinum 1
A\ T.7056 Tricholoma albobrunneum
A\ T.5657 Tricholoma aurantium 1
A\ T.5049 Tricholoma aurantium 2
Tricholoma focale U76460
A\ T.4794 Tricholoma focale
A\ T.19 Tricholoma imbricatum
a0 Tricholoma imbricatum U76458
—a A\ T.94 Tricholoma vaccinum
Tricholoma vaccinum KU058559
30 Tricholoma vaccinum GQ289219
A T.3523 Tricholoma subannulatum
_ A\ T.4754 Tricholoma fracticum
331 A T.4722 Tricholoma batschii ]
989, Tricholoma caligatum KU058548
100 | Tricholoma caligatum U76467 } CALIGATA
1< T.4765 Tricholoma caligatum
Tricholoma portentosum U76464 )
@ 7.5266 Tricholoma portentosum TRICHOLOMA
@ 7.4770 Tricholoma viridilutescens
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WV T.667 Tricholoma argyraceum
EQ VW T.718 Tricholoma sp.
VW T.17 Tricholoma sp.
7 Tricholoma terreum EU439362
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VW T.703 Tricholoma terreum 2
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Sekil 4. 12. LSU gen bolgesine ait ML metodu ile olusturulan filogenetik agac.
Isaretli tiirler aliymada kullanilan tiirlerdir. Diger tiirler NCBI veri tabanmdan almnustir
(Pluteus cervinus dis grup). Kirmuz iiggen; Genuina seksiyonu, pembe daire; Tricholoma
seksiyonu, agik mavi dortgen; Caligata seksiyonu ve lacivert ters {iggen; Terrea seksiyonu
gostermektedir.






5. TARTISMA VE SONUC

Mantarlar ekosistemin dogal bir parcast olup yasam zincirinde Onemli bir yere
sahiptirler. Ulkemiz bu anlamda zengin bir cesitlilife sahip olup bu cesitliligin
belirlenmesi ve korunmasi gerekmektedir. Bu dogrultuda sistematik calsmalara ihtiyag
duyulmaktadwr. Bu bilim alan, canhlarm olusumlarm esas alarak onlar1 belli gruplara
ayrmaktadr. Son yillarda bu morfolojik ve anatomk verilerle birlikte molekiiler
biyoloji alanindaki gelismelere dayanarak genetik materyalden elde edilen verilerden de
yararlanilarak ~ sistematik c¢alismalari oldukga artmistr. Tez c¢alismamizda, {ilkemizde
molekiiler seviyede kapsamh olarak cahsiimanmus olan Tricholoma cinsine ait mantarlar
klasik yontemlerle birlikte molekiiler yontemler de kullanilarak cahsilmistir.

Cabsma kapsammnda dogadan toplanan ve Tricholoma cinsine ait oldugu
distiniilen mantarlarm ilk olarak makroskobik ve mikroskobik karakterleri kullandarak
VANF ekibi tarafindan teshisleri yapimustr. Ornekler fingaryum materyali haline
getirilmis ve tez cahsmasi baslaymca yeniden degerlendirimisti. Yapilan teshisler
gozden gecirimis ve sonrasmda molekiiler cahsmalar yapimustr. Bu amacgla iki farkh
gen bolgesi analiz edilmis ve elde edilen veriler bir aga¢ {izerinde grafiksel olarak
gosterilmistir. Dizilerden elde edilen verilerle, calgilan bireylerin  evrimsel iliskileri
seksiyon seviyesinde degerlendirimistir. Morfolojik ve molekiiler degerlendirmelere
ragmen cahsilan 4 ornek (T.17, T.184, T.685, T.718) herhangi bir tiirle eslesmemistir.
Yapilan biitin degerlendirmeler (makroskobik, mikroskobik ve molekiiler veriler)
neticesinde bu drneklerin diinya mikobiyotas1 i¢in yeni tiirler oldugu tespit edilmistir.

Cahsma kapsammnda ribosomal DNA {izerinde bulunan ve evrimsel anlamda
bilgi verici olarak kabul edilen (Schoch ve ark., 2012; Raja ve ark., 2017) ITS ve LSU
bolgeleri kullamtmustr. Bu bdlgelerden ITS bolgesi, LSU bolgesine kiyasla daha fazla
varyasyon ve indel bolgeleri igermistir. Genetik bilginin duplikasyonundaki hatalar, bir
veya birka¢ niikleotidin insersiyon veya delesyonuyla sonuglanabilmektedir ve bu
hatalar toplamda indel olarak ifade edilirler (Lemey ve ark., 2009). Indellerin ITS1 ve
ITS2 bolgelerinde yogunlasmasit ve 5.8S bolgesinde olmamast da beklenen bir
durumdur. DNA replikasyonu esnasnda olan mutasyonlar ekzon olan bdlgelerde

dikkate almp DNA tamir mekanizmasi ile diizeltiimekte ama intron boélgelerinde her
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zaman diizeltlememektedir. Bu nedenle indel wve varyasyonlar ITS1 wve |ITS2
bolgelerinde daha fazla beklenmektedir. Bazi arastwrmacilara gore ITS1 bolgesi ITS2
bolgesine oranla daha fazla varyasyon igermektedir (Nilsson ve ark., 2008; Wang ve
ark., 2015). Bu durum vyapilan analizlerde de gozlenmisti. Benzer durum LSU
bolgesinde de gozlenmisti. Bu bolge icerisinde bulunan D1/D2 degisken bdlgelerinde
gozlenen varyasyon orami D2 bolgesinde daha fazla olmustur. Liu ve ark. (2012) fungal
taksonlar arasmda D2 bolgesinin D1 bolgesine gore daha degisken oldugunu ifade
etmislerdir.

ITS wverisiyle olusturulan filogenetik agacta, LSU agacma gore daha yiksek
bootstrap degerleri almmustrr. Filogenetik analizlerde, bootstrap degerinin %70 ve
lizerinde olmasi evrimsel iliskilerin belirlenmesinde giivenilir olarak kabul edilir. Elde
edilen her iki agagtada seksiyon seviyesinde filogenetik ayrm goriimiistir. ITS
agacmda iki ana Kklad gorilmistir. Bu Kladlarm ikinde Genuina (%97) ve
Megatricholoma (%67) seksiyonlar1 bulunurken, digerinde Caligata (%91), Tricholoma
(%96) ve Terrea (%95) seksiyonlari bulunmaktadw. LSU agacmda da iki ana klad
olusmustur. Genuina, Caligata ve Tricholoma seksiyonlart ik kladda ayr1 ayn
kiimelenirken, Terrea seksiyonu cahsilan tiim seksiyonlardan ayrilarak diger kladda yer
almistr.  Seksiyonlar1 olusturan tiirfler morfolojik acidan ortak oOzellikler sergilemektedir.
Bu dogrultuda paylagilan Ozellikler ve farkliliklar seksiyonlar halinde asagida
anlatilmustr.

5.1. Genuina Seksiyonun Filogenetik Degerlendirilmesi

Genuina seksiyonu barmdirdigi takson saysi bakmmndan ITS ve LSU
agaclarmda daha fazla birey sayisma sahiptir. Seksiyon ityeleri kirmizmsi-kahverengi
renkte, genellikle yapiskan sapka derisi (pileipellis) ile karakterizedir. Taksonomik
olarak bu seksiyon igerisinde kiimelenen Tricholoma ornekleri ayrmtih olarak asagida
ele alnmustir.

Tricholoma cedretorum tiirii, ITS agacmda NCBI’dan alman T. cedretorum*
tirliyle yakm kiimelenmis ancak T. populinum ile T. sp. (T.184-1, T.184-2) ve T. sp.
(T.685-1, T.685-2) oOrnekleri de bu kiimelenmenin iginde yer almustr. Genetik olarak
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cabsilan T. cedretorum tirii ile veri tabanndan alman tir arasmda tek niikleotit
varyasyonu belirflenmisti. NCBI veritabanndan alman T. cedretorum tirii Heilmann-
Clausen ve ark. (2017) tarafindan cahsimuis olup Kuzey Avrupa’dan toplanmustr. Bu
genetikk uzakhigm nedeni farkh filocografik etmenlere maruz kalmalarmdan kaynaklh
olabilecegi diisiiniilmektedir. LSU agacinda da ITS agacinda oldugu gibi T. cedretorum
tirti, T. sp. (T.184), T. sp. (T.685) ornekleri ve T. populinum tiirleriyle kiimelenmistir.
Tricholoma cedretorum tiiriinin NCBI veri tabannda LSU bdlgesine ait sekans verisi
olmadig1 i¢in bu anlamda bir kiyaslama yapilamamuistir.

Seksiyon i¢erisinde farkh habitatlardan toplanmis olan T. populinum tiirleri ile
NCBI’dan alman T. populinum* tiiri %91 bootstrap degeriyle bir araya gelmislerdir.
Morfolojik olarak T. cedretorum ve T. populinum ornekleri benzerlik gostermektedir.
Ancak  mikroskobik  karakterleri  detayh  incelendiginde  tiirlerin  ayrimlar
yapilabimektedir. Tricholoma cedretorum tiiriinin bazidyumu; 22-26 X 5-6 um,
sporlar; 5-6 x 3.5-4.5 um boyutlarmda iken, T. populinum tiiriiniin bazidyumu; 25-38 x
5-6 um, sporlar; 4.5-6 x 3.5-4 um boyutlarmdadr. Bu ayrim Noordeloos ve
Christensen (1999) tarafindan da bildirilmistir. Ayrica ¢absilan T. populinum tiirii
Populus agaglart altmda yetisirken (Grubisha ve ark., 2012) T. cedretorum igne yaprakh
agaclarm altmda yetismektedir (Dogan ve Kurt, 2016). Tricholoma sp. (T.685) ve T. sp.
(T.184) oOmeklerinin ayrmtih deskripsiyonlar1 Molekiiler Degerlendirme (Bkz. Bolim
4.1.) kisminda verilmis olup diinya mikobiyotas: i¢in yeni tiirler oldugu belirlenmistir.

Tricholoma albobrunneum tirleri ITS agacnda NCBI veri tabanndan alnan T.
albobrunneum* tiirleri %99 bootstrap ile kiimelenmistir. LSU agacinda ise NCBI veri
tabannda bu tire ait herhangi bir sekans verisi olmadig ign  degerlendirme
yaplamamistr. Bu tlir seksiyona ait cahsilan diger tiim tiirlerden pileipelliste bulunan
diizensiz hifleri ile morfolojik olarak aymt edilebilmektedir.

ITS agacmnda farkh habitatlardan toplanmug T. aurantium tirleri ile NCBI veri
tabanndan alman T. aurantium* birlikte kiimelenmistir. LSU agacmnda ise NCBI veri
tabannda bu tire ait herhangi bir sekans verisine rastlanmadigi i¢in degerlendirme
yapllamamistr. Bu tiir morfolojik olarak seksiyona ait c¢ahsilan tlirlerden farkhhk
gosterir. Morfolojik olarak ise altm sarist veya turuncu renkteki belirgin sapka rengi ile
diger tiirlerden aymt edilebilmektedir. Ekolojik olarak diger tiirlerden farkh bir habitata
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sahip olmasi da dikkat ¢ekicidir. Kibby (2010), bu tiiriin 6zellikle kirech topraklarda
yetistigi belirtmistir.

Farkh habitatlardan toplanmuig T. focale tiirleri ile NCBI veri tabanndan alnan
T. focale* tiirleri %96 bootstrap degeri ile gruplanmislardir. Ancak c¢absilan tiirler ile
veri tabanmdan alman tiirler arasmdaki genetik uzaklk degeri %0.2 oldugu icin
caligilan T. focale tiirleri kendi aralarmda %71 bootstrap ile ayrt bir gruplanma
olusturmustur. LSU agacinda ise T. focale tiirii kendi temsilcisiyle (%59) ayri bir grup
olusturmustur. Tricholoma focale tirii annulus yapisma sahip oldugu i¢in Noordeloos
ve Christensen (1999) tarafindan Caligata seksiyonuna dahil edilmis ancak 2017 yilinda
yapilan molekiiler ¢ahsma ile (Heilmann-Clausen ve ark. 2017) Genuina seksiyonunda
yer aldig bildirimistir. Bu tez c¢alsmasmda da bu tiriin Genuina seksiyonunda yer
aldigt makroskobik, mikroskobik ve molekiiler veriler ile desteklenmistir.

Tricholoma batschii, T. fracticum ve T. subannulatum tiirleri ITS agacnda %100
bootstrap ile bir grup olusturmuslardr. ITS sekans verisi igerisinde birgok yerde goriilen
transisyon ve transversiyon mutasyonlarmdan dolayr bu tiirler seksiyon igindeki diger
tirlerden molekiiler olarak farkllk gostermektedir. LSU agacmda ise bu tiirler %99
bootstrap degeriyle diger tiirlerden ayr1 bir grup olusturmustur. Her iki agacta da bu
tirler birbirlerinden molekiiler seviyede farkhlik gostermemislerdir. Michael Kuo
(2006) tarafindan T. batschii ve T. subannulatum tiirlerinin sinonim olduklar1 iddia
edilmis ancak Index Fungorum (http/Avww.indexfungorum.org) veri tabaninda sinonim
olmadiklar1 belirtimistir. Morfolojik olarak degerlendirildiginde hem makroskobik hem
mikroskobik Ozellikleri ile belirgin farkhliklar gbsterirler. Tricholoma subannulatum
tirtinin  sapka genisligi maksimum 10 cm’ye kadar ulaswken, T. batschii tiirtinin 12
cm’ye, T. fracticum tirinin ise 15 cm’ye kadar genisler. Ayrica T. subannulatum
tirtiniin sporlar; 6-6 x 5-6 pm boyutlarmdayken, T. fracticum tiiriiniin sporlart;, 4.5-7.5
x 3.5-6 um boyutlarmda ve T. batschii tiiriiniin sporlar1 7-9 x 5-7 pm boyutlarmdadur.
Klasik yontemler ile farkh tiir olarak kabul edilse de DNA seviyesinde ayni diziye sahip
olmalart bu tiirlerin yakmn siirecte tlirlesme yaptklarm gosterebilir. Heilmann-Clausen
ve ark. (2017) tarafindan T. batschii, annulus yapismn farkli olmasmdan dolay
subannulate tiir olarak belirtimistir. Tricholoma subannulatum ve T. fracticum tiirleri de

saplarmm 1iki renk tonuna sahip olmalar1 (sapm alt kismu turuncumsu kahverengi,
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sapkaya yakm kismu beyaz) ile olusan renk gecisi noktasmdaki halka benzeri yapidan
oOtiirii subannulate tiir olarak degerlendirilebilir.

Farkh habitatlardan toplanmus T. vaccinum tiirleri kendi temsilcileriyle %99
bootstrap ile T. imbricatum tiirleri de kendi temsilcileriyle ITS agacinda %99 bootstrap
lle gruplanmslardr. Bu iki takson grubu da birlikte %76 bootstrap ile gruplannuslardir.
LSU agacnda benzer kimelenme gorilmiistir. Bu sonu¢ Heilmann-Clausen ve ark.
(2017) tarafindan yapilan cahgsmanin sonuglartyla benzerlk gostermektedir. Molekiiler
olarak barmdwrdiklar1 varyasyonlardan dolayr farkhhk teskil eden bu tiirler makroskopik
olarak da farkh Ozelliklere sahiptirler. Tricholoma vaccinum tiiriiniin sapka yapisi pullu
ve kenarlar1 velum kalntis1 tagrken, T. imbricatum tirinde sapka T. vaccinum tiiriine
gore daha az pullu ve velum kalntis1 tagimaz. Bu iki tiirlin makroskobik olarak farkl
olduklar1 Moreau (2011) tarafindan da belirlenmistir.

5.2. Megatricholoma Seksiyonunun Filogenetik Degerlendirilmesi

Megatricholoma seksiyonuna ait herhangi bir tir c¢alsma kapsammnda
tammlanmamustr. Bu  seksiyon Tricholoma alt cinsine ait bes seksiyondan biri
(Heilmann-Clausen ve ark., 2017) oldugu icin seksiyon bazmdaki ayrimlari gérebilmek
adma analizlere dahil edilmisti. Megatricholoma seksiyonu ilk olarak cins seviyesinde
bir tammlama ile 6ne siirlilen bir takson olmakla birlikte T. colossus tiiriini icerdigi i¢in
monotipik bir cins oldugu iddia edilmistr (Kost 1984). Bu goriis Noordeloos ve
Christensen (1999) tarafindan sorgulanmis ve Megatricholoma taksonu seksiyon olarak
kabul edilmisti. Heilmann-Clausen ve ark. (2017) tarafindan T. acerbum ve T.
roseoacerbum tiirlerinin de bu seksiyonun tiyeleri oldugu belirtimistir. Her {i¢ tiir de
¢ok saglam ve kisa sap yapmssma, sk lamellere ve ige kivrik sapka yapisma sahiptir.
Ancak T. colossus tiirii annulusa sahip sap yapist ve biyilk sporlarla bu iki tiirden
ayrimaktadr.
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5.3. Tricholoma Seksiyonunun Filogenetik Degerlendirilmesi

Tricholoma seksiyonuna ait tiirler dogada fibrilli ve pullu pleipellis yapist ile
beyazimsi, grimsi, yesilimsi veya sari sapka renkleriyle karakterizedirler (Noordeloos
ve Christensen, 1999). Tricholoma viridilutescens ve T. portentosum tiirleri ITS
agacnda kendi temsilcileriyle birlikte srasiyla %100 ve %96 bootstrap ile grup
olusturmuglardwr. Bu seksiyonda cahsma kapsammnda sadece bu iki tiir tammlanmustir.
LSU agacmda da bu iki tir filogenetk seviyede yakm konumlanmus ve diger
seksiyonlara ait tiirlerden ayrimuslardr. Iki tiir arasidaki molekiiler seviyedeki ayrm
morfolojik  karakterler incelendiginde de goriilmektedir. Tricholoma portentosum
tirtinde sapka 12 cm’ye kadar geniglerken, T. viridilutescens tiirinde 6 cm’ye kadar
genigler. T. portentosum tiiriiniin sporlar; 5-7 x 4-5.3 um boyutlarmdayken, T.
viridilutescens tiiriiniin sporlar1 6-8 x 5-6 um boyutlarmdadr. Heilmann-Clausen ve
ark. (2017) tarafindan da bu tirler yakmndan iliskili olarak bu scksiyon igerisinde yer
almis ve T. viridilutescens tiiriiniin kriptik bir ¢esitlilige sahip oldugu savunulmustur.

5.4. Caligata Seksiyonunun Filogenetik Degerlendirilmesi

Caligata seksiyonu iiyeleri beyazimsi, soluk kahverengi-koyu kirmizimsi
kahverengi, krem kahverengi, pullu sapka yapisy, annulusa sahip sap yapisi, Oldukga
biiyiik sporlar ve giigli parfim kokusu ile karakterizedirler (Heilmann-Clausen ve ark.
2017). Bu cahsma kapsaminda seksiyona ait sadece T. caligatum tiirii tanmlanmustr.
Bu tir ITS ve LSU agaglarmda kendi temsilcileriyle %100 bootstrap ile kiimelenmistir.
Seksiyona ait diger tirler veri tabanndan almmustr. Tricholoma caligatum veri
tabanndan alman bu tiirlerle de (T. anatolicum, T. magnivelare ve T. matsutake) %91
bootstrap ile gruplanmustr. LSU agacinda seksiyona ait sadece caligilan T. caligatum ile
temsilcileri %99 botstrap ile gruplanmustr. Morfolojik olarak T. caligatum siyahimsi
kahverengi, 12 cm’ye kadar genisleyen sapka yapisi ve 5-7 c¢cm boyutlarmda, ince uzun,
st yaris1 beyaz, alt yarisi ise sapka ile aym renkte, siyahimsi kahverengi annular zona
sahip sap yapmsiyla karakterizedir. Ayrica 5.5-6.5 x 4.4-5.3 pm boyutlarmda, yuvarlaga
yakm sporlar1 ve 23.8-34.5 x 5.8-8.1 um boyutlarmda, klavat bazidyum yapisi ile bu tiir
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morfolojik olarak diger ftiirlerden farkhlk gostermektedir. Yani belirgin ayrt edici
morfolojik Ozelliklerinden Otiirii bu  tiirin - tanmmlanmast diger tiirlere kiyasla daha
kolaydr ve her iki agacta da T. caligatum tirii filogenetik anlamda belirgin sekilde
ayrm gostermistir.  Ancak ekolojik gesitliliginden dolayr tartismah bir tirdiir. Chapela
ve Garbelotto (2004) tarafindan bu taksonun polifletik oldugu ve ITS bdlgesinin
evrimsel ayrimda yetersiz oldugu ek bolgelerin kullamimas1 gerektigi belirtimistir. Bu
nedenle tez c¢alismasmda LSU bolgesi de ek bolge olarak galgimustr. Tricholoma
caligatum, Iwase (1994) tarafindan ekolojik tiir kapsaminda tge ayrimustr (Kuzey
Afrika ve Giiney Avrupa populasyonu, Kuzeybatt Amerika populasyonu ve Kuzeydogu
Amerika populasyonu). Tez c¢ahsmasmda tammladigmiz T. caligatum tirii filogenetik
olarak Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika Ornekleriyle ITS agacinda kiimelenmistir.

5.5. Terrea Seksiyonunun Filogenetik Degerlendirilmesi

Terrea seksiyonu {iyeleri, genellikle gri sapka rengi, fibrilli ve pullu pleipellis
yapssi ile karakterizedir (Heilmann-Clausen ve ark. 2017). Seksiyona ait gahsilan tiir ve
ornekler ayrmtili olarak asagida ele almmustir.

ITS agacnda farkh habitatlardan toplanmus T. scalpturatum tirleri ile T.
argyraceum tiirleri temsilcileriyle birlikte (%92) kiimelenmislerdir. LSU agacinda da
benzer filogenetik pozisyonlar (%98) goriimiistir. Bu iki tirin daha Onceki
cahsmalarda sinonim olduklan distinilmistir (Bon, 1984b). Ancak Noordeloos ve ark.
(1999) tarafindan yapilan daha detayl morfolojik ve Jargeat ve ark. (2010) tarafindan
yapilan molekiiler ¢ahsmalarla bu tiirlerin farklilklart ortaya konmustur. Tricholoma
argyraceum, beyaz veya soluk gri renkli, kiicik sapka yapisma sahipken, T.
scalpturatum tiirti daha koyu gri, gri kahverengi, biiyik sapka yapisma sahiptir. Ayrica
T. argyraceum tiirlinde sap kisa, sporlar kiicik (4-5 % 1.5-2 pum boyutlarinda), T.
scalpturatum tiiriinde ise sap uzun, sporlar daha biiyiiktir (5-6 % 3-4 um boyutlarmda).
Ekolojik agidan bakildignda T. scalpturatum tiirii kavak agaglari altinda yetisirken, T.
argyraceum tiirii konifer ormanlarinda yetismektedir

ITS agacinda, T. sp. (T.718-1, T.718-2) ornekleri %99 bootstrap ile kiimelenme
gosterirken T. sp. (T.17-1, T.17-2) ornekleri T. terreum kladma daha yakmn bir
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pozisyonda (%99) kiimelenme gostermiglerdir. LSU agacmnda da benzer evrimsel iligki
gozlenmistir. Morfolojik olarak bu Orneklere ait detayh deskripsiyon Morfolojik
Degerlendirme  boliminde (Bkz. Bolim 4.1.) verimist. Bu Orneklerin  diinya
mikobiyotas1 i¢in yeni tiirler oldugu belirlenmistir.

Farkh habitatlardan toplanmug T. terreum tirleri ITS agacnda kendi
temsilcileriyle %100  bootstrap ile  kiimelenmislerdir. LSU agacmda da yine
temsilcisiyle %97 bootstrap ile ayri bir grup olusturmustur. Molekiiler seviyede olan bu
ayrmm, makroskobik ve mikroskobik karakterler ile de desteklenmistir. Tricholoma
terreum konveks sapka yapisy, koyu griden kiil rengine kadar degisen sapka rengi,
merkezde genis c¢aph ve belirgin kiit ve konik c¢ikmntisy, twrtikh sapka kenarlar, ince
tiyli krem beyaz pleipellis yapisi, silindirik, tabana dogru kalnlasan, gri-beyaz renkte
ve ipeksi goriinimde sap yapisi, beyaz-gri beyaz renkteki sapa girmti yaparak baglanan
lamel yapist ve 5.5-7 x 4-5 pm boyutunda sporlari ile bu tir morfolojik olarak diger
tirlerden farkhlagsmaktadr. Tricholoma terreum kolay tanmmlanabilen ve cins igerisinde
taksonomik olarak tartismasiz olan bir tiirdiir (Mankel ve ark., 1998).

Bu c¢alisma kapsaminda Tricholoma cinsine ait 16 tiir tanmlanrken 4 &rnek
tanimlanamamustr. Bu cinse ait tanimlanan tiirlerin  Tricholoma alt cinsinde yer aldigt
ve seksiyonlar halinde gruplandiklart belirlenmistir. Cabisimas1 zor bir takson olan
Tricholoma cinsi iizerinde daha detayh ve daha fazla gen bdlgesi kullanidarak ileri
boyutta ¢albsmalar yapimaldr. Ozellikle seksiyon seviyesinde birgok problemi
barmdrmakta ve son yapilan c¢ahsmalarda da bu problemlerin hala ¢oziimlenemedigi
goriilmektedir. Bu nedenle farkh alt cinslere ve seksiyonlara ait tiirler ile yeni DNA
bolgeleri kullanilarak cins iginde var olan taksonomik problemler aydmlatilarak yeni bir
bakis agis1 saglanmalidir.



KAYNAKLAR

Abd-Elsalam, K.A., Aly, I.N., Abdel-Satar, M.A., Khalil, S.M., Verreet, J.A., 2003.
PCR identification of Fusarium genus based on nuclear ribosomal DNA sequence
data. African Journal of Biotechnology, 2 (4): 82-85.

Acar, 1. 2017. Yiiksekova ve Semdinli Yorelerinde Yetisen Makrofunguslar Uzerinde
Taksonomik Bir Arastirma. (doktora tezi). Yiizincii Y1l Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti, Van.

Ainsworth, A.M. 2009. Dichomitus efibulatus: a recently described polypore from S.W.
Britain. Field Mycology, 10 (2):59-62.

Alh, H., Sen i., 2016. Tricholoma tiirlerinin yenilebilirli§i iizerine notlar. Tiirk Tarim —
Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 4 (3): 178-181.

Anonim, 2018. What is known about the function of introns, the nonencoding sequences

in genes?. https://www.scientificamerican.com/article/what-is-known-about-the-
f/. Scientific American. Erisim Tarihi: 13.11. 2018.

Anonim, 2018. Mycobank database,
http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank&Rec=57547&Fiel
ds=All, Westerdijk Fungal Biodiversity Institue, Miinchen, Germany. Erisim
Tarihi: 13.11.2018.

Bidartondo, M.l., Bruns, T.D., 2002. Fine-level mycorrhizal specificity in the
Monotropoideae (Ericaceae): specificity for fungal species groups. Mol. Ecol., 11
(3): 557-69.

Bessette, A.E., Bessette, A.R., Roody, W.C., Trudell, S.A. 2013. Tricholomas of North
America: A mushroom field guide. Austin: University of Texas Press.

Benazza-Bouregba, M., Savoie, J.M., Fortas, Z., Billette, C., 2016. A new record of
Tricholoma caligatum (Tricholomataceae) from North Africa with a discussion of
related species. Phytotaxa 282 (2): 119-128.

Bon, M. 1984a. Les Tricholomes de France et d’Europe occidentale. Encyclopedie
Mycologique, 36. Paris.

Bon, M. 1984b. Tricholomes France, (Tricholoma scalpturatum var. Tricholoma
aryraceum). Europe occ.: 153-154.

Bon, M., 1991. Flore Mycologique d’Europe. 2 — Les Tricholomes et ressemblants.
Doc. Mycol., Mém. hors-Sér. 2, 163.

Boa E., 2004. Wild edible fungi, a global overview of their use and importance to
people. Rome, Non Wood Forest Products 17. FAO.

Breitenbach, J., Krianzlin, F., 1991. Fungi of Switzerland. Verlag Mykologia. 3rd ed.
Lucerne, Switzerland. 360.

Buczacki, S., 2012. Collins Fungi Guide: The Most Complete Field Guide to the
Mushrooms and Toadstools of Britain & Ireland. Harper Collins Publishers,
London, UK. 360.

Campbell, N.A., Reece, J., 2010. Biology. Altinci baski. Palme yaymlar, No: 381,
Ankara. 313.




58

Chapela, I.H., Garbelotto, M., 2004. Phylogeography and evolution in matsutake and
close allies inferred by analyses of ITS sequences and AFLPs. Mycologia 96 (4):
730-741.

Carriconde, F., Gardes, M., Jargeat, P., Heilmann-Clausen, J., Mouhamadou, B., Gryta,
H. 2008. Micro. Ecol. 56 (3): 513-24.

Chang, S. T., 1999. World production of cultivated edible and medicinal mushrooms in
1997 with emphasis on Lentinus edodes (Berk.) Sing. in China. International J.
Med. Mush, 1: 291-300.

Christensen, M., Heilmann-Clausen, J., 2013. The genus Tricholoma. Fungi of
Northern Europe, vol. 4. Svampetryk, Denmark. 228.

Demirel, K., Kogak. M.Z., 2016. Zilan Vadisinin (Ercis-VAN) makrofungal cesitliligi.
Mantar Dergisi, 7 (2): 122-134

Dizkirict, A., 2012. Evolutionary Relationships Among Astragalus Species Native to
Turkey (doktora tezi). ODTU, Biyoloji Bolimii, Ankara.

Dogan, H.H., Kurt, F., 2016. New macrofungi records from Turkey and macrofungal
diversity of Pozanti-Adana. Turkish Journal of Botany, 40: 209-217.

Doyle, J.J., Doyle, J.L., 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of
fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin, 19:11-15.

Dowell, K., 2008. Molecular Phylogenetics. Technical report, University of Maine.

Felsenstein, J., 1985. Confidence limits on phylogenies: an approach using the
bootstrap. Evolution, 39: 783-791. _

Galli R. 1999. Tricholomi. Dalla Natura. Milano. Italya.

Garnica, S., Weiss, M., Walther, G., Oberwinkler, F., 2007. Reconstructing the
evolution of agarics from nuclear gene sequences and basidiospore ultrastructure.
Mycological Research, 111: 1019-1029.

Grubisha, L.C., Levsen, N., Olson M.S., Taylor L.D. 2012. Intercontinental divergence
in the Populus-associated ectomycorrhizal fungus, Tricholoma populinum. New
Phytologist, 194: 548-560.

Gryta, H., Carriconde, F., Charcosset, J.Y., Jargeat, P., Gardes, M. 2006. Population
dynamics of the ectomycorrhizal fungal species Tricholoma populinum and
Tricholoma scalpturatum associated with black poplar under differing
environmental conditions. Environ Microbiol. 8 (5):773-86.

Guadet, J., Julien, J., Lafay, J.F., Brygoo, Y., 1989. Phylogeny of Some Fusarium
Species, as Determined by Large-Subunit rRNA Sequence Comparison.
Molecular Biology Evolution, 6 (3): 227-242.

Heilmann-Clausen, J., Christensen, M., Froslev, T.G., Kjoller, R., 2017. Taxonomy of
Tricholoma in northern Europe based on ITS sequence data and morphological
characters. Persoonia 38: 38-57

Hibbett, D.S., 1992. Ribosomal RNA and fungal systematics. Mycological Society, 33:
533-556.

Hibbett, D.S., Binder, M., Bischoff, J.F., Blackwell, M., Cannon, P.F., Eriksson, O.E.,
Huhndorf , S., James, T., Kirk, P.M., Lucking, R., Lumbsch, H.T., Lutzoni, F.,
Matheny, P.B., Mclaughlin, D.J., Powell, M.J., Redhead, S., Schoch, C.L.,
Spatafora, J.C., Stalpers, J.A., Vilgalys, R., Aime, C.M., Aptroot, A., Bauer, R.,



59

Begerow, D., Benny, G.L., Castlebury, L.A., Crous, P.W., Dai, Y., Gams, W.,
Geiser, D.M., Griffith, G.W., Gueidan, C., Hawksworth, D.L., Hestmark, G.,
Hosaka, K., Humber, R.A., Hyde, K.D., Ironside, J.E., Koljalg, U., Kurtzman,
C.P., Larsson, K.H., Lichtwardt, R., Longcore, J., Miadlikowska, J., Miller, A.,
Moncalvo, J.M., Mozley-Standridge, S., Oberwinkler, F., Parmasto, E., Reeb, V.,
Rogers, J.D., Roux, C., Ryvarden, L., Sampaio, J.P., SchiiBler, A., Sugiyama,J.,
Thorn, R.G., Tibell, L., Untereiner, W.A., Walker, C., Wang, Z., Weir,A., Weiss,
M., White, M.M., Winka, K., Yao, Y. Zhang, N., 2007. A higher-level
phylogenetic classification of the fungi, Mycological Research, 111: 509-547.

Hinrikson, H.P., Hurst, S.F., Lott, T.J., Warnock, D.W., Morrison, C.J., 2005.
Assessment of ribosomal large-subunit D1-D2, mternal transcribed spacer 1, and
mternal transcribed spacer 2 regions as targets for molecular identification of
medically important Aspergillus species, Journal of Clinical Microbiology, 43:5,
2092-2103.

Horton, T.R., Bruns, T.D., 2001. The molecular revolution in ectomycorrhizal ecology:

peeking into the black-box. Molecular Ecology, 10: 1855-71.

Hosford, D., Pilz D., Molina, R., Amaranthus, M., 1997. Ecology and managament of
the commercically harvested american matsutake mushroom, general technical
report, Portland, United States Department of Agriculture, PNW- GTR 412: 5-7.

Iban, S. 2011. Tricholoma anatolicum ve Tricholoma caligatum’un Morfolojik ve
Molekiiler Yionden Karsilastirilmasi. (yiksek lisans tezi). Selcuk Universitesi,
Biyoloji Anabilim Dah, Konya.

Intinii, M., Dogan, H.H, Riva. A., 2003. Tricholoma anatolicum spec. nov.: a new
member of the matsutake group. Micologia e Vegetatione Mediterranea 18: 135—
142.

Iwase, K., 1994. Distribution of the ectomycorrhizal fungus Tricholoma matsutake and
the related species and some characteristics of their solates. soil microorganisms
tsukuba office of MAFF research council. In: proceding of the international
workshop on genetic resources. Tsukuba Office of MAFF Research Council 12:
5-7 (78-188).

Jargeat, P., Martos, F., Carriconde, F., Gryta, H., Moreau, PA., Gardes, M., 2010.
Phylogenetic species delimitation in ectomycorrhizal fungi and implications for
barcoding: the case of the Tricholoma scalpturatum complex (Basidiomycota).
Mol Ecol, 19: 5216-30.

Jordan, M., 2004. The Encyclopedia of Fungi of Britain and Europe. Frances Lincoln
Publishers P.51. UK.

Justo, A., Vizzini, A., Minnis, A.M., Nelson Menolli Jr., Capelari, M., Rodriguez, O.,
Malysheva, E., Contu, M., Ghignone, S., Hibbett, D. S., 2011. phylogeny of
the Pluteaceae (Agaricales, Basidiomycota): taxonomy and character evolution.
Fungal Biology, 115 (1): 1-20.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614610001595

60

Kalmer, A. 2016. Tiirkiye’de Yayilis Gdisteren Melanoleuca Pat. Cinsine Ait Baz
Tiirlerin Filogenetik Analizi (yiksek lisans tezi). Van YYU, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Van.

Kiigogly, M., Ozkog, 1., 2008. Fungal sistematikteki molekiiler gelismeler. OMU
Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 23 (1): 65-72.

Kibby, G., 2010. The Genus Tricholoma in Britain, Field Mycology, 11 (4): 113-140.

Kost, G. 1984. Megatricholoma nov. gen. Eine neue agaricoide Gattung mit
verwandtschaftlichen Beziehungen zu Arten anderer Organisationsstufen der
Homobasidiomyzeten. Sydowia 37: 53-74.

Kuo, M., Methven, S.A., 2014. Mushrooms of the Midwest, University of Illinois
Press. Urbana, Chicago and Springfield.

Kuo, M., 2006. Tricholoma fracticum. MushroomExpertCom web site:
http:/www.mushroomexpert.com/tricholoma_fracticum.html  .Erisim  Tarihi:
13.11.18

Kurtzman, C.P., Robrett, C. J, 2013. Relationships among genera of the
Saccharomycotina (Ascomycota) from multigene phylogenetic analysis of type
species. FEMS Yeast Research, 13: 23-33.

Landecker, E. M., 1996. Fundamentals of The Fungi, Prentice Hall, Upper Saddle
River, New Jersey.

Lemey, P., Salemi, M., Vandamme, A.M., 2009. The Phylogenetic Handbook A
Practical Approach to Phylogenetic Analysis and Hypothesis Testing.
Cambridge University Press, New York. 723.

Liu, K., Liu, L., Porras-Alfaro, A., Kuske, C.R., Eichorst, S.A., Xie, G., 2012. Accurate,
rapid taxonomic classification of fungal large-subunit rRNA genes. Applied and
Environmental Microbiology, 78 (5): 1523-1533.

Marschner, H., 1995. Mineral Nutrition of Plants, 2nd ed., Academic Press, London,
UK.

Moreau, P.A. 2011. Deux tricholomes peu connus retrouvés en Savoie: Tricholoma
inodermeum et T. subfusipes. Bulletin Mycologique et Botanique Dauphiné-
Savoie 200: 21-34.

Moretti, A., 2016. Taxonomy and identification of basidiomycetes. ISPA-CNR, Bari,
Italy.

Nei, M., Kumar, S. 2000. Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University
Press, Inc., New York.

Nedelin, T. 2014. Ectomycorrhiza — nature and signficance for finctionmg of forest
ecosystems. Forestry Ideas, 20 (47): 3-29.

Nilsson, R.H., Kristiansson, E., Ryberg, M., Hallenberg, N. Larsson K.H., 2008.
Intraspecific  ITS variability in the Kingdom Fungi as expressed in the
international sequence databases and its implications for molecular species
identification. Evol Bioinform Online 4: 193-201.

Noordeloos, M.E., Christensen, M., 1999. Tricholoma. In: Bas, C., Kuyper T.W.,
Noordeloos, M.E., et al. (eds). Flora Agaricina Neerlandica, 4: 107-148.
Balkema, The Netherlands.

Osmundson,  T.W., Robert, V.A., Schoch, C.L., Baker, L.J., Smith,A., Robich,
G., Mizzan, L., Garbelotto, M.M., 2013. Filling gaps in biodiversity knowledge


http://www.mushroomexpert.com/tricholoma_fracticum.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osmundson%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robert%20VA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schoch%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baker%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robich%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robich%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizzan%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garbelotto%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23638077

61

for macrofungi: Contributions and Assessment of an herbarium collection DNA
barcode sequencing project, Plos One, 8 (4): 62419.

Ota Y, Yamanaka T, Murata H, Neda H, Ohta A, Kawai M, Yamada A, Konno M,
Tanaka C, 2012. Phylogenetic relationship and species delimitation of
“matsutake” and allied species based on multilocus phylogeny and haplotype
analyses. Mycologia 104: 1369-1380.

Patterson, J., Chamberlain, B., Thayer, D., 2004. Finch TV Version 1.4.0. Geospiza
Inc.

Patterson, J., Chamberlain, B., Thayer, D., 2006. Finch TV Version 1.4.0. Geospiza

Inc.

Phillips, R., 2006. Mushrooms: A Comprehensive Guide to Mushroom Identification,
105-113. 388 p.

Raja, H.A., Miller, A.N., Pearce, C.J., Oberlies N.H., 2017. Fungal identification using
molecular tools: A primer for the natural products research community. Journal
of Naturel Products, 80 (3): 756—770.

Riva A. 1988. Tricholoma (Fr.) Staude. Fungi Europaei, vol. 3, Libreria Giovanni
Biella, Italy.

Riva, A. 2003. Fungi Europaei, vol. 3, Tricholoma (Fr.) Staude. Alassio, Italy:
Edizioni Candusso.

Roy, S., Dasgupta, R., Bagchi, A. 2014. A review on phylogenetic analysis: A journey
through modern era. Computational Molecular Bioscience, 4:39-45.

Sanchez-Garcia, M., Matheny, B.P., Palinez G., Lodg D.J., 2014. Deconstructing the
Tricholomataceae (Agaricales) and introduction of the new genera Albomagister,
Corneriella, Pogonoloma and Pseudotricholoma, Takson, 63 (5): 993-1007.

Sanchez-Garcia, M., Matheny., 2017. Is the switch to an ectomycorrhizal state an
evolutionary key innovation in mushroom-forming fungi? A case study in the
Tricholomatineae (Agaricales), Evolution, 71-1:51-65.

Schoch, C.L., Seifert, K.A., Huhndorf, S., Robert, V., Spouge, J.L., Levesque, C.A,,
Chen, W., 2012. Fungal barcoding consortitm nuclear ribosomal mternal
transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA barcode marker for fungi.
PNAS, 109: 6241-6246.

Shanks, K.M., 1997. The Agaricales (Gilled Fungi) of California. 11. Tricholomataceae
Il. Tricholoma. Mad River Press: Eureka, CA. 54 p.

Sesli, E., Denchev, C.M., 2014. Checklists of the Myxomycetes, Larger Ascomycetes,
and Larger Basidiomycetes in Turkey. Mycotaxon, 6: 1-136.

Sesli, E., 2014. Studies on new fungal records for Turkish Mycota from Trabzon.
Turkish Journal of Botany, 5 (1) 38: 608-616.

Sesli, E., Ortiici, S., Ayta¢, E., 2018. Tiirkiye mikotasi icin yeni kayitlar
(Basidiomycota-Agaricales). Bagbahge Bilim Dergisi, 3 (1): 15— 20.

Simon, K.U., Wei, M., 2008. Intragenomic variation of fungal ribosomal genes is
higher than previously thought. Molecular Biology Evolution, 25 (11): 2251-
2254,

Singer R., 1986. The Agaricales in Modern Taxonomy. 4th ed. Koenigstein K6nigstein
im Taunus, Germany: Koeltz Scientific Books.



62

Smith, M.E., Douhan, G.W., Rizzo, D.M. 2007. Ectomycorrhizal community structure
in a xeric Quercus woodland based on rDNA sequence analysis of sporocarps and
pooled roots. New Phytol. 174 (4):847-63.

Solak, M.H., Isiogly, M., Erbil, K., Al H., 2015. Macrofungi of Turkey, Checklist
Volume I, Universiteliler Ofset, Izmir.

Sen, 1., All, H., Cdl, B., 2018. Tricholoma bonii, a new record for Turkish Mycota and
notes on its taxonomic status based on morphological and molecular Evidence.
Turkish Journal of Life Sciences, 3 (1): 200-204

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., M., Kumar, S., 2013. MEGAG®:
Molecular evolutionary genetics analysis version 6.0. Molecular Biology
Evolution, 30 (12): 2725-2729.

Vilgalys, R., & Hester, M. (1990). Rapid genetic identification and mapping of
enzymatically amplified ribosomal DNA from several Cryptococcus species.
Journal of Bacteriology 172: 4239-4246.

Vizzini, A., Ercole, E., Contu, M. 2012. A contribution to the ITS-LSU phylogeny of
the genus Leucopaxillus (tricholomatoid clade, Agaricales), with three new genera
and notes on Porpoloma. Mycosphere, 3 (1): 79-90.

Vizzini, A., Antonin, V., Sesli, E. Contu, M., 2015. Gymnopus trabzonensis sp. nov.
(Omphalotaceae) and Tricholoma virgatum var. fulvoumbonatum var. nov.
(Tricholomataceae), two new white-spored agarics from Turkey. Phytotaxa 226
(2): 119 130.

Wang, H., Xu, Z., Gao, L., Hao, B., 2009. A fungal phylogeny based on 82 complete
genomes using the composition vector method. BMC Evolutionary Biology, 9
(195): 1471-2148.

Wang, X.C., Liu, C., Huang, L., Bengtsson-Palme, J., Chen, H., Zhang, J.H., Cai, D., Li
J.Q., 2015. ITS1: a DNA barcode better than ITS2 in eukaryotes? Mol Ecol
Resour., 15(3):573-86.

Woese, R.C., Olsen, J.G., 1993. Ribosomal RNA: A key to phylogeny. The FASEB
Journal, 7: 113-122.

Wen, J., Zimmer, E.A., 1996. Phylogeny and biogeography of Panax L. (the Ginseng
Genus, Araliaceae): Inferences from ITS sequences of nuclear ribosomal DNA.
Molecular Phylogenetics and Evolution, 6 (2): 167-177.



EKLER

Ek 1. Orneklerin DNA konsantrasyonlar1 ve safliklar1 ile dlgiim tarihleri

Ornek  Ornek DNA Saflik Tarih
No Ad Konsantrasyonu (260/280%)

T.184-1 T. sp. 4274 ng/ pl 18 19.10.2017
T.184-2 T. sp. 402,5 ng/ pl 19 16.05.2018
T.685-1 T. sp. 1294 ng/ ul 19 28.07.2017
T.685-2 T. sp. 728 ng/ pl 19 21.05.2018
T.177 T. populinum 314,5 ng/ ul 18 25.07.2017
T.108 T. populinum 653,7 ng/ ul 19 28.07.2017
T.985 T. populinum 779,1 ng/ ul 18 24.10.2017
T.1004-1  T. cedretorum 897,8 ng/ ul 19 12.10.2017
T.1004-2  T. cedretorum 791 ng/ pl 20 05.07.2018
T.7056 T. albobrunneum 701,3 ng/ ul 19 16.10.2017
T.5016 T. aurantium 204,5 ng/ pl 18 24.10.2017
T.5049 T. aurantium 839,7 ng/ ul 18 16.10.2017
T.5657 T. aurantium 5429 ng/ pl 19 19.10.2017
T.4794 T. focale 772,9 ng/ pl 19 19.10.2017
T.4810 T. focale 110 ng/ pl 18 20.02.2018
T.4722-1  T.batschii 84 ng/ul 20 15.12.2017
T.4722-2  T.batschii 779 ng/ pl 19 05.06.2018
T.4754-1  T. fracticum 223 ng/ ul 20 15.12.2017
T.4754-2  T. fracticum 207 ng/ ul 19 21.05.2018
T.3523-1  T.subannulatum 557,9 ng/ ul 19 12.10.2017
T.3523-2  T.subannulatum 696,2 ng/ ul 19 05.06.2018
T.19-1 T. imbricatum 922 ng/ pl 20 14.02.2018
T.19-2 T. imbricatum 791 ng/ pl 20 05.06.2018
T.94 T. vaccinum 160 ng/ pl 19 14.02.2018
T.5993 T. vaccinum 497 ng/ ul 19 22.09.2017
T.667-1 T. argyraceum 72,88 ng/ pl 18 12.10.2017
T.667-2 T. argyraceum 1039 ng/ 2.0 05.07.2018
T.43 T. scalpturatum  440.5 ng/ ul 2.0 19.10.2017
T.139 T. scalpturatum 12145 ng/ul 2.0 19.06.2018
T.718-1 T. sp. 218 ng/ pl 19 22.09.2017
T.718-2 T. sp. 791 ng/ pl 20 05.07.2018
T.17-1 T. sp. 93 ng/ ul 20 29.03.2018
T.17-2 T.sp 305 ng/ pl 20 05.07.2018
T.666 T. terreum 201,1 ng/ pl 19 16.04.2018
T.703 T. terreum 354 ng/ pl 18 25.07.2017
T.6997 T. terreum 452,77 ng/ ul 18 24.10.2017
T.6990 T. terreum 137 ng/ pl 19 22.09.2017
T.7040 T. terreum 22,12 ng/ pl 18 06.12.2017
T.4765-1  T. caligatum 538 ng/ ul 18 22.09.2017
T.4765-2  T. caligatum 651 ng/ pl 18 19.06.2018
T.4770-1  T.viridilutescens 1028 ng/pl 19 24.10.2017
T.4770-2  T.viridilutescens 1169 ng/ul 20 05.07.2018
T.5266-1 T. portentosum 1613 18 25.07.2017
T.5266-2  T. portentosum 1745 ng/ 1.8 19.06.2018
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