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Morfolojik ve mikroskobik karakterlerinin benzerligi nedeniyle, Gymnopus (Pers.) Gray (Basidiomycota,
Omphalotaceae) cinsine ait Gymnopus dryophilus (Bull.) Murrill ve Gymnopus ocior (Pers.) Antonin &
Noordel tirlerinin klasik yontemlerle ayrimi olduk¢a zordur. Bu yizden bu galismada, Mugla ve
Kutahya’dan toplanan bu iki tiire ait 6rneklerin teshisinde yardimci olmak tizere, molekdiler sistematik
yaklasimdan yararlanilmistir. Bunun igin, makrofunguslarda evrensel barkod geni olan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi tercih edilmistir. Ulkemizden toplanan séz konusu mantar érneklerinin ITS
gen dizileri veri tabanlarina kazandiriimis ve biyoinformatik analizler sonucu filogenetik agag
olusturulmustur. Sonug olarak, G. ocior ve G. dryophilus 6rneklerinin ayriminda ITS gen dizi analizinin,
tir teshisinde destekleyici olabilecegi gosterilmistir.

ITS gene and Classical Systematic Analyzes of Gymnopus ocior (Pers.)
Antonin & Noordel ve Gymnopus dryophilus (Bull.) Murrill species

collected from

Mugla and Kiitahya
Abstract

Keywords
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Due to the similarities in morphological and microscopic characters, it is sometimes difficult to
distinguish the species of Gymnopus dryophilus (Bull.) Murrill and Gymnopus ocior (Pers.) Antonin &
Noordel belonging to the genus of Gymnopus (Pers.) Gray (Basidiomycota, Omphalotaceae by using
only classical approaches. Therefore, in this study, the approach of molecular systematic was utilized in
order to be used as an aid to identifying the two —mentioned- species collected from Mugla and
Kutahya. For this purpose, the universal barcode gene for the mancrofungi world, ITS (Internal
Transcribed Spacer) was preferred. As a result of this study, ITS gene sequences of the macrofungi
samples collected from our country have been added to the gene databases and following some
bioinformatics analyzes, the phylogenetic tree were constructed. In conclusion, we report that ITS gene
sequence analysis can contribute to the identification of G. ocior and G. dryophilus species.

1. Giris

2015; Pilat 1933; Watling and Gregory 1977). Cinse,
yakin zamanda Tirkiye’ ye endemik olan Gymnopus

Gymnopus (Pers.) Gray cinsi diinya genelinde genis
bir yayilis alanina sahip olup, 300 civarinda tir
icerir (Antonin et al. 2013). Ulkemizde ise bu cinse
ait 13 tdr bulunmaktadir (Akata and Uzun 2017;
Akata 2017; Afyon and Konuk 2002; Baba et al.
2012; Glcin et al. 1995; Isiloglu et al. 1998; Kasik et
al. 2005; Kaya 2000; Oztiirk et al. 2010; Oztiirk and
Kasik 1996; Sesli and Denchev 2014; Solak et al.

trabzonensis Vizzini, Antonin, E. Sesli & Contu tiri
eklenmis ve toplam sayi 14’e ¢ikmistir (Vizzini et al.
2015).

Calisma konumuzu olusturan Gymnopus dryophilus
(Bull.) Murrill ve Gymnopus ocior (Pers.) Antonin &
Noordel. tirleri makroskobik ve mikroskobik
karakterler bakimindan birbirine olduk¢a benzerlik
gosterir (Antonin and Noordeloos 2010). Bu
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benzerlikler teshis asamasinda arastirmacilari
yanilgiya duslrebilmektedir. Klasik yontemlere ek
olarak molekiiler yaklasimlarin da degerlendirilmesi
yapilan teshisin giivenilirligini arttirmaktadir.

Mugla ve Kitahya’dan toplanan bu iki tire ait
ornekler, Mugla Sitki  Kogman  Universitesi
Kriptogram laboratuvarinda  makroskobik ve
mikroskobik olarak incelenmis ancak teshislerinde
bazi zorluklarla karsilagiimistir. Kesin teshislerinin
saglanmasi amaci ile burada G. dryophilus ve G.
ocior tirlerine ait oOrneklerin ITS gen sekanlari
belirlenerek; gen dizilimlerinin bu iki tir arasinda
ayirt edici olup, olmadigi arastiriimistir.

Makrofunguslarla ilgili filogenetik ¢alismalarda,
cekirdek ve mitokondriyal rDNA bolgeleri (18S
rDNA, ITS vb.) ile protein kodlayan genler (RPB1,
EF-1a vb.) kullanilmaktadir (Taskin, 2011). ITS
bolgesi, tir tespiti ve tirler arasi iliskilerde 6zellikle
makrofungus taksonomisinde kabul géren resmi bir
molekiler barkottur (Schoch et al. 2012). Bu bdlge
diger bolgelerden daha degisken olup, daha hizh
evrim gegirdikleri igin, ayni cins igindeki tirler
arasinda, tir ici populasyonlar arasindaki calismalar
icin oldukca uygun bolgelerdir (Taskin, 2011). Tek
ornegin  dizi analizii, mevcut diziler ile
karsilastirildiginda, anlamh taksonomik bilgi elde
etmek icin kullanilabilmektedir.

2. Materyal ve Metot

Calismada kullanilan 6rneklerden D 17, D 18, D 22
ve D 40 Mugla’nin Kotekli yerleskesinden ve Alli
3709 ve Alli 3722 o6rnekleri ise Kitahya'dan 2011-
2014 yillan arasinda toplanmistir. Bulunan bu
orneklerin morfolojik ve habitat ozellikleri not
edilmis, fotograflari cekilmis ve uygun kosullarda
laboratuvar ortamina tasinmistir. Ornekler, spor
baskilari alindiktan sonra kurutulmus, Mugla Sitki
Kogman Universitesi Fungaryumu’ na konmustur.
Her bir 6rnegin spor rengi, olglleri, cystidia ve
basidium yapilari mikroskobik olarak
fotograflanarak incelenmistir (Leica DM 7500).
Makroskobik ve ekolojik 06zellikleri de dikkate
alinarak, literatlr bilgileri 1s18inda tir tespit
calismalari yapilmistir (Antonin and Noordeloos
2010; Knudsen and Vesterhold 2012).

2.1. Genomik DNA izolasyonu ve ITS PCR
0,05-0,1 gr kuru mantar ile Qiagen Plant Minikit
protokolii veya Balci (2016)'da ki Silika dioksit

yontemi kullanilarak, orneklerden DNA
izolasyonlari  yapilmistir. DNA’lar  -20°C'de
saklanmigtir. DNA’y1 agaroz jelde gorintiilemek
icin; 4 ul DNA, 2 ul yikleme boyasi (6X) ve 4 ul 1X
TAE kullanilmistir. Ornekler, %0,8’lik agaroz jelde
yuritilmts ve UV stk altinda gorintileme
yapilmistir (DNRminiBisPro).

Genomik DNA izolasyonu yapilan mantar tirlerinin
molekiler yontem ile tanimlanabilmesi igin
mantarlar i¢in barkod geni olan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi kullanilmistir. 1TS1 (3’-
TCC GTA GGT GAA CCT GCG G -5’) veya ITS1F (3’-
CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A -5’) ve ITS4 (5'-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’ ) primerleri
kullanilarak, ITS-PCR yapilmistir. Ornek miktarinin
bir fazlasi oraninda sirasiyla; 31,5 ul dH20, 5 pl 10X
Taq Buffer, 4 pul MgCI2(10 mM), 5 pl dNTP(2 mM),
1 pl ITSIF (10pmol/ul) ve 1 pl ITS4 (10pmol/ul)
karisima eklenerek PCR karisimi  hazirlanmis,
etiketlenen PCR tiiplerine genomik DNA’dan 2’ser
pl eklenmistir. Son olarak PCR karisimina 0,5 pl Taq
Polimeraz enzimi (5U/ul) eklenmis, karisim iyice
pipetlenerek son hacim 50 pl olacak sekilde PCR
tiplerine ilave edilmis, DNA ornegi ile iyice
karismasi saglanmistir.

PCR programi olarak; o6rnekler 35 dongii olacak
sekilde; 94°C'de 3 dakika (ilk denatlirasyon),
94°C’de 1 dakika (denatiirasyon), 52°C’de 1 dakika
(baglanma), 72°C'de 2 dakika (uzama) ve takiben
72°C'de 10 dakika (son uzama)'da tutulmustur.
Daha sonra PCR urlinleri %0,8’lik agaroz jele 8'er pl
yiklenmis, 100 V’'da elektroforez yapilmistir.
Sonucunda UV isik altinda goérintileme yapilmistir
(DNRminiBisPro).

2.2. Piirifikasyon, sekanslama ve biyoinformatik
analizler

PCR drunlerinin miktari arttirilmis, daha sonra 1,5
ml’lik ependorfta ayni ornekler birlestirilmistir.
Ornek miktari  o®lcilmis (130-150ul), &rnek
miktarinin 1:4’G oraninda 6X Dye yikleme boyasi
(loading dye) eklenmis ve % 0,8 oraninda agaroz jel
hazirlanarak, boya ile iyice karistirilan 6rnekler jele
yiklenmistir.  Orneklerin  jelin sonuna kadar
ylriimesi saglanarak istenmeyen her tirli banttan
temizlenmesi saglanmis, ITS bandlari UV isik altinda
kesilerek alinmistir. Kesilen orneklere ait jellerin

miktarlari tartilmistir. Daha sonra Fermentas
GenelJET Gel Extraction Kit'i kullanilarak PCR
Granleri  saflastinlmistir.  Elde edilen DNA’lar
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tekrardan %0,8’lik agaroz jele 1 ul yiklenmis ve UV
1sik altinda gorintilenmistir (DNRminiBisPro).

DNA’nin niikleotid dizisini saptamak amaci ile 30-50
pul PCR Urind saf DNA, ITS1 ya da ITS1F ve ITS4
primerleri ile ¢ift okuma sekans analizi yapiimistir
(Macrogen, Hollanda). ITS1F ve ITS4 primerleri ile
okutulan sekanslar, Bioedit programinda
birlestirilerek, kontig sekans olusturulmustur (Int
Kyn. 1). Ornegin kontig sekansi NCBI BlastN
programinda bulunan diger Genbank nikleotid
verileri ile karsilastiriimistir. Filogenetik analiz igin
ITS sekansi Clustal W kullanilarak hizalanmistir.
Filogenetik aga¢c  Neighbour-Joining metodu
kullanilarak, Mega 6’da olusturulmustur (Tamura et
al. 2013). Elde edilen filogenetik agacin gecerliligi
ve dallarin givenilirligi acisindan Bootstrap analizi
10.000 kez tekrarlanmustir.

3. Bulgular

Gymnopus dryophilus ve Gymnopus ocior tirlerine
ait Kiatahya ve Mugla illerinden toplanan
orneklerin, filogenetik ve klasik sistematik
yontemler yardimiyla tiir teshisleri saglanmistir.

3.1. Fenotipik ve mikroskobik bulgular

Gymnopus dryophilus (Bull.) Murrill

Sapka, 10-60 mm, konveksten diize degisen
sekillerde, turuncu kahve veya okra kahve
tonlarda, kenarlari belirgin sekilde c¢izgili ve
islaninca  saydamlasan yapidadir  (Sekil 1a,
1b,1c,1d). Lameller beyaz-soluk krem, sik yapida,
adnat-emerginat. Sap 30 - 120 x 1-5 mm,,
plrizslz, sapkayla ayni veya daha soluk renktedir
(Sekil 1b, 1c). Sporlar, 4 — 7 x 2,5 — 4 um, seffaf,
elips seklinde (Sekil 1e). Sistidia 15 — 70 x 4 — 12
um kiclik dallanmalar goralar (Sekil 5a). Habitat:
Humuslu asidik topraklarda, ormanlk alanlarda
bitki  dokintilerinin  arasinda grup halinde
yetismektedir (Antonin and Noordeloos 2010;
Knudsen and Vesterhold 2012).

Degerlendirilen ornekler: Kotekli-Yenikdy arasi
Pinus brutia Ten. ormani, 15.04.2013, D 22, D 40.
Alikahya Koy, Gediz, Pinus brutia Ten., Quercus sp.

karisik ormani, 630 m., 21.10.2011, Alli 3709,
3722.

Sekil 1. Gymnopus dryophilus, a. Bazidiyokarp D 22, b.
Bazidiyokarp D 40, c. Bazidiyokarp Alli 3722, d.,
Bazidiyokarp Alli 3709, e. Bazidiyospor.

Gymnopus ocior (Pers.) Antonin & Noordel.

Sapka, 10 — 40 mm, konveks, koyu kirmizimsi
kahve, kenarlar soluk renkte, kenarlari islaninca
saydamlasan yapidadir (Sekil 2a) . Lameller beyaz,
krem veya sari, sik yapida, adnat-emerginat. Sap 20
— 60 x 2-5 mm., silindirik, pirizsiz, sari veya okra
renktedir (Sekil 2b). Sporlar, 4,5 - 6 x 2,5 — 4 um,
seffaf, elips seklinde (Sekil 2c). Sistidia 12 — 45 x 3 —
9 um dizensiz ve genis, loblu dallanmalar gorulir
(Sekil 5b). Habitat: Humuslu topraklarda, yaprak
doéken agaclarin oldugu ormanlk alanlarda odun
kirintilari  arasinda  genellikle grup halinde
yetismektedir (Antonin and Noordeloos 2010;
Knudsen and Vesterhold 2012).

Degerlendirilen ornekler: Kotekli-Yenikdy arasi
Pinus brutia Ten. ormani, 15.04.2013, D 17, D 18.

10pum

Sekil 2. Gymnopus ocior, a. Bazidiyokarp D 17, b.
Bazidiyokarp D 18, c. Bazidiyospor.

3.1. Molekiiler ¢alismalar sonucu elde edilen
bulgular

Kuru makrofungus oOrneklerinden genomik DNA
izolasyonu yapilmis, iki tire ait 6rneklerin ITS gen
bolgesi ¢ogaltiimistir. Cogaltilan DNA’nin
purifikasyonu yapilmistir. Agaroz jel elektroforez
gorintileri elde edilmistir (Sekil 3).

AKU FEMUBID 17 (2017) 021002

368



Mugla ve Kiitahya’dan Toplanan Gymnopus ocior (Pers.) ... Bekir COL vd.

< <
é:,* A f S QV20 degerleri gz 6ntinde bulundurularak Bioedit
Q ¥ . . . ..
S programi ile kontig islemi yapilmis ve BlastN analizi
—— sonucu Mega6 programi ile tirlere ait filogenetik
e b agaclar olusturularak 6rneklerin molekiiler olarak
6000 by .
300065 e tanimlamalari yapilmistir (Sekil 4).
2000 bp 2000 bp
1500 bp 1500bp
1000 bp 1000 bp
500 bp 500 bp

Sekil 3. D 17 ve D 40 no’lu 6rneklere ait ITS PCR ve
purifikasyon agaroz jel elektroforez goriintileri

3709 contig €~
gb JX536151.1 Gymnopus dryophilus
D40 contig €~
gb JX536154.1 Gymnopus dryophilus
gb JX536155.1 Gymnopus dryophilus
D22 contig ¢
99| gb JX536153.1 Gymnopus dryophilus
3722 contig €~
gb JX536144.1 Gymnopus dryophilus
gb JX536156.1 Gymnopus dryophilus
gb JX536148.1 Gymnopus dryophilus
gb JX536157.1 Gymnopus dryophilus
gb JX536146.1 Gymnopus dryophilus
gb JX536140.1 Gymnopus dryophilus
gb JX536173.1 Gymnopus aquosus

gb KR264910.1 Gymnopus aquosus

- gb JX536174.1 Gymnopus aquosus

gb JX536171.1 Gymnopus aquosus

gb JX536169.1 Gymnopus aquosus
D18 contig €~
gb JX536162.1 Gymnopus ocior
o9 gb JX536161.1 Gymnopus ocior
gb JX536165.1 Gymnopus ocior

:— D17 contig «-
17 gb JX536164.1 Gymnopus ocior

0.002

Sekil 4. Orneklere ait filogenetik agac

4., Tartisma ve Sonug
Gymnopus cinsi Levipedes bolimi, 8 cm ve alti
Bu calismada, Mugla ve Kutahya’dan toplanan ve  biyiikliikte, gengken konveks ve kenarlari ige dogru
teshislerinde zorlanillan Gymnopus ocior’a ait 6 kivrik yaslandikca diizlesen vyapida, tiiysiiz ve
érnegin  morfolojik ve molekiler ydntemler  kaygan yapida, krem ve kahve tonlarda sapkaya,
kullanilarak tiir tayinleri yapiimistir. beyaz, sik ve sapa bagl lamellere (adnate-
|
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emerginate), elips seklinde renksiz, inamiloid
sporlara sahiptir. Cogunlukla kiimelenmis olarak
yasayan, saprofitik ozellikte olan bu grup, sekiz
takson (G. alpinus (Vilgalys & O.K. Mill.) Antonin &
Noordel., G. aquosus (Bull.) Antonin & Noordel., G.
dryophilus (Bull.) Murrill, G. erythropus (Pers.)
Antonin, Halling & Noordel., G. fagiphilus (Velen.)
Antonin, Halling & Noordel., G. hybridus (Kiihner &
Romagn.) Antonin & Noordel.,, G. lanipes
(Malengon & Bertault) Vila & Llimona ve G. ocior
(Pers.) Antonin & Noordel.) icermektedir (Antonin
et al. 2013). Ozellikle, bu béliim icinde yer alan G.
ocior ve G. dryophilus morfolojik olarak benzer
karakterlere sahip olmasi nedeniyle bircok
arastirmaci tarafindan karistirilmaktadir. Antonin
ve ark. (2013)’e gore bu taksonlar G. dryophilus
grubu olarak isimlendirilmektedir. Sunulan bu
caisma  kapsaminda, Mugla ve Kitahya
yorelerinden toplanan G. ocior ve G. dryophilus
ornekleri morfolojik ve molekiiler olarak analiz
edilmis ve tartisilmistir.

G. ocior, G. dryophilus’a gore daha koyu ve
kirmizimsi renkte sapkaya sahiptir. Ayrica G.
dryophilus’un sapka kenari ¢izgili yapidadir. Bir
diger fark ise, G. ocior ‘un lamelleri beyaz veya
limon sari olabilirken G. dryophilus’un lamelleri
beyaz veya krem tonlardadir (Antonin and
Noordeloos 2010; Knudsen and Vesterhold 2012).
Bulunan o6rnegin vyash veya kurumus olmasi
durumunda renk degisikliginden dolay! bu iki tiri
ayirt etmek zorlasmaktadir (Sekil 1c, 2a).
Mikroskobik o6zelliklerine bakildiginda da spor
boyut ve sekilleri birbirlerine yakindir (Sekil 1e, 2c).
Bunun yani sira cheilocystidia yapilar iki tirde de
clavate veya coralloid yapidadir. Ancak, G. ocior’ da
daha genis, loblu dallanma goérilmektedir (Sekil 5)
(Knudsen and Vesterhold 2012; Antonin et al.
2013).

A ' | B

Sekil 5. Orneklere ait cheilocystidia yapilari a. G.
dryophilus, b. G. ocior (Antonin et al. 2013).

iki tur arasinda makroskobik ve mikroskobik
karakterler  bakimindan  blyldk  benzerlikler
bulunmasi ve degerlendirilen érneklerin morfolojik
karakterlerinin 6zellikle kuru 6rneklerde ayirmasi
¢ok zor oldugu icin, yapilan teshisleri desteklemesi

amacilyla  molekiler sistematik  yontemlere
basvurulmustur.
ITS gen dizilerinin BlastN analizi sonucu

degerlendirilerek olusturulan filogenetik agacta
orneklerin teshisi saglanmis ve bu iki tiir arasindaki
ayrim net olarak ortaya konmustur (Sekil 4). Ayrica
orneklerin birbirlerine benzerliklerini saptamak icin
align two analizi yapilmis, Alli 3709, All1 3722, D 22,
D 40 ornekleri ile G. dryophilus tiri ve D 17, D 18
ornekleri ile G. ocior tirl kendi aralarinda %97 ve
Gzerinde benzerlik gosterirken bu oran farkh tirler
arasinda  %97’nin  altindadir. Bu  sonuglar,
filogenetik agag verilerini destekler niteliktedir.
Mugla ve Kitahya illerinden toplanan G. dryophilus
ve G. ocior tlrlerine ait alti 6rnekte oldugu gibi
birbirine yakin tirleri ayirt etmede ve sistematik
acidan daha glvenilir bilgiler sunmakta molekiler
yontemler oldukca elverislidir. Bu calismada da
goralduga tzere, ITS (Internal Transcribed Spacer)
barkod geni kullanilarak elde edilen filogenetik
agaclar cogu zaman tir teshisi konusunda klasik
sistematige 1stk tutmakta olup, gerekli gorildigi
takdirde kullanilmasi 6nerilmektedir.

Tesekkiir

Bu calisma TUBITAK tarafindan 110R019 no’ lu
proje kapsaminda desteklenmistir. TUBITAK'a
tesekkir ederiz.
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