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Oz: Tricholoma cinsi morfolojik karakterler bakimindan diger cinslerden kolaylikla ayirt
edilebilmesine karsin, yakin morfolojik karakterler bakimindan tur diizeyinde tayini oldukga zor bir
cinstir. Bu calisma ile ekonomik degere sahip ve birbirleriyle oldukga benzer T. caligatum ve T.
anatolicum tirleri arasindaki akrabalik iligskileri morfolojik ve molekiler agidan ele alinmistir. Genetik
iligkiler ISSR markirlari yardimiyla degerlendirilmistir. Elde edilen dendograma goére T. caligatum ve
T. anatolicum tirlerinin birbirlerine % 51 oraninda benzerlik gésterdigi tespit edilmistir. Sonug olarak,
bu iki tirG birbirinden kolayca ayirt etmek i¢in burada morfolojik dzellikler ve molekuler belirtecler
onerilmistir.

Anahtar kelimeler: ISSR, Morfoloji, Tricholoma, Turkiye

The Comparison of Tricholoma anatolicum and Tricholoma caligatum
Species by Morphological and Molecular Methods

Abstract: Although the genus Tricholoma can be easily distinguished from other genera with
morphological characters, it is complicated to determine at the species level in terms of close
morphological characters. Within this study, the relationships between T. caligatum and T.
anatolicum species which have economical value and are very similar to each other are discussed
in terms of morphological and molecular point of view. Genetic relationships were evaluated with
ISSR markers. According to the obtained dendograms, it was found that T. caligatum and T.
anatolicum species were similar to each other at a rate of 51%. In conclusion, morphological traits
and molecular markers are proposed here to easily distinguish these two species from each other.

Key words: ISSR, Lepista nuda, Morphology, Tricholoma, Turkey.

Giris Yenilebilir, tibbi ve ticari 6zelliklerinden dolayr ekonomik
Mantarlar, eski ¢aglardan beri insanoglunun ilgisini degeri ylksek onemli ektomikorizal bir mantar olan
ceken essiz organizmalardir. Mantarlarin tibbi etkilerinin Tricholoma cinsi Tricholoma anatolicum H.H. Dogan &
yani sira, bazi turlerin oldukca lezzetli olmasi nedeniyle Intini, T. matsutake (S. Ito & S. Imai) Singer ve T.
insanlar tarafindan dogadan toplanmis ve tuketilmistir. magnivelare (Peck) Redhead gibi birgok tur icermektedir
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(Galli, 1999; Riva, 2003; Christensen ve Heilmann-
Clausen, 2013). Lezzetli ve besinsel agidan zengin
yenilebilen bazi Tricholoma tirleri (Boa, 2004; Bessette ve
ark., 2013) dogal olarak toplanmakta ve ticareti
yapilmaktadir (Al ve Sen, 2016). Yoéresel adi “katran
mantari” ya da “sedir mantari” olarak bilinen ve tlkemiz igin
endemik  olan  Tricholoma  anatolicum Adana,
Kahramanmaras, Antalya, Karaman, Konya ve
Osmaniye’de sedir (katran) agaglarinin bulundugu yerlerde
yetismektedir (Dogan ve Akata, 2011). Sonbahar aylari
boyunca, T. anatolicum bazi koéyluler tarafindan
toplanmakta ve ihracatgi firmalara satiimaktadir (Kaya ve
ark., 2009). Yenilebilen 6nemli mantarlardan biri olan T.
caligatum (Viv.) Ricken turu Glkemizde Ermenek, Manisa,
Erzurum, Egirdir, Adana, Bati Anadolu, izmir ve Konya
yorelerinde, sonbahar aylarinda genelde ibreli ormanlarda
nadiren de Abies Mill. ve Picea L. tirleri ile birlikte
yetismektedir.

Ekosistemin anahtar bilesenlerinden birisi olmasi
nedeniyle, Tricholoma cinsi birgok arastirmaci tarafindan
arastirma konusu olmustur. T. matsutake ve onun akraba
turlerinin filogenisine iliskin birkag molekiler yaklasima
basvurulmustur. Chapela ve Garbelotto (2004) Konifer
ormanlarindaki T. magnivelare ve T. caligatum tdrleri
arasindaki iligkileri belirlemek i¢in ITS ve AFLP analizleri
gercgeklestiriimis ve matsutake turlerinin polifiletik oldugunu
ortaya koymustur. Japonya'daki genis yaprakli agacglardan
T. bakamatsutake ve T. fulvocastaneum'un filogenetik
konumlari birkag izolat dis grup olarak dahil edilmesinden
dolayi tespit edilememistir (Chapela ve Garbelotto, 2004,
Lim ve ark., 2003; Matsushita ve ark., 2005). Ayrica, tek bir
lokusa dayanan (6rnegin sadece ITS bodlgesi) filogeni
g¢alismalarinda ¢6zim guclinidn dusik olduguna isaret
eden, Ota ve arkadaslari (2012) ¢oklu lokus dizi analizleri
(ITS, tef, gpd, ve megB1 bdlgeleri) ile T. matsutake, T.
anatolicum, Meksika’da bir Tricholoma sp. ve T.
magnivelare taksonlarinin filogenetik pozisyonlarina
odaklanmistir. T. caligatum ve T. anatolicum tdrlerinin
ucucu yag analizlerinin karsilastirimasinda bu iki turGn
dogrulanmasi igin ITS analizleri gerceklestirilmistir (Tagkin
ve ark., 2019). Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR)
dayanan bu molekller yoéntemler, yasam ddngusunin
herhangi bir asamasinda ektomikorizal ~mantarlari
tanimlamak icin hizli, hassas ve guvenilir alternatifler
saglamistir (Amicucci ve ark., 2001; Horton ve Bruns,
2001). Sekans analizlerinin yani sira, turler arasindaki
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genetik iligkileri ve genetik gesitliligi ortaya gikarmada etkili
molekiler markirlar (Ornegin; SSR, AFLP, RAPD ve ISSR
gibi)  bulunmaktadir. ISSR  molekiler  markirlari,
ektomikorizal mantarlarin genetik yapilarini ortaya koymak
icin en etkili araglardan biridir (Gherbi ve ark., 1999; Zhou
ve ark., 1999, 2000; Anderson ve ark., 2001; Sawyer ve
ark., 2001).

T. anatolicum, Tiirk ve italyan mikologlari tarafindan
yeni bir tir olarak o6nerilinceye kadar Turkiye'de T.
caligatum olarak biliniyordu (Intini ve ark., 2003). Bu
calisma ile ekonomik degere sahip ve birbirleriyle oldukga
benzer Tricholoma caligatum ve T. anatolicum tirleri
arasindaki akrabalik iligkileri morfolojik ve molekuler agidan
ele alinmistir.

Materyal ve metot

Arastirma konusu olan mantar tirleri Ekim-Kasim
aylarinda (2009) Adana, Denizli, Antalya ve Konya
illerinden toplanmistir. Toplanan 6&rneklerin bir kismi
fungaryum tekniklerine uygun olarak kurutulmus bir kismi
ise derin dondurucuda yas olarak saklanmistir. Toplanan
turlere ait drnek numaralari Tablo 1’'de verilmistir.

Tablo 1. Toplanan tirlere ait 6rnek numaralari

Ornek No Taksonlar

TTC1 Tricholoma caligatum (Viv.) Ricken
TLDO1 Lepista nuda (Bull.) Cooke

TTAS Tricholoma anatolicum H.H. Dogan & Intini

DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin elde edilmesi i¢in toplanan mantar
drneklerinin her birinin sap, sapka ve lamel olmak Uzere
kuru ornekleri kullaniimigtir. Total genomik DNA’nin
izolasyonu Soltis ve ark. (1991) ve Cullings (1992)
tarafindan modifiye edilen Doyle ve Doyle’nin (1987) 2X
CTAB metodu takip edilerek gerceklestirilmistir.

ISSR-PCR analizi

ISSR-PCR amplikasyonlar Zietkiewicz ve ark.
(1994)'in  protokoline goére yapimistir. Calismada
UBC808, UBCS809, UBCB840, UBC856, UBC826 ve
UBCB818 primerleri kullaniimistir. PCR amplifikasyonlari
sonucunda elde edilen bantlar var/yok durumuna goére 1 ve
0 olarak skorlanmistir.
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Numerik analiz

Sayisal analizlerde sapka capi, sekli, rengi ve
yuzeyi, etli kisim rengi, tadi, kokusu ve yapisi, sap sekli,
rengi, tabani, boyu ve genigligi, lamel rengi, spor boyu,
genigligi, sekli, ylzeyi ve rengi gibi karakterler
kullaniimigtir.

Veri analizi

PCR amplifikasyonlari sonucunda elde edilen
skorlar ve sayisal verilerden elde edilen veriler kombine
edilerek NTSYS pc 2.1 (Rohlf, 1998) programinda
dendogram olusturulmustur.

Tablo 2. Sayisal analizlerde kullanilan morfolojik Karakterler

Sonuglar

Tricholoma anatolicum, Tricholoma caligatum ve
Lepista nuda (disg grup) tirlerinin karakterizasyonunda 5
nicel ve 20 nitel olmak Uzere toplam 25 morfolojik karakter
kullanilmigtir (Tablo 2). T. anatolicum ve T. caligatum
taksonlarinin etli kisimin rengi, kokusu ve yapisi, gencken
lamel rengi, lamelin sapla birlesim sekli, sap sekli, tabani,
rengi, sekli ve baski rengi, annulus varligi gibi karakterleri
paylastiklari tespit edilmistir.

Morfolojik Karakterler

T. anatolicum

T. caligatum

Lepista nuda

Sapka Capi (en gok) 20 cm 20 cm 11cm

Sap Boyu (en ¢ok) 10 cm 15cm 10 cm

Sap Genisligi (en ¢ok) 5cm 2.5cm 3cm

Spor Boyu (en ¢ok) 754 6 u 8.5y

Spor Genisligi (en gok) 5u 5u 5y
Gencken Sapka Sekli Topuz (0) Yarn Kire (1) Yari Kure (1)

Gelismisken Sapka Sekli

Yari Kubbe (0)

Semsiye (1)

Semsiye (1)

Gencgken Sapka Rengi

Krem Beyaz (0)

Sari Halkali (1)

Menekse Mavi (2)

Gelismisken $Sapka Rengi

Sari Krem (0)

Kirmizimsi Kahverengi Halkali

@

Menekse Mavi veya Menekse
kahverengi (2)

Sapka Yiizeyi Tuyla (0) Pullu (1) Diiz(2)
Etli Kisim Rengi Beyaz(0) Beyaz(0) Beyaz(0)
Etli Kisim Tadi Tathmsi (0) Az Acimsi (1) Tatlimsi (0)

Etli Kisim Kokusu

Nergiz kokusunda (0)

Nergiz kokusunda (0)

Aromatik Meyve Kokusunda (1)

Etli Kisim Yapisi

Dolgun Siki Yapili (0)

Dolgun Siki Yapih (0)

Dolgun Siki Yapili (0)

Gengken Lamel Rengi

Krem (0)

Krem (0)

Menekse (1)

Gelismisken Lamel Rengi

Kirmizimsi kahverengi Lekeli (0)

Kirmizimsi kahverengi Lekeli

©

Gri Menekse Bazen Mavi (1)

Lamelin Sapla birlesim Sekli

Sapa Girinti Yaparak (0)

Sapa Girinti Yaparak (0)

Sapa Centik Seklinde Girinti
Yaparak (1)

Sap Sekli Silindirik (0) Silindirik (0) Silindirik (0)

Sap Tabani Taban kisma dogru incelir (0) Taban kisma dogru incelir (0) ;I;-a)banl sigkin comak geklinde
Sap Rengi Beyaz, Krem Beyaz (0) Beyaz, Krem Beyaz (0) Menekse (1)

Spor Sekli Eliptik (0) Eliptik (0) Eliptik (0)

Spor Yiizeyi Diiz (0) Kicuk Sigilli (1) Kugik Sigilli (1)

Spor Rengi Renksiz, Siyanofilik (0) Hiyalin (1) Hiyalin (1)

Spor Baski Rengi Krem (0) Krem (0) Pembe (1)

Annulus Varligi Var (0) Var (0) Yok (1)
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Bu calisma siliresince mikromorfolojik karakterler esas
olmak Uzere molekiler markirlar (UBC808, UBCB809,
MARKIR UBC 808

B

TTC1 TLDO1 TTA3

10000 bp

2000 bp
800 bp

600 bp

500 bp
400 bo

UBC 809

TTC1 TLDO1 TTA3 TTC1 TLDO1 TTA3 TTC1

UBC840, UBC856 ve UBCB826, Sekil 1) ile birlikte veri
matriksine 70 adet veri girilmigtir.
UBC 840 UBC 856 UBC 826

TA3 TTC1TLDO1TTA3

Sekil 1. Tricholoma caligatum, Tricholoma anatolicum ve
Lepista nuda taksonlarina ait ISSR-PCR amplifikasyon sonuglari

Bu kombine verilerle olusturulan dendograma goére
T. caligatum ve T. anatolicum tdrlerinin birbirlerine % 51
oraninda benzerlik gosterdigi bulunmustur (Sekil 2). Dis
grup olan Lepista nuda ise bu iki tire oldukga uzak
goérulmektedir. T. anatolicum morfolojik olarak baglica
asagidaki karakteristik 6zellikleri ile T. caligatum tirinden
farkliliklar gosterir. Sapka rengi acisindan; Tricholoma
anatolicum’un sapka merkezi T. caligatum’a kiyasla daha
acik renklidir. Sapka merkezi Tricholoma anatolicum’da
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sari-krem iken T. caligatum’da kirmizimsi kahverengidir.
Tricholoma anatolicum’da sap daha kisa ve genis, annulus
Ozellikle gelismis evrede daha az belirgindir. T.
caligatum’da ise sap daha uzun ve dar annulus ise ileri
devrede daha belirgindir. Dahasi iki tirtin yetisme yerlerinin
farkli olmasi da ayirt edici bir karakter olarak
degerlendirilmesi gerekir.
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L) L) LA L) L) L) L) L) L) 1) 1) L) L] L) |} L]
025 030 035 040 0.45 050 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 085 0.90 095 1.00

Similarity

Sekil 2. Tricholoma caligatum, Tricholoma anatolicum ve Lepista nuda taksonlarina ait molekdiler ve
morfolojik karakter ile olugturulan dendogram

Intini ve arkadaglari (2003) tarafindan DNA
analizlerine goére, T. anatolicum’a en yakin tarin T.
magnivelare oldugu, ancak bu iki tir arasinda 6nemli
farkhlklar oldugu vurgulanmistir. Ota ve arkadaslari (2012)
tarafindan yapilan ¢ok lokuslu analizler T. magnivelare, T.
matsutake, T. anatolicum ve Meksika’dan Tricholoma sp.
taksonlarinin gulglice desteklenen ayri kladlarda vyer
aldigini rapor etmiglerdir. Ayrica, bu galismada polifiletik
olarak bilinen T. caligatum turd ile ilgili analizlere de yer
verilmigtir. Pinus pinea, P. halepensis ve herdem yesil
turlerin altinda yetisen, T. caligatum 6zellikle gliney Fransa,
Dogu ve Giiney Dogu ispanya ve bitisigindeki kuzeybat
Afrika’da yaygin olarak bulunmaktadir. Avrupa’nin guneyi
ve merkezinde bulunan T. caligatum turlerinin bazi
morfolojik olarak heterojenlik gdsterdidi ileri surtlmus ve
Chapela ve Garbelotto (2004) tarafindan Atlas daglarinda
(Fas) teshis edilen T. caligatum 6rneginin T. anatolicum
trd oldugu molekdiler g¢aligmalar ile ortaya konulmustur.
Ancak, T. caligatum kompleksinin filogenetik iliski ve
taksonomisinin ¢dzimu icin daha fazla koleksiyon ile
calisiilmasi gerektigi vurgulanmigtir. Arastirmacilar, T.
matsutake turindn Avrupa ve dogu Asya populasyonlari
arasindaki bayik benzerligin ITS (Bergius ve Danell, 2000;
Chapela ve Garbelotto, 2004; Matsushita ve ark., 2005;
Wan ve ark., 2012), mtSSU rDNA’nin V4 domani (Bao ve
ark. 2007, Wan et al. 2012), RAPD profilleri (Bao ve ark.,
2007) ve AFLP varyasyon (Chapela ve Garbelotto, 2004)
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analizleriyle  tutarh  oldugunu  bildirmigtir.  Hatta,
populasyonlar arasinda genetik bir ayrim olmadidi ifade
edilmistir. Amend ve arkadaslari (2010) ve Xu ve
arkadasglari (2008) tarafindan Cin'’in glineybati bolgesinden
farkli cografik bdlgelerinden alinan populasyonlarin SNP
analizleri populasyonlar arasinda sinirl fakat anlamli bir
farklilasma oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada bes
farkl ISSR markirina dayanan molekiler analizlere ve 25
morfolojik karaktere ait bulgular, literatlirde rapor edilen T.
caligatum ve T. anatolicum taksonlarinin farkliliklarini
desteklemektedir (Bergius ve Danell, 2000; Intini ve ark.,
2003; Chapela ve Garbelotto, 2004; Matsushita ve ark.,
2005; Bao ve ark. 2007; Xu ve ark., 2008; Amend ve ark.,
2010; Wan ve ark., 2012; Ota ve ark., 2012).

Sonug olarak, ISSR markirlarinin Tricholoma tirleri
arasindaki iligkileri belirlemede uygun ve etkili bir marker
olarak buyuk katki saglayabilir. Taksonlarin ayrimi igin
daha fazla 6rnegin ve ISSR markirinin yer aldigi bir calisma
¢dzim glclni artiracaktir. Ulkemiz igin endemik olan T.
anatolicum halk tarafindan toplanip yenilen, hatta ticareti
yapilan bir mantar oldugu icin blylk énem tagimaktadir.
Bundan dolayi, bu tirin korunmasi ve kiltire alinmasi
yonunde c¢alismalar yapiimalidir.

Tesekkiir: Selguk Universitesi BAP
koordinatérligine (Proje Numarasi: 10201093) finansal
destedi icin tesekkir ederiz.
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