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Ozet: Diinyada bircok ekosistemde yayilis gdsteren Inocybe, cins diizeyinde teshisi
kolay olmasina ragmen, morfolojik 6zelliklerinin birbirine yakin olmasindan
dolayy, tiir diizeyinde tayini zaman alabilmektedir. Bu nedenle, Inocybe cinsi son
yillardaki molekiiler tekniklerdeki gelismelerin etkisiyle filogenetik olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan filogenetik analizler, cins icindeki taksonomik
problemlerin ortadan kaldirilabilmesi icin kullanish veriler sunmaktadir. Bu
kapsamda, Kiitahya yoresinden toplanan Inocybe orneklerinin morfolojik ve
molekiler analizi yapilarak cins i¢indeki filogenetik pozisyonlarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bunun icin, 6rneklerin ITS bolgesinin sekanslarn ¢ikartilmis,
GenBank’tan alinan diger sekanslarla karsilastirilarak analiz edilmistir. Yapilan
morfolojik ve filogenetik analizler sonucunda, arastirma bélgesinden I calida, L
cervicolor ve I. rimosa taksonlar belirlenmistir. Ayrica, bu taksonlarin yer aldig
Cervicolores, Marginatae ve Rimosa seksiyonlari filogenetik olarak degerlendirilmis
ve tiirler arasindaki morfolojik farkliliklar incelenmistir.
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Abstract: Inocybe is a fungi genus widespread in the world ecosystems and
relatively easy to be identified at the genus level; however species identification
for this genus is at times may take time due to close similarities in morphological
characteristics among some of the species. For this reason, the genus Inocybe has
also been continuously evaluated phylogenetically by taking advantage of the
developments in molecular approaches in recent years. The phylogenetic analyzes
provide useful inputs to tackle taxonomic problems within the genus. In this
context, we aim to conduct morphological and molecular analyzes of Inocybe
samples collected from Kiitahya region to determine phylogenetic positions in the
genus. Towards this goal, ITS regions of the samples were sequenced and
compared with the other sequences obtained from GenBank. As a result of the
morphological and phylogenetic analyzes performed, I calida, I cervicolor and L
rimosa taxa were identified from the study area. Furthermore, the Cervicolores,
Marginatae and Rimosa sections of these taxa were phylogenetically evaluated and
the morphological differences between the species are discussed.

1. Giris

tirtinde karakteristik olan spermatik kokusu gibi
makroskobik  ozellikleri ve metuloid olarak

Inocybe (Fr.) Fr. diinya ¢apinda bir¢ok bolgede yayilis
gosteren kozmopolit bir cinstir [1]. Yaklasik olarak
500 tiirtintin bulundugu diistiniilen Inocybe cinsi [2]
tilkemizde 89 takson ile yayilis gdstermektedir [3, 4].

Inocybe tirleri temel olarak, fibrilliden pullu yapiya
degisen beyazimsi, grimsi, kahverengi tonlarindaki
sapka, beyazimsi unsu yapi ile kapl sap ve bir¢ok
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adlandirilan kalin duvarhh kristal baglikl sistidya
yapisy, nodilli veya badem bicimli sporlart gibi
mikroskobik 6zellikleri ile karakteristik bir cinstir [5]
[6]. Fakat cins diizeyinde kolaylikla teshis
edilebilmesine ragmen, bir¢ok taksonun morfolojik
ozelliklerinin birbirine benzer olmasi nedeniyle tiir
diizeyinde teshisi olduk¢a zordur [7]. Bu nedenle,
diinya ¢apinda olduk¢a yaygin olan Inocybe cinsi, tir
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diizeyinde teshisinin zor olmasi ve son yillarda
molekiler tekniklerdeki gelismelerin etkisiyle birgok
arastirmaci tarafindan filogenetik olarak analiz
edilmis ve taksonomik olarak degerlendirilmistir. ITS
gen bolgesi disinda niikleer biiyiik alt birim ribozomal
DNA dizileri (nLSU) ve RNA Polimeraz Il enziminin
biiytik alt {nitesi olan RPB1 geninin dizileri de
mantarlarin evrimsel gelisiminin belirlenmesinde
kullanilmaktadir [8-10].

Bununla birlikte, bir¢ok arastirmaci tarafindan
Inocybe sekanslar1 GenBank gibi veri tabanlarina
yuklendigi gorilmektedir. Fakat, yiliklenen bu
sekanslarin biiyiik ¢ogunlugunun morfolojik olarak
teshisi yapilamayan oOrneklere veya yanlis teshis
edilen Inocybe tiirlerine ait oldugu goriilmektedir
[11]. Ozellikle, morfolojik olarak teshisi zor olan
Inocybe tiirlerinin molekiiler yontemlerle irdelenmesi
taksonomik kargasanin ortadan kaldirilmasinda
onemlidir. Bu nedenle, sunulan bu ¢alisma
kapsaminda, bazi Inocybe oOrnekleri morfolojik ve
molekiiler olarak analiz edilmis ve taksonomik
pozisyonlar1 tartisiimistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Orneklerin toplanmasi ve morfolojik analiz

Sunulan ¢alisma kapsaminda analizi yapilan Inocybe
ornekleri, 2011 - 2014 yillar1 arasinda Kiitahya
yoresinden toplanmistir (Sekil 1). Arazi kosullarinda
belirlenen 6rneklerin renk, koku ve habitat 6zellikleri
arazi defterine kaydedilerek giin 1s181nda fotograflar
cekilmistir. Toplanan o6rnekler mumlu kagitlara
sarilarak laboratuar ortamina tasinmistir. Laboratuar
ortaminda ornekler uygun kosullarda kurutularak
fungaryum materyaline donistiirilmustir. Bu
ornekler, Mugla Sitki Kogman Universitesi Kriptogam
Arastirma Laboratuvarinda fungaryum materyali
olarak saklanmaktadir.

Fungaryum materyaline donistiiriilen orneklerin
mikroskobik 6zellikleri, % 3’lik KOH soliisyonu ile
hazirlanan preparatlar kullanilarak 1sik mikroskobu
ile (Leica DM 7500) incelenmistir. Orneklerin spor
rengi, sekli ve boyutlar1 belirlenmistir. Belirlenen

spor boyutlarinin en biiyiik ve en kiiciik %5’lik dilimi
Olciim hatalarinin ortadan Kkaldirilabilmesi igin
gormezden gelinmistir. Ayrica, sistidya ve bazidyum
yapilarinin sekilleri ve boyutlari analiz edilmistir.

Mikroskobik  o6zellikleri ~ belirlenen  6rneklerin
morfolojik o6zellikleri de kullanilarak referans
kitaplardan elde edilen veriler 1s1ginda teshisi
yapilmistir [5, 6].

orneklerin

2.2. DNA izolasyonu, PCR ve

sekanslanmasi

Morfolojik olarak teshisi yapilan drneklerin genomik
DNA izolasyonu i¢in Qiagen Plant Mini Kit
kullanilmistir. Kullanilan izolasyon basamaklan kit
iiretici firma tarafindan saglanan protokole gore
yapilmistir.

Elde edilen genomik DNA'nin, PCR ile Internal
Transcribed Spacer (ITS) gen boélgeleri cogaltilmistir.
Bunun i¢in, ITS 1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve
ITS 4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerleri
kullanilmistir [12]. PCR i¢in hazirlanan karisimin son
hacmi 50 pl olacak sekilde PCR tiipiine eklenmistir.
PCR i¢in hazirlanan karisimin igerigi Tablo 1’de
verilmistir.

Tablo 1. PCR icin hazirlanan karisimin icerigi.

Kullanilan Malzemeler Miktar (ul)

Genomik DNA

10X Taq Buffer

MgCl2 (10 mM)

dNTP (2 mM)
ITS1 (10pmol/pl)
ITS4 (10pmol/pl)

Taq Polimeraz (5U/pl) 0.5
dH:0 35.5

== hTN

ITS bélgesini cogaltmak icin kullanilan PCR programs;
94°C’de 3 dk, 94°C’de 1 dk, 52°C’de 1 dakika, 72°C’de
2 dk ve takiben 72°C’de 10 dakika, 35 doéngi
seklindedir. Fermentas Gene]ET Gel Extraction Kit ile
purifikasyonu yapilan PCR {riinleri Macrogen
(Hollanda) firmasina gonderilerek cift yonlii olarak
sekanslanmistir.
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Sekil 1. Makrofungus drneklerinin toplandigi Kiitahya yoresi
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2.3. Filogenetik analiz

Sekanslar, BioEdit Sequence Alignment Editor isimli
program kullanilarak birlestirilmistir. Elde edilen
contig sekanslar BlastN yapilarak GenBank’taki yakin
sekanslarla karsilastirilmistir. Daha sonra, elde edilen
sekanslar, GenBank’taki yakin sekanslarla birlikte
MEGA 6.1 programi kullanilarak, Neigbour-Joining
filogenetik agaci olusturulmustur [13]. Olusturulan
filogenetik  agactaki  nodlarin  dogrulugunun
degerlendirilmesi icin Kimura 2 parametresi
kullanilmis ve 10000 tekrarli bootstrap degerleri
hesaplatilmistir [14].

Filogenetik analizler sonucunda elde edilen
molekiiler veriler morfolojik analizler ile tekrar

Sekil 4. Inocybe rimosa, a. Bazidyokarp, b. Bazidyospor, c. Sistidya
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degerlendirilerek orneklerin taksonomik

pozisyonlari tekrar irdelenmistir.
3. Bulgular

Sunulan bu ¢alisma kapsaminda, 2011 - 2014 yillan
arasinda Kiitahya yoresinden toplanan Inocybe
calida Velen., Inocybe cervicolor (Pers.) Quél. ve
Inocybe rimosa (Bull.) P. Kumm. taksonlarina ait
ornekler morfolojik ve filogenetik olarak analiz
edilmistir.

3.1. Belirlenen taksonlarin morfolojik 6zellikleri
3.2.1. Inocybe calida Velen.

GenBank No: KY496805



B. Col vd. / Bazi Inocybe (Fr.) Fr. Taksonlarinin Morfolojik ve Molekiiler Yontemlerle Karakterizasyonu

Sapka, 15 - 35 mm, belirgin bir umbo yapisiyla
beraber genisce konikalden diize degisen sekillerde,
merkezde diiz kenarlara dogru gidildikce hafifce
fibrilli, kestane kahverengi tonlarda ve o6zellikle
merkezde beyazimsi ortii kalintilar1 vardir. Lameller
actk grimsi bej, adnattir. Sap 20 - 60 x 3 - 6 mm,
kirmizims1 kahverengi tonlardadir, sap tabaninda
siskindir. Kokusu spermatiktir (Sekil 2a).

Sporlar, 8 - 11.2 x 6.5 - 8.1 um, nodilli yapidadir
(Sekil 2b). Sistidya 45 - 73 x 15 - 20 pm
boyutlarinda kalin ¢eperlidir (Sekil 2c).

Genellikle park ve bahgelerde genis yaprakli agacglarla
birlikte yetismektedir [5] [6].

Analiz edilen 6rnekler: Demirci Koy, Aksaz, Simav,
Quercus sp. ormani, 25.05.2012, All1 4211.

3.2.2. Inocybe cervicolor (Pers.) Quél.

GenBank No: KY496803 (Alll 4076), KY496804 (All
4090)

Sapka 10 - 45 mm, o6nce konikalden konvekse
degisir, sonra dizdiir, umbo yoktur veya belirgin
degildir, okra - kahverengi zemin iizerinde koyu
pullar vardir. Lameller sarimsi tonlardan
kahverengiye degisen renklerdedir, lamel
kenarlarinda beyazimsi unsu yapi vardir. Sap, 40 -
100 x 3 - 8 mm, kahverengimsi, yaslandiginda ise
kirmizimsi tonlardadir, unsu fibrilli bir yapidadir.
Kokusu giiclii olup, topragimsidir (Sekil 3a).

Sporlar 12.2 - 14.7 x 7 - 9 um, elipsoiddir (Sekil 3b).
Sistidya 36 - 55 x 10 - 15 um, ince ¢eperli olup,
metuloid olarak isimlendirilen kalin duvarli yapi
olusturmaz (Sekil 3c).

Genellikle Picea sp. ormanlarinda, bazen de genis
yaprakli ormanlarda yetismektedir [5] [6].

Analiz edilen 6rnekler: Kiitahya, Abide Mevki,
Simav, Pinus brutia Ten., Quercus sp. karisik ormani,
27.04.2012, Al 4076;Kitahya, Simav- Gediz yol
ayrimi, Pinus brutia, Quercus sp. karisik ormani,
27.04.2012, All 4090.

3.2.3. Inocybe rimosa (Bull.) P. Kumm.
GenBank No: KY496802

Sapka 30 - 70 mm, 6nce genisce konikalden can
seklinde degisirken, daha sonra hafifce konveks,
genellikle yayvan umboya sahiptir, sarimsi veya
okramsi kahverengi tonlardadir, fakat degiskendir,
sapkanin dis kismi fibrilli yapidadir. Lameller
belirgin sekilde zeytuni sar1 tonlardadir. Sap 40 - 90
x 4 - 10 mm, beyazimsi veya hafifce kahverengimsi
sar1 tonlarda, list kisimda ise unsu yapidadir. Koku
spermatiktir (Sekil 4a).
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Sporlar 8.7 - 13 x 7 - 8.5 um, elipsoiddir (Sekil 4b).
Sistidya 30 - 65 x 10 - 22 pm, ince ¢eperli olup
metuloid olarak isimlendirilen kalin duvarli yapi
olusturmaz (Sekil 4c).

Ormanlik alanlarda tercihen genis yaprakl agaglarla
veya park ve ac¢iklik alanlarda yetismektedir [5] [6].

Analiz edilen o6rnekler: Kiitahya-Afyonkarahisar
Karayolu 10. km, Pinus nigra Arn., Quercus sp. karisik
ormani, 05.06.2011, All1 3706.

3.2. Taksonlarin analizi ve filogenetik veriler

Arastirma  bolgesinden  toplanan  6rneklerin
Inosperma ve Inocybe alt cinslerinde ve bu alt cinslere
ait Cervicolores, Rimosa ve Marginatae
seksiyonlarinda dagihm gosterdigi belirlenmistir.
Buna gore, yapilan filogenetik analizlerde, bu ii¢
boliimiin  birbirinden ayrilarak farkli gruplar
olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 5). Cervicolores ve
Rimosa seksiyonu Inosperma alt cinsi icinde yer
almakta olup, sporlar1 genellikle badem sekillidir ve
ayrica nodilli spor olusturmazlar. Marginatae
seksiyonu ise Inocybe altcinsi icinde yer almaktadir
ve genellikle yildiz seklinde veya nodiillii sporlar
olusturmaktadir [5] [6]. Sekil 5’e gore, yapilan
kladistik  analizde  Cervicolores ve  Rimosa
seksiyonlarinin daha yakin dallandig1 gortilmektedir.
Bu durum, iki alt cinsin birbirinden spor
farkliliklariyla olan ayrimimi  desteklemektedir.
Yapilan bu filogenetik analizde dis grup olarak
Crepidotus calolepis (Fr.) P. Karst. ve Crepidotus mollis
(Schaeft.) Staude kullanilmistir.
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Sekil 5. Belirlenen seksiyonlarin kladistik ayrimi

Cervicolores bolimiinde bulunan Inocybe cervicolor,
Inocybe bongardii ile yakin akraba oldugu
goriilmektedir (Sekil 6). Morfolojik olarak oldukga
benzer olan bu iki takson, karakteristik olarak koku
ozellikleriyle birbirinden ayrilmaktadir [5]. Bununla
birlikte, JF908142 GenBank numarali 6érnegin %100
olarak Inocybe cervicolor ile eslestigi goriilmektedir.
Bu durum GenBank’taki bazi verilerin kullaniminda
dikkatli olmak gerektigini gostermektedir. Inosperma
altcinsinde bulunan Rimosa seksiyonunun Neigbour-
Joining filogenetik agac1 Sekil 7’de gorilmektedir.
Buna gore, Inocybe rimosa ile I squamata'nin
filogenetik  olarak  birbirine  yakin  oldugu
goriilmektedir.
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68 |l cervicolor All4076 <

100

94

81

I cervicolor All4090 <
L bongardii JF908142.1
I cervicolor JF908255.1
L cervicolor|F908128.1
I cervicolor AM882937.1
L cervicolor JF908231.1
100 |. cervicolor JF908090.1
I bongardii AM882943.1
I bongardii AM882942.1
L. bongardii AM882940.1
I. geraniodora JF908117.1
I calamistrata KFO07939.1

I bongardii AMB82941.2

5

I cervicolor AM882939.2

. geraniodora FN550945.1

—
0.05

L margaritispora KT203785.1

Sekil 6. Cervicolores seksiyonunun neighbour joining agaci

I erubescens AM882950.2
100 [ erubescens JF908148.1

97

68

‘ 1. erubescens AM882951.2
L erubescensJF908114.1
| L adaequata F]904177.1

92

100' 1 adaequata AMB82706.2
] cookeiJF908173.1

100 |‘.’. cookei AM882956.2
| I maculata AM882964.2

100

99

100

0.02

100 I maculata F]904172.1
45 [ maculata AM882963.2

981, of. rimosa F]904157.1
I rimosa AMB82766.2

— L rimosa Al 3706 <
— [ squamata AM882778.1
[ squamata]F908162.1
46 I squamata F]904136.1
I squamata AM882780.2
[ margaritispora JF908234.1

Sekil 7. Rimosa seksiyonunun neighbour joining agaci

4. Tartisma ve Sonug¢

Sunulan bu ¢alisma kapsaminda, Kiitahya y6resinden
toplanan Inocybe cinsine ait li¢ tiir, dort ornegin
morfolojik ve molekiiler analizi yapilmistir. Cins
diizeyinde  kolaylikla  belirlenebilen  Inocybe
tlirlerinin, morfolojik karakterlerinin birbirine yakin
olmasi nedeniyle tiir diizeyinde ayrimi oldukca
zordur. Bu nedenle, molekiiler ayraglarin kullanimi
Inocybe cinsi gibi ayrimi zor olan gruplarin
birbirinden ayrilmasinda kullanish veriler
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saglamaktadir.  Ozellikle, son yillarda birgok
arastirmaci tarafindan molekiiler veriler kullanilarak
Inocybe cinsinin filogenetik ve evrimsel iligkileri
ortaya ¢ikartilmistir. Matheny’e [8] gore, Inocybe cinsi
Inocybe, Inosperma, Pseudosperma, Mallocybe ve
Auritella olmak tizere 5 klada ayrilmaktadir.

Elde edilen ITS bolgelerine ait DNA sekanslar igin
Genbank  numaralann  alinmis ve  cografik
lokasyonlarla birlikte, Tablo 2’de verilmistir.
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100 | I calida Al 4211 -

lf. calida AM882898.1

L grammata JF908264.1

I praetervisa AM882720.2

59
63
38 48 | . margaritispora JF908234.1
100! I margaritispora JF908120.1
I praetervisa KT203793.1
44 68 I margaritispora KT203785.1
100" I margaritispora KT203786.1
99 I mixtilis JFO08121.1
1. mixtilisJF908089.1
100 I mixtilis AM882839.1
99'[. mixtilis AM882837.1
L. bresadolae JF908130.1
1. geophyiia F|845414.1
—
0.02

Sekil 8. Marginatae seksiyonunun neighbour joining agaci

Tablo 2. Taksonlarin tanimlamalari ve Genbank numaralari

Ornek Ornek Orneklerin Tiir Adt Genbank
Sayisi Kodu Alindig1 Numarasi
Lokasyon
1- All1 3706 Kiitahya- Inocybe KY496802
Afyonkarahisar  rimosa
Karayolu
2- All1 4076  Kiitahya-Abide  Inocybe KY496803
Mevki, Simav cervicolor
3- All1 4090 Kiitahya- Inocybe KY496804
Simav- Gediz cervicolor
yol ayrimi
4- All1 4211 Demirci Koy, Inocybe KY496805
Aksaz, Simav calida

Morfolojik olarak analiz edilen drnekler Kuyper [6]
tarafindan taksonomisi yapilan alt cinslere gore
siniflandirilmis ve  o6rneklerin ITS sekanslari
GenBank’tan alinan verilerle kiyaslanarak filogenetik
analizi yapilmistir. Buna gore, 6rneklerin yer aldig:
seksiyonlarin belirgin sekilde birbirinden ayrildig:
gorilmiustiir (Sekil 5).

Inosperma altcinsinde yer alan Cervicolores seksiyonu
pullu sapka yapis1 ve metuloid olarak isimlendirilen
sistidya yapisinin bulunmamasi ile karakterize edilen
bir seksiyondur. Kiitahya yoresinden toplanan ve I.
cervicolor olarak teshis edilen Alli 4076 ve Alli 4090
numarali orneklerin filogenetik pozisyonu Sekil 6’te
goriilmektedir. 1. cervicolor, I. bongardii ile morfolojik
ozellikleri bakimindan oldukg¢a benzerdir. I. cervicolor
glclii topraksi1 kokusu ve okra-kahverengimsi zemin
lizerinde koyu pullu yapiya sahip sapkas:i ile
ayrilmaktadir [5] [6]. Morfolojik 6zelliklerinin
birbirine yakin olmasindan dolay1 bu iki taksonun
teshisinde dikkatli olmak gerekmektedir. Nitekim, bu
iki taksonun filogenetik olarak birbirine yakin oldugu
goriilmektedir (Sekil 6). Ayrica, I bongardii olarak
ITS gen sekansi GenBank’a ytiklenen JF908142 kodlu
sekans % 100 I cervicolor ile eslesmektedir. Buna
gore, Ryberg ve ark. [11] tarafindan belirtildigi gibi,
GenBank’a yiiklenen sekanslarin bazilar1 hatahdir ve
morfolojik  karakterler dogru tespit edilip
incelenmeden yapilacak molekiiler analizler hatalara
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neden olabilmektedir. Ozellikle, makrofunguslar
lizerine yapilacak analizlerde morfolojik ve
molekiler yontemlerin birlikte kullanilmas tiirlerin
dogru smiflandirilmasinda  kullanish  sonuglar
vermektedir.

Inosperma altcinsinde yer alan bir diger seksiyon
Rimosa seksiyonudur. Rimosa seksiyonu, Cervicolores
seksiyonuna yakin olup, benzer sekilde metuloid
olusturmamaktadir. Fakat, sap ylizeyinin pullu
olmamasi ve bazidyumlarinin daha kii¢ciik yapida
olmasiyla bu seksiyondan ayrilmaktadir [5] [6].
Taksonomik olarak tartismali olan Rimosa seksiyonu
Larsson ve ark. [9] tarafindan morfolojik ve
molekiler verilerle analiz edilmis ve bu seksiyonun 6
alt klada aynldigini belirtmistir. Sunulan bu ¢alisma
kapsaminda da benzer bir ayrimin goriilmesine
ragmen, analizi yapilan tirlerin sayisimin sinirh
olmasi nedeniyle boyle bir ayrimin yapilmasi gligtiir.

Inocybe rimosa, morfolojik karakterleri bakimindan
olduk¢a varyasyon gosteren bir taksondur [6]. Bu
nedenle, yapilacak olan morfolojik analizlerde
dikkatli olmak gerekmektedir. Benzer sekilde, I
rimosa, 1. squamata ile yakin dallandig1 goriilmiistiir
(Sekil 7). I squamata, sapka merkezindeki pullu
yapistile I rimosa’dan ayrimi yapilabilmektedir [5].

Inocybe altcinsinde yer alan Marginatae seksiyonu
nodilli spor yapisi ve sap tabanindaki siskin yapi ile
karakterize edilmektedir. Bu seksiyonun Neighbour -
Joining agac1 Sekil 8'de verilmistir. Buna gore, L
calida ile I. grammata birbirine yakin tiirlerdir. Bu iki
takson morfolojik olarak da birbirine olduk¢a yakin
olup sapka renklerindeki farklilik ile birbirinden
ayrilmaktadir. Bu nedenle, tiirler arasinda yapilacak
olan  morfolojik  analizlerde dikkatli olmak
gerekmektedir.

Morfolojik ayrimin zor oldugu durumlarda molekiiler
teknikler kesin veriler vermesi a¢isindan 6nemlidir.
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Ayrica, Inocybe cinsi gibi taksonomik problemlerin
oldugu cinslerin filogenetik analizi makrofungus
diinyasindaki problemlere 151k tutabilecektir. Sunulan
bu calisma ile Kiitahya yo6resinden toplanan Inocybe
tirlerinin molekiiler ve morfolojik o6zellikleri
bakiminda degerlendirilmistir.
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