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OZET

TURKIYE’DE YETISEN SERRATULA L. (Asteraceae) CINSINE AIT
TAKSONLARIN ITS nrDNAVE trnL-F ¢pDNA DIZILERIYLE
MOLEKULER SISTEMATIK ANALIZI

Necla SAHIN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Yard. Do¢. Dr. Fatih COSKUN
Balikesir, 2011

Yapilan ¢aligmalar neticesinde Tiirkiye’de Serratula L. (Asteraceae) cinsine ait
18 takson belirlenmistir.

Serratula L. tiirleri ile bir¢ok alanda g¢alisma yapilmis olmasmna ragmen,
filogenetik iliskileri i¢in heniiz molekiiler genetik verilere dayali bir analiz
yaptlmamistir. Bu ¢alismada; Tirkiye’de yayilis gosteren Serratula cinsinin
taksonlarmmin  molekiiler sistematik analizi yapilmistir. Calismada c¢ekirdek
DNA’sinin (ntDNA) ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi ve kloroplast
DNA’smnin trnL-F kullanilmigtir. Herbaryum bitki materyallerinden genomik
DNA’lar, fenol-kloroform-izoamilalkol ve SIGMA ticari kiti kullanilarak elde
edilmistir. izolasyonu yapilan gDNA’larm ITS bélgeleri ITS5A ve 1TS4 primerleri
kullanilarak trnL-F bolgeleri ise trnL-e ve trnL-Ff primerleri kullanilarak PCR ile
cogaltilmisti. DNA dizileme reaksiyonlari sonucu elde edilen DNA dizilerinin
islenmesinde ~SEQUENCHER  programi  kullanilmistir.  DNA  dizilerinin
hizalanmasinda CLUSTAL W programi ve filogenetik analiz i¢in ise PAUP*4.0b10
programi kullanilmistir.

Calismaya gore, ITS bolgesinin analizi ile olusturulan agaglarin trnL-F
bolgelerine gore olusturulan agaglardan sistematik acidan, morfolojik verilerle
karsilastirinca daha giivenilir sonuglar verdigi ortaya ¢ikmustir. Fakat her iki bolge de
derin filogenetik iliskileri ¢cozmekte yetersiz kalmistir. Sonug olarak, dis grup olarak
kullanilan taksonlarin yiiksek diizeyde botstrap degerleriyle i¢ gruptan ayrildig: ve i¢
grubun monofiletik oldugu goriilmiistiir. Ayrica i¢ gruptan sekiz takson diger i¢ grup
taksonlarindan yakin zamanda net bir sekilde ayrilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Serratula, nrDNA, ITS, Filogenetik Analiz, PAUP,
Asteraceae, trnL-F, coDNA



ABSTRACT

MOLECULAR SYSTEMATIC ANALYSIS OF THE GENUS SERRATULA
L. (Asteraceae) DISTRIBUTED IN TURKEY USING ITS nrDNA,
trnL-F cpDNA

Necla SAHIN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Msc. Thesis / Supervisor: Assist. Prof. Dr. Fatih COSKUN)
Balikesir-Turkey, 2011

The genus Serratula L. (Asteraceae) comprises 18 taxa acording to our
literature research.

Although many investigations hava been done with Serratula species, an
analysis based on molecular genetics data has not been done for the phylogenetic
relationships yet. For this study; molecular systematic analysis of the Serratula taxa
distributing in Turkey was performed. In the study, ITS nrDNA region of the nuclear
genome and trnL-F region of the cpDNA used. Genomic DNAs from silica gel dried
fresh leaf tissues and from herbarium materials were extracted using phenol-
chloroform-isoamyl alcohol metod and SIGMA company’s plant DNA isolation Kkit.
ITS region of the genomic DNASs using ITS5A and ITS4 primers and trnL-F region
of the genomic DNAs using trnL-e and trnF-f primers were used to amplify
regarding regions. SEQUENCHER software were used to edit DNAs obtained via
DNA sequencing reactions. CLUSTAL W software for aligment of DNA sequences
and PAUP*4.0b10 software for phylogenetic analysis were utilized.

Phylogenetic trees based on ITS region were founded to be more reliable than
phylogenetic trees based on trnL-F regions. Nevertheless ITS and trnL-F region
datas don’t solve phylogenetic relationships problems for Serratula taxa. In
conclusion, outgroup of taxas that used, separated from ingroups with high degree of
botstrap outcome and because of this reason in group were found to be monophyletic.
Besides, The eight taxas of ingroup separated from the other interior groups recently.

KEYWORDS: Serratula, nrDNA, ITS, Phylogenetic Analysis, trnL-F, PAUP,
CpDNA, Asteraceae
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ONSOZ

Bu ¢alismada Tirkiye’de yayilis gosteren Serratula taksonlarmin gDNA ve
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izolasyonu yapilmis, DNA’larin ITS ve trnL-F bolgeleri uygun primerler
kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmig, DNA dizilerinin belirlenmesi igin dizileme
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1. GIRIS

Seratula L. cinsi bitkiler aleminde olduk¢a genis yayilis alanina sahip
familyalarmdan olan Asteraceae familyasinda yer alir. Ulkemizde 18 taksonla temsil

edilir.

Gilinimiize kadar, Serratula taksonlar1 tiyeleri ile ilgili bir¢ok sistematik
calisgma yapilmistir. Ancak, Serratula cinsinin smiflandirilmasinda taksonomik
acidan bazi problemler bulunmaktadir. Gilinlimiizde bu tiir sistematik problemlerin
¢Ozlimiinde molekiiler caligmalarin 6nemli katkilar sagladigi bilinmektedir. Bitki
tiirlerinin morfolojik karakterlerine dayali yapilan taksonomik simiflandirma, bitkinin
yasina, fizyolojik durumuna ve ¢evresel faktorlere bagli olarak degisiklik
gostermekte ve bazen yeterli olmamaktadir [1]. Ayrica, morfolojik ozellikleri
birbirine ¢ok yakin olarak goriilen gruplar genetik olarak birbirinden ¢ok farkli da
olabilmektedir. Bu olumsuzluklar1 gidermek igin gelistirilen molekiiler genetik
markirlar bitkilerdeki genetik gesitliliginin ortaya konmasinda, bitki tiirleri arasindaki
taksonomik ve filogenetik iliskilerin dogru bir sekilde belirlenmesinde basariyla
kullanilmaktadir [2]. nrtDNA bdlgesi tizerinde bulunan ITS (Internal Transcribed
Spacers) ve cpDNA iizerinde bulunan trnL-F bélgeleri de bu amaglarla sik¢a

kullanilan molekiiler markirlardandir.

ITS ve trnL-f bolgeleri bitkilerdeki molekiiler sistematik ¢alismalarinda son
yillarda ¢ok sik kullanilan bir bolgedir [3]. ITS bolgeleri ile yapilan ¢alismalarda
taksonlarm nrDNA ITS bdlgeleri per yontemleri ile ¢ogaltilip baz polimorfizmine
bakilarak taksonlar arasindaki filogenetik iligskiler belirlenebilmektedir. trnL-F
bdlgesi ile yapilan calismalarda ise cpDNA trnL-F bolgeleri ise ayni sekilde PCR
yontemi ile ¢ogaltilip baz polimorfizimine bakilarak filogenetik ilgkiler belirlenebilir.
Bu c¢alisma ile ITS ve trnL-F PCR yontemini Kkullanarak, Serratula cinsinin
Tiirkiye’de yayilis gosteren taksonlarmim akrabalik iligkileri belirlenecektir. Daha
sonra bu veriler morfolojik verilerle karsilastirilarak, morfolojik verilerin giivenilir

olup olmadig: teyit edilecektir.



1.1 Asteraceae Familyasinin Morfolojik Ozellikleri

Otsu, iki veya c¢ok yillik, agagcik, agag, sarilict govdeli, ya da kaktiis ya da
yastik seklinde bitkilerdir. Yapraklar basit veya birlesik stipulsuz, genellikle alternat
nadiren karsilikli durumludur. Temel ¢igek durumu az ¢ok ¢igekli bir kapitulum
bazen tek ¢igekli (Echinops’da), ¢ok kisalmis durumdadir. Kapitulum genellikle
rasemoz veya sim0z seklinde gruplar halindedir. Kapitulum bazen basik bir bagcik
seklinde olabilir (pseudokapitulum) ve buradaki ¢igeklerin geng olanlar1 ortada, yash
olanlar1 ise bunlarin ¢evresinde olacak bigimde sarmal sekilde yerlesim gosterirler.
Tipik kapitulum sekilleri koni veya kozalak seklindedir. Fakat kapitulum hafif
konveks, diiz, konkav veya vazo seklinde de olabilir. Kapitulumda iki gesit brakte
bulunur. Bunlardan birincisi Kkapitulumu ¢evreleyen involukruma doniisen dis
braktelerdir. Bunlarm her birine fillari denir. Ikincisi ¢iceklerin brakteleridir.
Asteraceae’de ii¢ tip ¢igek goriiliir. Bunlar; tubular ¢igek, iki dudakli (bilabiat)
cicekler, ligulat (dilsi- ipliksi) ¢igekler. Kapitulumdaki tiim ¢igekler tiipsii veya
tamamu dilsi olabilir (homogam). Ayrica burada iki dudakli korollalar da bulunabilir.
Hetorogam kapitulumda ise tubular gigekler ve dilsi ¢igekler bir arada bulnur. Ayrica
cicekler ayr1 eseylidir. Kaliks kil ya da pul seklinde indirgenmistir. Kaliks
déllenmeden sonra (tiiysii ve ipeksi) bir yap1 olan papusa doniisiir. Korolla genellikle
gamopetal pentamerdir. Nadiren degisiklik gosterebilir. Androkeum esit bes
stamenden meydana gelir. Stamenler alternipetaldirler ve anterleriyle birlesip tiip ya
da boru seklini alirak stilusu sararlar. Ginekeum birbirine yapisik iki karpelden
meydana gelir. Ovaryum alt durumlu ve tek bolmelidir. Ayrica ovaryum genellikle
tek, dik bir tohum taslagi bulundurur. Nadiren 1-2 tohum taslagi bulunur (Serratula
ve Cirsium) [4-5].

1.2 Serratula L. Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Serratula tiirleri dallanmayan ¢ok yillik, otsu bitkiler seklindedir. Kapitulum

discoid (ender olarak dioik) homogamdir. Fillariler; genellikle imbrikat, 4-8 serili,

biitiin veya ugta sivri, bazen uzun sivri, saman renginde ya da nadiren morumsudur.



Cicek tablast uzun ve sik tiiylerle kaplidir. Cigekler beyaz, sari, mavi mor renklerde

olabilir. Akenler obovoidtir. Papus ¢ok serili sekildedir.

1.2.1 Serratula L. Cinsinin Sistematikteki Yeri

Regnum ; Plantae

Divisio : Spermatophyta
Subdivisio Angiospermae
Classis : Magnalopsida
Ordo ; Asterales
Familia : Asteraceae
Genus : Serratula

1.2.2 Serratula L. Cinsinin Ukemizde ve Diinya Uzerindeki Yayilis1

Serratula cinsi oldukg¢a kozmopolit bir familya olan Asteraceae familyasinda
yer alir. Kozmopolit olan bu familya diinyada 1000 civarinda cins ve 13.000’den
fazla tir icerir [5]. Tirkiye’de ise 130 cins ve 1130 tiir ile temsil edilir. Cinsler
arasinda en yaygm olam1 Centaurea’dr [5]. Ulkemizde ise Serratula cinsi, 18
taksonla ile temsil edilmektedir. Bu taksonlardan Serratula aznavouriana’nin nesli
tikenmistir. Aragtiricilar tarafindan yayilis alanindan en son 1905 yilinda
toplanmistir [4]. Ulkemizde bulunan Serratula cinsinin taksonlarmin yayilis alanlar1

asagidaki haritalarda belirtilmistir;
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1.2.3 Serratula Tiirleri Uzerine Yapilan Cahsmalar

Serratula tiirleri iizerine ¢ok sayida kimyasal arastirma mevcut olup,
caligmalar 6zellikle ecdysteroid, gliserolipit ve flavonoitler tizerinde yogunlasmistir
[6,7,8]. Kimyasal g¢alismalar yaninda, Serratula tirleri tizerinde yapilmig
farmakolojik arastirma da vardir. Son zamanlarda biyolojik aktivite ¢aligmalarina
ilave olarak, antimikrobiyal ve antioksidan etkileri de arastiricilar tarafindan

arastirilmistir [9].

Ulkemizde yetisen Serratula tiirleri iizerine morfolojik ve anatomik
arastrmalar yapilmustir [10]. Fakat Serratula tiirleri ile ilgili molekiiler sistematik

alanda caligmalar mevcut degildir.

Yapilan morfolojik anatomik calismalar neticesinde iilkemizde yetisen yeni
tirlerin varhigi kesfedilmistir. Bunlardan; Serratula radiata. subsp. biebersteiniana
Waldstein ve Kitaibel (1999) tarafindan iilkemiz florasma dahil edilmistir [11].

Serratula tiirleriyle ilgili diinya ¢apinda da birgok ¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalar genellikle morfolojik ve biyokimyasal ¢alismalardir [12,13,14]. Molekiiler
filogenetik alaninda yapilan c¢aligmalara bakildiginda ise pek fazla g¢alismanin
bulunmadig1 goriilmektedir [15,16]. Diinya {lizerinde yapilan bazi ¢calismalar asagida

kisaca Ozetlenmistir.

Delbecqoue ve Beydon (1995), yaptiklar1 ¢alismada S.tinctoria 'nin

koklerinden ecdysteroid elde etmislerdir.

Dai ve Las (2001), S.strangulata nin bitki 6ziitlerinden flavonoid ve glisero

lipit izole etmislerdir.

Odinokova ve Galyautdinova (2001), S.coronata’nin bitki Oziitiinden

Phytoecdysteroids elde etmislerdir.



Martins ve Hellwig (2005), Serratula ve Klasea cinsleri arasindaki
filogenetik iligkileri ETS ve ITS bdlgelerindeki polimorfizimlere bakarak
aciklamiglardir.

Dedaldechamp ve Ragai (2003), S. tinctoria’dan Flavonol 3-O-metil
transferaz enzimini izole edip daha sonra bu enzmimin aminoasit sekanslarini

incelemislerdir.

Seman ve Haber yaptiklar1 ¢alismada S. oligocephala taksonunun Liibnan’da
da yetistigini kesfetmisler ve bu taksonu Liibnan florasina yeni bir kayit olarak
eklemislerdir [17].

1.3 Molekiiler Filogeni

Son yillarda bitkilerin tanimlanmasinda morfolojik karakterlerin yam sira
molekiiler verilerin kullanilmast hiz kazanmistir [18,19,20]. Yiiksek yapili bitkiler
cekirdek genomu ve organel genomuna (kloroplast ve mitokondri) sahiptirler.
Cekirdek genomu lineer yapidadir ve eseyli kalitimlanir. Fakat Kloroplast ve

mitokondri genomu eseysiz olarak kalitimlanir ve halkasal yapidadir.

Molekiiler sistematik ¢alismalarda hem gekirdege ait hem de organellere ait
genom veri kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Mitokondri DNA’s1 oldukga
degisken bir yap1 gosterir. Bu nedenle bitki sistematiginde daha ¢ok c¢ekirdek
genomundaki ve kloroplast genomundaki 6zel bolgeler kullanilir. Molekiiler veriler
onceden bilinen klasik taksomik yontemlerle tam olarak aydinlatilamayan sistematik
problemleri etkin bir sekilde ¢ozmektedir. Bu amagla kullanilan molekiiler
yontemlerden birisi de ntDNA bélgesi lizerinde bulunan ITS bolgeleri’dir [21]. Bu
bolge sistematik c¢alismalarda son yillarda siklikla kullanilan bir bolge haline
gelmistir [22,23]. Bu tiir ¢alismalarda, taksonlarm ntDNA ITS bolgeleri ¢ogaltilip
baz polimorfizmine bakilarak taksonlar arasindaki filogenetik iligkiler

belirlenmektedir.



Molekiiler sistematikte; DNA-DNA hibridizasyonu, Protein markirlar1 ve
PCR’ye dayali yontemler kullanilmaktadir. Son zamanlarda PCR’ye dayali
tekniklerin kullanimi sistematik ¢alismalarda olduk¢a yayginlasmistir. Bunlardan
bazilar;;, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragments Length Polymorphysms) ve Mikrosatellit DNA’dir. PCR yardimiyla
genomik DNA iizerinde bulunan ETS (External Transcribed Spacer), IGS (Intergenic
Spacer), ITS ve cpDNA iizerinde bulunan matK, trnT-trnL bolgelerinin gogaltilip
daha sonra bu bdlgelerin dizi analizlerinin yapilmasi da sistematik ¢aligmalarda sik¢a

kullanilan yontemler arasindadir.

1.3.1 Molekiiler Sistematikte Kullanilan Yontemlerden Bazilar
1.3.1.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

RFLP, DNA isaretleyicileri (markirlari/belirtecleri) arasinda ilk kesfedilenidir
[24]. RFLP’de genomik DNA, 4-6 niikleotid bdlgeden taniyan restriksiyon
enzimleriyle kesilir, boylece farkli uzunluklarda DNA fragmentleri olusur [25]. Bu
olusan DNA fragmentleri elektroforezde biiyiikliiklerine gore ayrilir. Kesim
bolgelerinde tek bir niikleotidin bile sebep oldugu mutasyonlardan restriksiyon
fragmentlerinin uzunlugundaki varyasyon saptanir [26]. Southern Blot teknigi ile
uygun bir membrana aktarilan DNA’lar, biyotinilasyonla isaretlenmis problarla
hibritlestirilir. Hibritler otoradyografi teknigiyle gozlenir. Boylece bitkilerin tiir ve
cesidine 0Ozgii restriksiyon bantlar1 belirlenir. Karsilastrmada eger DNA’larin
uzunluklarinda bir farklilik varsa polimorfizm elde edilmis olur. Teknigin en kritik
asamas1 uygun problarin se¢imidir. Prob olarak, genellikle 200-2000 b¢ uzunlugunda
DNA pargalart kullanilmaktadir. Probun en 6nemli 6zelligi genomda az sayida

kopyasinin bulunmasidir [27].

Yapilan arastirmalar; RFLP’nin  filocografya, hibrit bdlgeler, ve

angiospermler ile ilgili calismalarda giivenle kullanilabilecegini gostermistir [28,29].



RFLP teknigi giivenilir bir tekniktir. Ayrica 6nceden haritalanmis bir RFLP
belirteci daha sonradan da akraba tiirleri belirlemede kullanilabilir. RFLP belirtegleri,

heterozigot bireylerin de belirlenmesinde de kullanilabilir [30].

Teknikte radyoizotop problarin kullanilmasi ve teknigin uzun zaman almasi
RFLP analizlerinin en 6nemli dezavantajlaridir. Diger bir dezavantaji ise teknik i¢in
biiyiikk miktarlarda saf DNA’ya gereksinim duyulmasidir. Laboratuvar ve materyal
masraflarinin fazla olmast RFLP nin kullanimini sinirlandirmaktadir [27]. Ayrica bu

belirteglere dayali haritalarda yaygin olarak biiyiik bosluklar goriilebilir [31].

1.3.1.2 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) Rastgele
Cogaltilms Polimorfik DNA

RAPD teknigi, 9-10 baz ¢ifti uzunlugundaki rastgele oligoniikleotitlerin
(primerlerin), DNA’nin iki iplik¢igi tizerinde, birbirine zit iki farkli noktada
tamamlayicilarini bulmasi ve bu ara bolgenin ¢ogaltilmasi prensibine dayanmaktadir
[32]. Diger PCR yontemlerinden farkli olarak iki primer degil tek primer kullanilir
[32]. Primer, kalip DNA iizerinde komplementeri olan, birbirine yakin iki bolgeye
baglanarak arada kalan DNA bolgesini ¢ogaltir. Cogaltilan DNA dizileri elektroforez
ile agaroz veya poliakrilamid jel {izerinde ayrilip etidyum bromiir ya da giimiis
boyama ile boyanir [33,34]. Primer baglanma noktalarindaki amplifikasyon
bantlarinin varhigi ya da yokluguna bakilarak polimorfizm tespit edilir [35].
Primerdeki tek bir niikleotidin yer degisimi RAPD’de tamamen farkli bir sonuca Yyol
acabilir. Bu da sistemin duyarliliginin gostergesidir. Bu teknikte basarili sonuglar

almak i¢in uygun primerin se¢imi oldukga 6nemlidir.

RAPD yonteminin en 6nemli dezavantaji, belirteclerinin dominant olmasi

nedeniyle heterozigotlari teshis etmenin gii¢ olmasidir [36,37].

RAPD markirlar;; genom haritalama, gen etiketleme, genetik parmakizi

belirleme, klon tanimlama ve filogenetik ¢aligmalarda kulanilabilirler [38].



1.3.1.3 AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) Cogaltilmis

Parca Uzunluk Polimorfizmi

Zabeau ve Vos tarafindan 1993°te gelistirilen bir tekniktir. [39]. AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) teknigi RAPD tekniginin
dezavantajlarmi gidermek icin gelistirilmistir [27]. Restiriiksiyon enzimleri ile
kesilen DNA parcalarinin selektif amplifikasyonuna dayanmaktadir. AFLP; PCR ile
RFLP tekniginin birlesimidir. Primerler diziye 6zgii veya rastgele olabilir [24].

AFLP’nin avantajlari; polimorfizm fazladir, RFLP’ye gore daha hizhidir,
minimum primer testi kullanilarak c¢ok sayida markir olusturulur, parmak izi
analizleri i¢cin olduk¢a uygundur. Teknigin dezavantajlari ise; saf ve yliksek

molekiiler agirlikta DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi ve ekonomik olmamasidir.

1.3.1.4 Minisatellitler (SSR) Mikrosatellitler (VNTR)

Mikrosatellitler, kisa tekrarl diziler olup tiim 6karyot genomlarinda bulunur
ve genellikle 1-6 b¢’nden olusur. Mendel kurallarma uymalar1 mikrosatellitlerin

aranilan molekiiler markirlar olmalarini saglamistir [40].

Mini-satellitler genellikle 9-100 baz giftinden olusur [41]. VNTR’ler adli tipta

suclularin teshis edilmesinde kullanilmaktadir.

1.3.1.5 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) Basit i¢ Dizi Tekrarlar

ISSR teknigi 5* ve 3’ sonda gii¢lendirilen kisa, tekrarlanan DNA zincirlerinin
primer olarak kullanilarak, PCR iriinlerinin jel elektroforezinde biiyiikliiklerine gore
ayrildiktan sonra jel lizerinde DNA’larmn tespitini igerir. Primer olarak, 2-4 niikleotit
tekrarli, basit DNA tekrar dizileri kullanilir.



RAPD ile maliyeti yaklagik ayni olan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)
[42,43] teknigi RAPD’den daha giivenli, tekrarlanabilirlik orani yiiksek bir tekniktir.
Bu teknik genetik ¢esitlilik, siniflandirma, molekiiler markir bulma ve evrimsel
calismalarda kullanilmaktadir [44]. Primerlerin baglanma sicakliklarmin farkli
olmas1 ve benzer biyiikliikteki bantlarm ayni olmamasi teknigin kullanimini

gliclestirmektedir [32].

1.3.1.6 SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)

Belirlenmis ve Cogaltilmus Polimorfik Diziler

Bir polimorfik RFLP veya RAPD iiriinii kopyalanir. Ardindan dizi analizi
yapilir. Bu 6zel fragmentlere uygun 2-24 nukleotitlik PCR primeri sentezlenir.
Primerler PCR ile ¢ogaltilir. Cogaltilmis primerler bir kesim enzimleri ile kesilir.
Sonug olarak DNA'daki biiyiikliik degisimi tespit edilir [45]. RAPD ve ISSR gibi
belirteg spesifitesi diisiik olan belirteglerin giicli, bu yontemle arttirilir. PCR metodu
oldugundan, yiiksek kalitede ve miktarda DNA’ya ihtiya¢ yoktur. Tekrarlanabilme
kapasitesi oldukga yiiksektir.

1.3.1.7 CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence) Kesilip
Cogaltilms Polimorfik Diziler

PCR driinleri restriksiyon enzimleriyle kesilerek, kesilen iiriinlerin
elektroforezi yapilir. Daha sonra bu fragmentlerin tespiti yapilir. CAPS primerleri
cDNA veya genomik DNA klonlarindan, klonlanan ve DNA zincirleri tespit edilmis
RAPD bantlarindan veya ISSR bantlarindan elde edilmektedir. Bu yontem i¢in ¢ok
az miktarda kalipp DNA gerekir, fakat primer se¢imi i¢in DNA bilgisi

gerektirmektedir.

RAPD, ISSR ve AFLP gibi spesifitesi diisiik belirteglerin spesifitesini

arttirmak i¢in kullanilmaktadir.
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1.3.1.8 ESTs (Expressed Sequence Tags) Isaretli ifade Edilen Diziler

EST belirtegler mRNA’larin tamami ya da bir kismima karsilik gelen cDNA
klonlarmin dizi analizi sonucu olusturulmus DNA belirtegleridir. Etkinligi ¢ok

yiiksek bir tekniktir.

EST’ler genomik sekansi agiklamak i¢in bir dayanak teskil eder ve spesifik
dokulardaki yada biiylime kosullariyla iliskili gen ifadesini analiz etmeyi saglarlar.
Insanda gen ifadesinin tanimlanmas1 kodlanmayan intronlarm varligindan dolay1

zordur.

1.3.1.9 ASAP (Allele Spesific Associated Primers) Allele Ozgii Birlesen
Primerler

Bu metod belli bir baglanma sicakliginda tek bir DNA pargas1 olusturan allel-
spesifik baglantili primerlerin kullanilmasiyla alkali DNA ekstraksiyonunu takiben
mikrotiter tabakalar i¢erisinde DNA’nin ¢ogaltilmasina dayanmaktadir [29]. DNA
pargasi yanlizca uygun allel bulunan bireylerde olusmaktadir. Bu yontem DNA
ekstraksiyonu kisaltmak ve genis c¢apli arastrmalarda PCR reaksiyonunun

giivenilirligini arttirmak amaciyla gelistirilmistir.

1.3.1.10 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) Tek Niikleotit
Polimorfizmi

SNP’ler transisyonlar (bir piirin bazinin bir piirin bazmna degismesi ya da bir
primidin bazinin bir primidin bazina doniismesi) ve transversiyonlar (bir piirin
bazmin bir pirimidin bazina doniismesi veya tersi) gibi baz degisimlerini igerir. Bir
populasyondaki tek baz degisiminin frekansi %1’den biiylikse SNP, %1’den kii¢iik
ise mutasyon olarak nitelendirilmektedir. SNP’ler hastaliga katkis1 bulunan genlerin

bulunmasi i¢in kullanighdir.
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1.3.2 ITS (Internal Transcribed Spacer) ve rDNA
1.3.2.1 ITS Bélgesi ve Genel Ozellikleri

Iki kopya bolgesi (ITS1 ve ITS2), yakin akraba olan taksonlarin
karsilastirilmasinda oldukca kullanighdir. Bu nedenle 1990’11 yillardan itibaren bu

bolge angiospermlerin sistematiginde kullanilmya baslanmistir.

ITS1 ve ITS2’de bolgelerinin varyasyon dereceleri bitki gruplarina gore
farklilik gostermektedir. Arastirmalarda ITS dizinlerinin, cpDNA baz dizinlerinden
cok daha fazla degiskenlik gosterdigi ve daha bilgilendirici oldugu sonucuna
varilmistir [46]. ITS bolgesi ribozomal DNA’nin intergenik bosluk ve dis transikibe

olan bosluk bélgelerine gore nispeten daha fazla korunmustur [47,48].

ITSS angloaperm sS4
——

-
-
185 ITS SDS—S" ITS e
Niikleer DN 1 :;'m,',""" z Niikleer DINA
200-250 D002 50bp
bp o
I
ITS
Boilgesi

Sekil 3 ITS bolgesi ve Kullanilan Primerlerin Pozisyonlar1 [49].

Filogenetik ¢alismalarda ITS bolgesinin kullanilmasimin nedenleri sunlardir;
e Filogenetik caligmalarda saglikli bilgiler verebilecek uzunluktadir. (600—700bp).
e Yiiksek kopya sayisia sahiptirler.
e Cins ve tiir i¢i seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA gen bolgelerine
komsu pozisyonda bulunmaktadirlar.
e Cins ve tiir seviyesinde agiklayici bilgiler sunmaktadir.
e rDNA gen bdlgelerine gore daha hizli varyasyon gosterirler.
e TSI ve ITS2 bolgelerine dayali analizlerde ITS1 verileri, ITS2’ye gore daha
giivenilir sonuglar vermektedir.

e rDNA’nin olgun 18S, 5.8S ve 288 alt birimlerinin olusumu siirecinde gorevlidir.
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e ITS bolgeleri genellikle 6karyot canlilarda 5.8S gen bolgesi, ile birlikte
degerlendirilmektedir.

e ITS bolgesinin amplifikasyonu ve dizilenmesi i¢in evrensel primerler
kullanilabilmektedir. Primerler mantar (Sacharomyces), bocek (Drosophila), ve

bitki (Oryza sativa ve Hordeum vulgaris) dizilerinden kéken almistir [47].

1.3.2.2 rDNA ve ITS Bolgeleri Arasindaki fliski

Genomik DNA {izerindeki rDNA bolgeleri, coklu genlerden olusur ve ardisik
siralanmig tekrarli diziler seklindedir. rDNA tekrarlari; genomik DNA’nin NOR
(Niikleolar Organizer Region) bolgelerinde yerlesmistir. 18S kiigiik alt birim, 5.8S ve
28S biiylik alt birim rDNA’lar1 kodlayan genlerden meydana gelmistir. ITS
bolgeleri, rDNA tekrarlar1 i¢inde yerlesmistir. ITS bolgeleri, rDNA’nin alt birimleri
ile transkribe edilir ve korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve 28S) birbirinden aywran iKi
kisimdan (ITS1 ve ITS2) olusur [13]. ITS bolgeleri, evrensel primerler kullanilarak
PCR calismalariyla kolayca elde edilebilir.

ITS bolgesi tiirlerin tehsis edilmesinde morfolojik verilere oranla biiyiik

kolaylik saglamaktadir ve filogenetik ¢alismalarda ¢ok tercih edilmektedir [50,51].

IGS

NTS ETS | 185

ITranskribe olan bolge

Tekrarlanan bolge

Sekil 4 Cekirdek Ribozomal DNA’sinin Tekrarli Uniteleri [53].
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rDNA genleri, kopya edilmeyen bdlgeler (IGS) ve ITS bolgeleri ile
birbirinden ayrilmistir. IGS bolgeleri (ETS ve NTS), komsu rDNA tekrar birimleri
arasinda bulunur. ETS, ribozomal mRNA ile kodlanan dis kopya bolgesidir. NTS
(Non Transcribed Spacer) ise, tekrar birimleri arasinda yerlesmis kodlanmayan
bolgelerdir [47]. 1TS1, 18S (SSU) ile 5.8S arasinda yerlesmistir. ITS2 bolgesi ise,
5.8S ile 28S (LSU) genlerini aywran bolgedir. Bu gen yapilarint iceren rDNA
tekrarlarmin  Okaryotik organizmalardaki kopya sayisi, 200-30.000 arasinda
degismektedir.

1.3.2.3 rDNA Bolgeleri
1.3.2.3.1 Kiig¢iik Alt Birim rDNA (18S)

Kiigiik alt birim rDNA’s1 yiiksek derecede korunmus bir bolgedir. Alem, sube
ve smif seviyesindeki filogenetik ¢alismalarin yeniden insaas1t i¢in siklikla

kullanilmaktadir [53].

Kigiik alt birim rDNA baz smralari, fungal soylarin sistematiginde,
Angiospermlerin sistematiginde ve hayvanlarin sistematiginde farkli taksonomik

seviyelerde filogeninin yeniden insaasinda kullanilmaktadir [54].

1.3.2.3.25.8S rDNA

5.8S rDNA tekrar birimleri icinde en kiiclik uzunluga sahip olanidir.
Niikleotit igerigi ileri derecede korunmus olan 5.8S rDNA biiyiik alt birimin bir
pargasidir. Bu bdlgenin baz uzunlugu (163-164 bp) yeterince uzun olmadigindan
filogenetik caligmalarda tek basina kullanilmamaktadir. Bu nedenle filogenetik

analizlerde, ITS bolgeleriyle birlikte degerlendirilmektedir [54].
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1.3.2.3.3 Biiyiik Alt Birim rDNA (28S)

Biiytik alt birim rDNA, kiigiik alt birim rDNA’ya gore daha uzundur ve baz

icerigi agisindan daha fazla varyasyon gostermektedir.

rDNA genlerinin gosterdigi varyasyonlar akraba tiirlerin teshisinde yeterli
bilgi sunmamaktadir. Bu nedenle rDNA genlerinin gosterdigi varyasyonlardan,

familya ve daha yukari seviyelerde faydalanilmaktadir [53].

rDNA tekrarlarmin ITS ve IGS bolgeleri, yiiksek oranda varyasyon
gosterdiginden cinsler arasinda, tiir seviyesinde ve populasyon c¢alismalarinda
karsilasilan taksonomik problemleri ¢6zmede kullanilmaktadir. Ancak 1GS (4-5kb)
bolgelerinin ITS bolgelerine gore daha uzun pargalara sahip olmasi ve dizi
analizindeki zorluk nedeniyle, filogenetik calismalarda ¢ogunlukla ITS bdolgeleri
kullanilmaktadir [54].

1.3.3 Molekiiler Filogenide Kullanilan DNA Cesitleri
1.3.3.1 Kloroplast Genomu

Kloroplast bitkilerde fotosentezden sorumlu olan organeldir. Kloroplast
genomu ¢ift iplikli halkasal yapidadir. Kloroplast DNA’s1 yar1 korunumludur ve
kendine 6zgii protein sentezi yapilarma sahiptir. Kloroplast yap1 olarak prokaryotik

hiicre yapisia benzemektedir.

Kloroplast DNA’ s1 boyut olarak mitokondri DNA’sindan daha biiytiktiir. Bu
boyut farkliligi; kloroplastlarda mitokondrilere gore tasimnan gen sayisinin fazlaligi,
genler arasinda ve icinde olduk¢a uzun kodlama yapmayan niikleotit dizisini
tasimasi, DNA dizisindeki duplikasyonlu bdlgeleri igermesi gibi ozelliklerle
aciklanabilir. Kloroplast genomu ¢ok fazla kodlanmayan bolge icermediginden
niiklear genoma gore daha yavas evrimlesir [55,56]. Bir¢ok tiirde genom kiigiik ve
biiyilk essiz dizi bolgeleri icerir ve bunlar bir ¢ift ters tekrarla birbirinden

ayrilmaktadir [57].
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Kloroplast genomunda bulunan bdlgeler de ¢ekirdek genomunda oldugu gibi
sistematik problemlerin ¢oziimiine 151k tutmaktadir. trnL-F ve ndhF bdlgeleri bu
bolgelerden bazilaridir. Kloroplast genomunda bulunan bolgelerden biri olan ndhF

bolgesinin dizileri filogenetik problemlere familya diizeyinde ¢ok daha basarili

¢cozliimler tiretmektedir [58].

trnF trnkL

rbcL _»
: k—\
atpp
rpsz

IR
ndhF 5=S

SSC

Sekil 5 Kloroplast Genomu [59].

trnL-F ve ndhF bolgeleri 6zel primerler vasitasiyla PCR teknigi ile
cogaltilarak baz polimorfizimine bakilir. Daha sonra baz polimorfizimlerine gore

taksonlar arasi filogenetik iliskilere karar verilir [60,61].

mT imL% trnL 3’ frnF
— 833 M 614 — 324 —
L | M) | | B
a—r c—> e—p
trnT-for tmlL5"-for trnL3'-for
+—h +—d +—f
trnL5"-bac tmL3'-bac trnF-bac

Sekil 6 trnL-F Bolgesi [58]

Mitokondriyal DNA (mtDNA) mitokondri icerisinde bulunan, halkasal DNA
molekiiliidiir [62]. Canlilarda Mitokondriyal DNA ¢ogunlukla maternal kalitimhidir.
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Insanda mtDNA anne tarafindan kalitilir. Spermin mtDNA’nm kalitimiyla bir
ilgisi bulunamamistir [63]. Mitokondrilerin sayist hiicrenin enerji ihtiyacina gore
farklilik gostermektedir. mtDNA’larin boyutunun kiigiik olmasi ve yiiksek oranda
korunmus yapisinin olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle populasyonlar, tiirler ve daha
iist taksonomik seviyelerin evrimsel iliskilerini belirlemede oldukg¢a sik tercih

edilirler [64].

1.3.3.3 Cekirdek DNA’s1

Cekirdek genomunun biiyiikliigii organizmalar arasinda ¢esitlilik gosterir. Bu
durum, cekirdek genomunun filogenetik anlamda bilgi verebilecegini gosterir.
Kromozom sayis1 ve karyotipteki varyasyonlar bitkilerin gelisiminin incelenmesi

acisindan oldukga 6nemli verilerdir [65].

1.3.4 DNA Dizileme

DNA dizileme DNA’nin birincil yapilarmin tayininde ve niikleotid baz
dizisinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. DNA dizileme siklikla gen
mutasyonlarmin tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarmin tayininde, gen
regiilasyonunda yer alan genetik kontrol bolgelerini belirlemede, konsensus dizileri,
epistatik genler ve bu genlerin etkilerini belirlemede, preimplantasyon tanisinda ve

kalitsal hastalik tayininde yaygin olarak kullanilir.

Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik ucuz oldugu igin yaygin
olarak kullanilmaktadir:
e Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi [66].

e Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi [67].

Her iki teknik de ii¢ asamada ger¢eklesmektedir. Bu agsamalar; DNA’nin

hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yiiksek voltajli jel elektroforezidir. Bu iki tekniklerin
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disinda; pyrosequencing, nanopore sequencing gibi hizli fakat pahali yontemler de

giiniimiizde kullanilmaktadir.

1.3.4.1 Maxam ve Gilbert’in Kimyasal Kirllma Yontemi

Kimyasal kirilma yontemin temel prensibi hidrazin, dimetilsiilfat ya da
formikasit’in, DNA’da bulunan bazlar1 6zgiil olarak degistirmesine ve daha sonra
eklenen piperidinin degisiklige ugramis niikleotitlerin bulundugu noktalardan zinciri

kirmasina dayanmaktadir.

Kimyasal kirilma yonteminde 6zgiil bazlar ile DNA zincirlerin kirilmasimda

kullanilan kimyasallar asagida verilmistir [68].

Tablo 1 Kimyasal Kirilma Yonteminde Kullanilan Kimyasallar

Baz ayirmada Zincir kirmada
. Baza ozgiil
Ozgiil Baz ] kullanilan kullanilan
kimyasal _ _
kimyasal kimyasal
G Dimetil siilfat Piperidin Piperidin
A+G Asit Asit Piperidin
C+T Hidrazin Piperidin Piperidin
C Hidrazin + Baz Piperidin Piperidin
A>C Baz Piperidin Piperidin

Niikleotit dizisi saptanacak olan DNA 6nce 5’ ucundan 32 P ile ya da floresan
bir boya ile isaretlenir. DNA’ nin iki iplikcigi birbirinden ayrilarak ya da DNA
uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilerek DNA’ nin yalnizca bir ucundan
isaretlenmesi saglanir. Daha sonra DNA molekiilleri dort tiipe ayrilarak A, C, G ya
da T niikleotitlerini degistirmek ve kirmak ic¢in gerekli tepkimeler gerceklestirilir. Bu
sayede tiiplerde farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmig DNA pargalar1

elde edilir. Sonugta kirilmanin oldugu pozisyona gore hepsi 5° pozisyonlarmdan
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isaretli ancak boylar1 birbirinden farkli bir dizi DNA fragmenti elde edilmis olur.
Elde edilen boylar1 gittikce kisalan DNA fragmentleri, jel elektroforezinde
birbirlerinden biyiikliikklerine gore ayrilir. Otoradyografi uygulanarak bantlar

gorilintiilenir.

Piirinlerin kirilmasinda dimetilsiilfat kullanilir. Dimetil siilfat ile metillenen
DNA’ ya bazik ortamda piperidin uygulanirsa DNA guanin bazindan kirilir. Bazik
ortam yerine asidik ortam tercih edilirse bu sefer de DNA guanin yerine adenin
bazindan kirilir [69].

Pirimidin bazlarinin kirilmasinda ise hidrazin kullanilir. Hidrazin, DNA’ y1
hem sitozin hem de timin bazindan kirar. Bu iki reaksiyonu ayirmak icin ise yiiksek
tuz derisimi (2M NaCl) ve bazik ortam kullanilir. Yiiksek tuz derisimi ile bazik

ortamda DNA sitozin bazindan kirilir.

1.3.4.2 Sanger DNA Dizileme Yoéntemi

Sanger yontemi enzimatik DNA sentezine dayanir. Tehlikeli kimyasallardan
uzak ve daha hizli bir yontem oldugundan Maxam-Gilbert yontemine tercih edilir.
Bu yontem i¢in: Tek zincirli kalip DNA’ya, dNTP’lere, ddNTP’ye, DNA polimeraza
ve serbest OH grubu igeren primere ihtiyag vardir. YoOntemin temeli DNA
polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozittrifosfat) yanisira deoksiribozun 3’
pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de (dideoksiriboniikleozittrifosfat)
substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’nin
katilmasiyla, ddNTP’nin 3’pozisyonunda OH grubu olmadig igin sentezi durdurur.

Dizileme reaksiyonlari i¢in dort ayri tiipte reaksiyon karisimi hazirlanir.

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanarak
jel tlizerinde yan yana yiriitiliir. Uygulanan elektriksel alanin etkisi ile DNA
pargaciklar1 en kisas1t en dnde olmak iizere jel lizerinde bir merdiven goriintiisii

olusturur. Isaretleme ydntemine gore jel iizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon
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karisimina konulan ddNTP’ nin tipine gore okunur. Otoradyogramdaki bu bant

verilerinden yararlanilarak 5’-3’yoniine dogru olan baz dizilimi saptanmis olur [69].

1.3.4.3 Otomatik DNA Dizileme Yontemi

Otomatik dizileme yonteminde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemden tek farki
radyoaktif izotop yerine floresan boyalarin kullanilmasidir. Yontemde dort farkli
renkte boya kullanilir. Sonugta, dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkte
piklerin olustugu Sekil 7’teki gibi bir goriintii (kromatogram) ortaya ¢ikar. Timin
bazi1 kirmizi renkle Guanin bazi siyah renkle, Adenin bazi yesil renkle ve Sitozin bazi

mavi renkle gosterilir.

A A A A2 T AT T A T T T T T 32 A 9 9 A A A A

Sekil 7 DNA Dizileme Sonucu Olusan Piklerin Goriintiisii

Otomatik DNA dizileme cihazlari, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu
programlarin  yonettigi  elektroforez ~ sisteminden  meydana  gelmektedir.
Elektroforetik {initelerde bulunan lazer 1sik kaynagi ile monokromatik bir 151k
meydana getirilir. DNA’nin bulundugu jel matriks bu monokromatik 1sik ile taranir.
Elektroforez boyunca DNA’ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye
geldiginde uyarilmatadir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda
15181 geri yansitir. Yanstyan 151k demeti bir detektor tarafindan kaydedilir.
Kaydedilen veriler bilgisayar yazilimlariyla degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya

da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktartlir.
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Otomatik dizileme yOntemleri manual yontemlere gore daha gilivenilir

sonuclar verir. Ayrica zamandan da tasarruf saglamaktadir. [68].

1.3.5 Coklu Dizi Hizalama ve Clustal W Programi

Coklu dizi hizalama, ikili dizi hizalamadan daha fazla bilgi verir. Coklu dizi
hizalamada en ¢ok kullanilan yontem asamali hizalama yontemidir. Bu yOntemi
kullanan yazilimlarin en yaygini CLUSTAL W’dir [70]. Bu metotda dizilerin ikili
benzerlikleri kullanilarak tahmini bir filogenetik agac¢ olusturulur. Daha sonra bu
bilgilerin 151g8inda, asamali olarak diziler hizalanir. Bu yOntemin en Onemli
dezavantajlari, yerel minimuma takilmasi ve problemi dogru sekilde agiklayacak
parametrelerin belirlenmesinin zor olmasidir. Coklu dizi hizalama problemlerini
cozmek icin kullanilan diger bir ana yaklasimsa genetik algoritmalardir. En ¢ok
bilinen orneklerden biri SAGA (Sequence Alignment by Genetic Algorithm)’dir
[71]. SAGA ClustalW’ya yakin hizalamalar bulmustur ama daha basarili sonuglar da

vermemistir.

1.3.6 Filogenetik Analiz ve Filogenetik Agac

Filogeni kisaca; evrimsel akrabalik iligkisi olarak tanimlanabilir. Filogenetik
analiz ise; mevcut olan karakterlerin degisik kriterler kullanilarak degerlendirilmesi
sonucu taksonlar arasindaki akrabalik iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasiyla soy
agaclarmm olusturulmasidir [72]. Filognetik aga¢ bir grubun evrimsel tarihinin

grafiksel ozetidir.

Filogenetik agac;
e Dallanma olaylarmm modelini, bazi durumlarda zamanini ve zaman araligini
tanimlar,
e Tiirlesme sirasini kaydeder,

e Hangi taksonlarin yakim ya da uzak akraba olduklarini gosterir.
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Filogenetik bir agacta; Dallar; tiirlerin atasal populasyonlarinin zaman
icerisindeki durumlarmi gosterir. Diigiimler; bir populasyonun (taksonun) iki veya
daha fazla tiirev populasyona ayrildigi noktalara denir [54]. Dal uglar1 ise; soyu
tilkkenmis veya bugiin yasayan tiirleri ifade eder. Filogenetik agacglar kokli veya
koksiiz olabilir. Koklii Agaclar; inceleme altindaki soy hattin1 nereden koklendigini
tanimladig1 i¢in ayrilma olaylarinin agiga ¢ikma sirasini da ortaya koyarlar. [54].
Koksiiz agaclar ise; koklii agaclarm tersine, tiirler arasindaki iliskiyi ortaya koyar.
Fakat, hangi diigiim ya da dallarin tarihte 6nce veya sonra agiga ¢iktigna isaret
etmez [73]. Agaglardaki dal uzunlugu genellikle dalda olusmus degisikliklerin

(basamaklarin) sayisini belirler [74].

1.3.6.1 Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Yoéntemler

Giintimiizde kullanilmakta olan yontemler temel olarak iki ana baglik altinda

incelenir:

Karakter temelli yontemler;
e Maximum parsimony
e Maximum likelihood

e Mr. Bayes

Mesafe temelli yontemler;
e Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean ( UPGMA)
e Neighbour joining
e Minimum evrim metodu

e En az kareler metodu
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1.3.6.1.1 Karakter Temelli Yontemler

Uzerinde ¢alisilan taksonlar arasindaki degisken, kalitsal ve biri digerinden
bagimsiz her bir 6zellik ya da karakter hangi taksonun hangisiyle yakin akraba

oldugu konusunda bize yardim eder.

Bu karakterler;
e DNA dizisi,
e Belli iskelet elementleri,
e (icek kisimlariin varligi yada yoklugu,

e Embriyonik veya larval gelismenin sekli gibi 6zellikler olabilir.

1.3.6.1.1.1 MP (Maximum Parsimony) Farkliiklar1 En Aza indirme

Y ontemi

Parsimoni metodu, olas1 birgok filogenetik agaglar arasindan hangi dallanma
modelinin evrimsel tarihi en dogru bicimde yansittigini tanimlamada bir yol

gostericidir.

Parsimoniye gore olmasi en muhtemel agag¢, agiga ¢ikmis olan evrimsel
degismenin toplam miktarmi en aza indirgeyen agactir [73]. Yani en az farkli olan
birimler, birbirine ¢cok yakin ve en ¢ok benzeyen birimlerdir. Bu nedenle; Parsimoni

(MP), Minimum Evrimsel Metod (parsimoni = tutumluluk) olarak tanimlanabilir.

Maksimum parsimoni yonteminin dezavantajlari:
e Yiiksek seviye homoplasilerde yanilabilirler.
e incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir agac elde etmek icin
gerekli en az mutasyonlarm saptanmasina dayanan bir yontemdir.
e MP analizi ile en iyi sonuglar dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok giiclii

oldugu ve az sayida dizinin oldugu durumlarda alinir.
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1.3.6.1.1.2 ML (Maximum Likelihood) En Yiiksek Ihtimal Metodu

En yiiksek ihtimal metodunda, tiim aga¢ topolojileri degerlendirilir. Neticede,

yarigan agag topolojilerinden en yiiksek gergeklesme olasilig1 olan agag segilir.

Maximum likelihood yonteminin avantajlari :
e Mevcut metodlarin i¢inde genelde en tutarl olanidir.
e Karakter ve oran analizlerinde kullanilabilirler.
e Sonmiis (hipotetik) atalarin sekanslarini tahmin etmede kullanilabilir.

e Niikleotid, aminoasit sekanslar1 ve diger data tiplerine uygulanabilir.

Biitiin bu avantanjlarinin yaninda Maximum Likelihood metodu, basit ve
sezgisel olmayisi, parsimonide oldugu gibi yiiksek seviye homoplasilerde
yanilabilmesi ve parsimoni metoduna gére daha yavas olmasi gibi dez avatanjlara
sahiptir [73].

1.3.6.1.1.3 Bayes Metodu

Bayes metodu, temelde maximum likelihood metoduna benzemektedir, ancak
sonraki (posterior) olasilik kullanimi nedeniyle bu yontemden ayrilir. Mevcut
gozlemlere dayanarak gézlenmeyen bir durum hakkinda sonug¢ ¢ikarma prensibine
dayanir. Bu metodta baz alman “6nceki olasilik” kavrami analiz 6ncesinde tiim olas1
agac topolojileri i¢in gegerli olan olasiligi ifade eder. Bu metod giliniimiizde ¢ok

yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.3.6.1.2 Mesafe Temelli Yontemler

Mesafe temelli yontemler; dizi hizlanmasi sonucu elde edilen evrimsel
mesafelerle bir veri matrisi olusturularak daha sonra matristeki mesafe skorlarmna
gore tiim taksonlar i¢in bir filogenetik aga¢ olusturma esasina dayanmaktadir [75].

Agacin dallar1 boyunca ortaya c¢ikan degisiklik sayisi diziler arasindaki uzakligi
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gosterir [73]. Tercih edilen agaclar, taksonlar arasindaki mesafeyi en aza indirgeyen

agaclardir [74].

Bu yontemde kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya en iyi durum
(optimum durum) temelli algoritmalar olarak iki’ye ayrilirlar. Mesafe temelli

yontemlerden bazilari; UPGMA ve Neighbour joining yontemleridir.

1.3.6.1.2.1 UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Averages) Aritmetik Ortalamay1 Kullanan Agirhksiz Cift Grup Metodu

Bir takson i¢in uzaklik matriksi gozden gecirilirken, en kiiciik uzaklik
matriksi baz alinir. Hizli bir yontemdir ve genis data setlerini ¢abukca analiz edebilir
fakat karakter analizinde kullanilamazlar. Bir atanin iki yavrusunun ayni miktarda

degisime ugradigmi (dallarin esit uzunlukta oldugunu) savunmasi gergekei degildir.

1.3.6.1.2.2 Neighbour Joining Komsu Birlestirme Metodu

Bu metod igerik olarak “cluster” analizle alakalidir. Ancak, dallar boyunca
molekiiler degisikliklerin esit olmayan oranlar1 i¢in metot izin verir. Analizin her
adiminda uzaklik matriksi, diigiimlerin her ¢ifti arasinda ayarlanan dal uzunluklarinin
net etkisine sahiptir. Bunun anlamz; tiim diger diigiimlerden farkliliktir. Bu yontemde
bir tane agag olusturulur ve genis veri kiimelerinin analizi yapilabilir. Fakat tiim olas1

agag topolojileri degerlendirilemez.

1.3.7 Filogenetik Agac¢larin Olusturulmasinda Kullanilan

Programlar

Filogenetik alaninda ¢alisan akademisyenler ve bu alanda program

gelistirenler genellikle MAC (Apple Macintosh) bilgisayarlar kullanmaktadirlar. Her
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ne kadar programlarin PC versiyonlart mevcut ise de MAC versiyonlar1 daha ileri

diizeyde stirtimdiirler.

Filogenetik agaclarin eldesinde yaygin olarak kullanilan programlar PAUP,
PHYLIP, MRBAYES dur [77].

Ancak bu programlarin 6nerdikleri agaglarin bilgisayarda goriintiilenmesini
saglayan baska programlar da vardir. Bunlardan yaygin olarak kullanilanlardan birisi

Treeview programudir [76].

PAUP programi parsimony ve maximum likelihood metotlar1 dahil pek ¢ok
metodu kullanarak populasyon verilerini detayl arastiran ticretli bir programdir [78-
79].

MRBAYES programi ise Bayes metodunun prensibi ile c¢alisan bir
programdir. Programda amac¢ tek bir “dogru” filogeniyi bulmayr degil, biitiin

muhtemel filogenilerin sonraki (posterior) olasilik dagilimlarimni hesaplamaktir [80].

PHYLIP programi da soy agaglar1 olusturulan ve internetten iicretsiz olarak

indirilip kullanilabilen bir programdir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan bitki materyalleri Selguk Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Ogretim Uyesi Yrd. Dog.Dr. Bekir DOGAN tarafindan taksonlarm yayilis

alanlarindan toplanmistir. Taze bitki materyalleri araziden toplandiktan sonra

kurutularak silika jel igerisinde saklanmustir.

Tablo 2 Calisilan Taksonlar ve Toplandigi Lokaliteler

Herbaryum Tiirii Toplandig Toplandig Toplayan Toplandig
numarasi Lokalite Yiikseklik Tarih
BD 2223 Serratula Kahramanmaras: 990 m Bekir Dogan 15.06.2010
cerinthifolia Ahir Dag1, yamaglar
BD 2243 Serratula Kars: Kagizman- 1055 m Bekir Dogan 16.07.2010
coriacea Tuzluca arasi,
Kagizman’a 38 km
kala, yamaglar
BD 2282 Serratula Erzurum: Kopriikoy, Bekir Dogan 06.08.2010
erucifolia Egirmez koyi, 1635 m A.Duran,
markar mevkii, tarla E.Martin.
kenar1
BD 2259 Serratula Antalya: Akseki, 1425 m Bekir Dogan 06.08.2010
grandifolia Siileymanli Koyl A.Duran,
civart, mese acikligi E.Martin.
BD 2268 Serratula Bitlis: Tatvan, Sapur 1965 m Bekir Dogan 04.08.2010
kotschyi koyii, dere yatagi A.Duran,
yamaglart E.Martin.
BD 2217 Serratula kurdica | Osmaniye: Yarpuz, 1465 m Bekir Dogan 15.06.2010
Yarpuz-Avlak A.Duran,
mevKii arasi, mese E.Martin.
acikligi
BD 2262 Serratula Antalya: Gazipasa, 1730 m Bekir Dogan 24.07.2010,
lasiocephala Cayir yakasi yaylasi A.Duran,
E.Martin.
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Tablo 2’nin Devami

BD 2227 Serratula Malatya: Darende, 1512 m Bekir Dogan 17.06.2010
oligocephala Darende-Akgadag A.Duran,
aras1, Akcadag’a 18 E.Martin.
km kala, kalker
kayalik yamaglar
BD 2285 Serratula Artvin: Ardanug- 1210 m Bekir Dogan 07.08.2010,
quinquefolia Kutul arasi, mese ve A.Duran,
kizilagag acgikliklari E.Martin.
BD 2283 Serratula radiata Kars: Arpacay, 2190 m Bekir Dogan 06.08.2010
subsp. radiata Kardeskoy-Dagkoy A.Duran,
arasi E.Martin.
BD 2247 Serratula radiata Kars: Kagizman, 1830 m Bekir Dogan 16.07.2010
subsp. Akgay-Cumacay A.Duran,
biebersteiniana arasi, yamaglar E.Martin.
BD 2238 Serratula Van: Giirpmar’a 15 2125 m Bekir Dogan 15.07.2010,
serratuloides km kala, yol A.Duran,
kenarindaki E.Martin.
yamaglar
BD 2275 Serratula Hakkari: Cilo 2210 m Bekir Dogan 05.08.2010,
hakkiarica daglari, Kirikdag, A.Duran,
Dez deresi tistleri E.Martin.
BD 2234 Serratula Mus: Malazgirt, 1840 m, Bekir Dogan 14.07.2010
haussknechtii Karincali koyii, tarla A.Duran,
kenarlart E.Martin.
BD 2230 Serratula Malatya: Darende, 1010 m, Bekir Dogan 17.06.2010,
bornmuelleri Akgatoprak yol A.Duran,
ayrimi civart, E.Martin.
kurumus dere yatagi
kenarlari
BD 2290 Serratula Bolu: Bolu-Gerede 1105 m Bekir Dogan 09.08.2010,
tinctoria arasi, Bolu’ya 28 A.Duran,
km. kala, yol E.Martin.
kenarindaki
cayirliklar
BD 1029 J. cataonica Erzincan: Eski 1105 m Bekir Dogan 07.08.2005
cayirlt yolu, 10 km, A.Duran,
yol kenarindaki E.Martin.
yamaglar,
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Tablo 2°nin Devami

Kars: Kagizman, 1200 m Bekir Dogan
Acroptilon repens Akgay yamaglar
Rhaponticum Ankara: ibrala 1100 m Bekir Dogan
serratuloides vadisi, Akkoprii
kuzeyi,
Rhapondicoides Siirt: Herakol 1725 m Bekir Dogan
iconiensis

2.1.2 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin

Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uclari, mikropipetler, ependorf tiipleri, PCR
tiipleri, ¢ozeltiler, cam malzemeler ve 1stya dayanikli diger malzemeler calismaya
baslamadan o6nce 121 °C de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanip

sterilize edilerek kontaminatlardan temizlendi.

2.1.3 Kullamilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan
satin alinmistir. Ayrica PCR reaksiyonlarinda kullanilan enzim ve diger soliisyonlar,

Applichem, Biolabs, Stratagene ve Fermentas firmalarindan temin edilmistir.

2.1.3.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullamlan Kimyasallar
2.1.3.1.1 Fenol-Kloroform-izoamilalkol Metoduyla Yapilan DNA

Izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan bitki materyallerinin bir kisminin genomik DNA’s1

Dellaporta ve arkadaslar1 [119] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen Fenol-
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Kloroform-izoamilalkol ydntemiyle izole edilmistir. Fenol-Kloroform-izoamilalkol

yontemi i¢in kullanilan tiim kimyasallar Tablo 3’te gdsterilmistir.

Tablo 3 Fenol-Kloroform-izoamilalkol Yonteminde Kullanilan Cézeltiler

Solusyonlar Kompozisyonu
33,6 gr. Ure
0,5M EDTA (pH: 8)
Ekstraksiyon tamponu (1L) 1 M. Tris-HCI (pH:8)
5 M NacCl
%10 SDS
Fenol/Kloroform/izoamil alkol 25:24:1
NaAc 3MpH:5.2
Izopropil alkol %100
TE 10mM
RNaz A 10 mg/mL
EtOH % 70 ve % 100 lik

2.1.3.1.2 SIGMA Kiti ile Yapilan izolasyonda Kullanilan

Kimyasallar

Bitki materyallerinin yarisindan fazlasinin genomik DNA’s1 SIGMA G2N70
Plant Genomic DNA Miniprep Kit ile izole edildi. Kitteki solusyonlar sunlardir:
Lysis Solution Part A, Lysis Solution Part B, Precipitation Solution, Binding
Solution, Column Preparation Solution, Wash Solution Concentrate, Elution Solution
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH yaklasik 8.0)

Tablo 4 PCR’de ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Miktan Konsantrasyon
dH,0 10.8 pL -
Tampon 2.5 uL 10 X
DMSO 2.5 uL -
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Tablo 4’{iin Devami

ITS4/trnL-e 2.5 uL pmol / ml
ITSSA/trnL-ff 2.5 uL pmol / ml
MgCl, 1.5uL 25 mM
dNTP 0.4 uL 10 mM
Tag DNA Polimeraz 0.3 uL 5 {linite
gDNA 2 uL
Toplam 25 uL

2.1.4 PCR’ de Kullamilan Primerler ve Ozellikleri

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Integrated DNA Technologies

(IDT A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerlerden stok hazirlamak i¢in yaklagik

15 sn 12.000 rpm’de satrifiij yapilarak kuru cokeltinin tiiplin dibinde toplanmasi

saglandi. Daha sonra 1000 pL dH,O ile ¢okelti ¢oziilerek primer stoklarimiz

hazirlanmis oldu. Her bir primerin son konsantrasyonu 5 nmol/uL olacak sekilde

sulandirildi. Hazirlanan primerler -20°C saklanarak muhafaza edildi.

Tablo 5 ITS PCR’ de Kullanilan Primerler

Primer Niikleotid Dizisi (5’- 3°) Tm Degeri
Reverse ITS4 CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 52.1°C
Forward ITS5A TCCTCCGCTTATTGATATGC 49.9 °C
Tablo 6 trnL-F PCR’ de Kullanilan Primerler
Primer Niikleotid Dizisi (5’- 3°) Tm Degeri
Reverse trnL-e GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 54.4°C
Forward trnL-f ATTTGAACTGGTGACACGAG 52.8°C
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2.1.5 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasallar
Agaroz jel elektroforezinde 0.5X’lik TBE kullanilir. 0.5X’lik TBE
hazirlamak i¢in ise hazirlanan 5X TBE seyreltilir. 5 X TBE’ nin hazirlanis1 ise Tablo

6’daki gibidir.

Tablo 7 5X TBE Tamponu Hazirlama

Tris - Bas 549
Borik Asit 27549
0.5M EDTA 20ml
Saf su 1 L’ye tamamlanir
2.2 Yontem

2.2.1 Bitkilerden Genomik DNA izolasyonu

2.2.1.1 Fenol-Kloroform-izoamilalkol Protokolii

Yontemin agamalar1 su sekilde gerceklestirildi;

Silika jel igerisinde bulunan herbaryum 6rnekleri 100 mg alinarak sivi azotla
havanda ezilerek toz haline getirildi. Ornekler havandan ependorf tiiplere aktarilarak
iizerine 600 pL izolasyon tamponu eklendi ve vorteks yapildi. Tiipe 500 puL fenol
kloroform-izoamil alkol enklendi. 5 dakika alt-iist edildi. 5dk 12000 rpm’de santrifiij
yapilarak proteinlerin dibe ¢okiip DNA’nin tiipiin iist kisminda kalmasi saglandi.
Tiipteki siipertnatant alinarak temiz bir tiipe aktarildi. Siipernatant hacminin %10°u
kadar (50 uL) 3M NaAc (ph 5.2) eklendi ve alt-iist edildi. Stipernatant hacmi kadar (
500 pL civarinda) izopropanol eklendi. Bu islemden sonra DNA c¢iplak gozle
goriildi. 2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapilarak DNA ¢oktiiriildii. Dipte DNA pelleti
olustu ve iistteki ¢ozelti de mikro pipetle ¢ekilerek atildi. Olusan pellete 500 uLL TE
(10mM, pH=8) eklendi. Pellete dokunmadan pipetaj yaparak pelletin ¢oziilmesi
saglandi. 5 pL RNaz A (10mg/ml) pipetaj yapilarak eklendi ve RNaz A’nin homojen
dagilmas: i¢in tiip alt-list edildi. 30 dk 37 °C’ de inkiibasyon yapilarakRNA’nin
uzaklastirilmasi saglandi. 50 pl NaAc (3M) eklendi ve alt-iist edildi. 1 ml %90° Iik
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10.
11.
12.
13.
14.

ETOH eklendi alt-iist edildi. -80 °C’de 10 dk bekletildi. 10 dk 13000 rpm’ de
santrifiij edilerek DNA’nin ¢okmesi saglandi. Etanol bosaltildi. Ustteki siipernatant
cope atildi, altta pellet kaldi. Kalan ¢okelti %70’ lik ETOH ile pipetaj yapilarak
yikandi. 2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapildi. Olusan ¢okeltiden etanol dikkatlice
uzaklastirildiktan sonra 20-30 sn 12000 rpm’ de santriflij yapildi. Ependorf tiipler
kagit lizerine yan yatirildi ve etanol kalintilarinin ugmasi beklendi. Olusan genomik
DNA ¢okeltisi, 50 uLL TE veya 200 uL saf su eklenerek pellet kayboluncaya kadar
¢oziildii ve DNA kullanima hazir hale geldi.

2.2.1.2 SIGMA Kiti ile DNA izolasyonu

Yontemin agamalart;

Bitki materyallerinden 100 mg alindi ve havanda sivi azotla ezilerek toz haline
getirildi.

350 uL Lysis Solution (Part A) ve 50uL Lysis Solution (Part B) eklendi ve vortex
yapildi.

4uL RNaz pipetaj yapilarak eklendi. 65 °C’de 10 dk su banyosunda bekletildi.

130ul Precipitation Solution eklendi. 5dk buzda bekletildi.

5dk maksimum hizda (16000g) santrifiij yapildi. Sivi kisim alinip ve mavi filtreli
tiipe aktarildi. Cokelti atildi.

1 dk maksimum hizda santrifiij yapildi. Kolon atilidi. Collection tiip alind1.

700ul Binding Solution eklendi. Toplam sivi 1000uL civarinda tutuldu.

Binding kolonu hazirlama: Kirmiz1 kolonlu tiipler alindi. Her birine 500uL Column
Preparation Solution eklenir. 1 dk 12000g’de santrifiij yapilidi. Siv1 atilirak, kolon
hazir hale gelmis oldu.

7.basamaktaki karigimin bir kismi kirmizi kolonlu tiipe aktarildi.(6rn: 700uL)
Maksimum hizda 1dk santrifiij yapildi. Sivi kisim atildi, collection tiip alindi.
Kirmiz1 kolon collection tiipe yeniden konuldu.

7.basamaktan geriye kalan karigim (6rn:300uL) kolondan gegirildi.

Maksimum hizda 1dk santrifiij yapildi. S1ivi ve collection tiip atildi.

Kolon yikanmasi i¢in yeni bir collection tiipiin i¢ine yerlestirildi.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

500pL Wash Solution eklenerek ve maksimum hizda 1dk santrifiij yapildi. Sivi
atild, collection tiip alind1.

500u1 Wash Solution eklendi ve maksimum hizda 3dk santrifiij yapildi. Sivi, kolona
temas ettirilmeden atild1.

Yeni 2ml’lik collection tiip ¢ikarilip ve i¢ine kolon yerlestirildi.

100ul Elution Solution (Kullanmadan 6nce 65°C’ de 1sitilir) eklendi.

Max hizda 1dk santrifiij yapildi. Kolon siviya temas etmeden ¢ikarildi. Boylelikle
1.eliisyon hazir hale gelmis oldu.

Yeni 2ml’lik tiip hazirlandi. Kolon bu tiipe yerlestirildi.

100uL Elution Solution (Kullanmadan 6nce 65°C’ de 1sitilir) eklendi.

Maksimum hizda 1dk santrifiij yapildi. Kolon siviya temas etmeden ¢ikarilir ve
atildu.

2.eliisyon da hazir hale geldi.

2.2.2 PCR Uygulamalan

Izole edilmis genomik DNA’larm ITS bélgelerinin ¢ogaltilmasinda 1TS4,
ITS5A ve trnL-e, trnL-Ff primerleri kullanilmistir. Bu primerler yardimiyla, rDNA
gen tekrarlar1 arasinda kalan ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla
cogaltilmistir. DNA iizerinden bu bdlgelerin ¢ogaltilmasi 200 pL’lik tiiplerde;
10X’lik reaksiyon tamponundan 2.5 pL, 25 mM MgCl,’den 2.5 pL, 10 mM dNTP’
den 0.4 uL, 50 pmol/uL‘lik primerlerden 2.5 uL, Tag DNA Polimeraz’ dan 0.3 puL,
DMSO’dan 2.5 pL, kalip DNA’dan 2 plL, dH,0’ dan 10.8 pL alinarak toplam hacim
25 pL olarak ayarlanmigtir. PCR uygulamalarinda olas1 bir kontaminasyonun olup
olmadigmni anlayabilmek amaciyla her uygulamada, genomik DNA igermeyen

negatif kontroller kullanilmistir.

Tablo 8 Kullanilan PCR Programi

Basamak Sicakhk Zaman Dongii Sayisi

On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 dongii
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Tablo 8’nin Devami

Denatiirasyon 94°C 30sn
Annealing 51°C 45sn 35 dongi
Extension 72°C 1dk
Final Extension 72°C 10dk 1 dongii
Final Hold 4°C 25sa

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda olusan bantlar1 gézlemlemek ve genomik DNA izolasyonu
sonuglarma bakmak amaciyla %0,8’lik agaroz jel elektroforezi yapildi. Islem igin ilk
olarak 0,8 gr agaroz tartildi ve 100 ml 0,5 X TBE tamponu i¢inde, mikrodalga firinda
kaynatilarak ¢oziildii. Karisim 50°C’ye sogutularak icerisine 1puL Etidyum Bromiir
boyasi ilave edildi. Tampon, taraklar1 6nceden yerlestirilmis jel kasetine dokiildi ve
polimerlesmesi i¢in 15 dk bekletilerek jelin donmasi saglandi. Jel polimerlestikten
sonra kasetten taraklar cekilerek ¢ikartildi. Hazirlanan jel, elektroforez tankina

yerlestirilip lizerine jelin {izerini 6rtecek kadar 0.5 X TBE tamponu ilave edildi.

2 puL PCR iiriinii, 2 pL yiikleme boyasi ve 2 uLL dH,O karistirilarak (6X DNA
loading dye) kuyucuklara pipet yardimiyla yiiklendi. PCR iirliniiniin bliyiikligiint
belirleyebilmek amaciyla 5 uL. DNA biiyiikliik belirleyici (1kb DNA ladder) bos bir
kuyucuga yiiklendi. Ornekler 100 voltta 40 dk vyiiriitiildi. Daha sonra jel, jel
goriintiileme cihazma alindi. UV 15181 altinda bantlar gozlemlendi ve bilgisayar

programi yardimiyla fotograflari ¢ekilip, veriler kaydedildi.
Genomik DNA izolasyonu sonuglarma bakmak i¢in 2 uL PCR iiriinii, 2 pL

yiikleme boyast ve 2 puL dH,O karistirilarak kuyucuklara yiiklenip ayni iglemler

sirast ile tekrar edildi.
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2.2.4 Dizileme ve Dizi Analizi

Cogaltilan ITS bolgelerinin DNA dizileme reaksiyonlarmnin yapilmasi igin
PCR iiriinleri Ankara’da bulunan Refgen firmasi ve Izmir’de bulunan IYTE
biyoteknoloji laboratuarina gonderildi. DNA dizilerinin gorsel olarak goézden
gecirilmesi igin ticretli profesyonel bir bilgisayar yazilimi olan Sequencher’in Mac
versiyonu kullanildi. DNA dizilerinin kirlilik diizeyine bakilarak istenilen saflik
diizeyinde olan dizilerde gerekli analiz islemleri yapilarak diziler iglendi. Daha sonra
bu dizlerden konsensus dizileri olusturuldu. Olusturulan konsensus dizileri
Microsoft’e kopyalandi ve dizi hizalamasi i¢in kullanima hazir hale getirildi. Dizi
hizalamas1 i¢in internet iizerinden licretsiz olarak kullanilabilen ClustalW programi
kullanildi. Word’e kopyalanan diziler Clustal W programina yapistirildi ve “Execute

Alignments” komutlu verilerek dizi hizalamas1 gergeklestirildi.

2.2.5 Filogenetik Analiz

Dizileri hizalanmis olan Serratula cinsine ait tiirlerin akrabalik derecelerini
ogrenebilmek icin yaygim olarak kullanilan PAUP filogenetik analiz programi tercih
edildi. Nexus formatindaki verilerin “execute” komutu ile analizine baslandi. Daha
sonra agilan pencerede “help” komutu ile secilecek agac kriterlerinin oldugu pencere
acild1. Agilan pencerede olusturulmak istenilen agag kriterleri segilerek filogenetik
agaclar elde edildi. Filogenetik aga¢ olusturmada karakter temelli yontemlerden
Maksimum Parsimony Metodu kullanilarak, bootstrap ve branch and bound
analizleri yapildi. Bu analizlerin yan1 sira UPGMA ve NJ metotlartyla filogenetik

agaclar olusturuldu.
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan Serratula L. cinsine ait 17 takson Tablo 2’de belirtilen
bolgelerden toplanmistir. Calismada dis grup olarak A.repens, R.iconiensis,
R.serratuloides, J.cataonica tiirleri kullanildi. Bitki 6rneklerinin genomik DNA’lar1
Sigma gDNA izolasyon Kiti ve Fenol-Kloroform-izoamilalkol izolasyon protokolii
takip edilerek izole edilmistir. Baz1 Serratula taksonlarma ait gDNA’larinin agaroz
jel goriintiisii Sekil 8°deki gibidir. Izole edilen gDNA’larin ITS bolgeleri ITS4 ve
ITSSA primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistr. PCR sonucunda elde edilen
ITS bantlarinm bir kismi1 Sekil 9°daki gibi goriintiilenmistir. izole edilen gDNA’larm
trnL-F bolgeleri ise trnL-Ff ve trnLe primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.
PCR sonucunda elde edilen trnL-F bantlarinin bir kismi Sekil 10’daki gibi

goriintlilenmistir.

Sekil 8 Bazi Serratula Taksonlarinin gDNA Goriintiisii

M: Markir, 1: S. tinctoria, 2: S. erucifolia, 3: S. haussknechtii, 4: S. serratuloides,

5: S. cerinthifolia, 6: S. radiata, 7: S. radita subsp. radiata
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Sekil 9 Bazi Serratula Taksonlariin ITS Primerleriyle Yapilan PCR Goriintiisii
M: Markir, 1: S. tinctoria, 2: S. erucifolia, 3: S. haussknechtii, 4: S. serratuloides,
5: S. cerinthifolia, 6: S. radiata, 7: S. radita subsp. radiata,

8: S. kurdica, 9: A. repens, 10: S. coriacea

Sekil 10 Bazi Serratula Taksonlarmin trnL-f Primerleriyle Yapilan PCR Goriintiisii
M: Markir, 1: S. tinctoria, 2: S. erucifolia, 3: S. haussknechtii, 4: S. serratuloides,

5: S. cerinthifolia, 6: S. radiata, 7: S. radita subsp. radiata

ITS bolgesinin tamami elde edildikten sonra PCR iiriinleri dizileme igin Refgen
firmasma ve Izmir’de bulunan IYTE biyoteknoloji laboratuarina gonderildi. Firmadan
gelen diziler, Sequencher 4.10.1 programiyla manuel olarak analiz edildi. Caligilan
biitiin taksonlara ait ITS bolgelerinin DNA baz siralar1 ClustalW programi kullanilarak
hizaland1 ve tiirler arasindaki baz farkliliklari tespit edildi. ClustalW programinda
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hizalanan diziler #Nexus formatina gevirilerek PAUP*4.0b10 programinda filogenetik
analize hazir hale getirilmistir. Maksimum parsimony metodunda; Bootstrap ve
Branch and Bound parametreleri kullanilarak filogenetik agaglar olusturuldu. Genetik

uzaklik agaclar1 ise UPGMA ve NJ parametreleri ile elde edildi
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu caligmada Tiirkiye’de yayilis gosteren Serratula L. cinsinin taksonlarmin
akrabalik iliskilerini ortaya koymak amaciyla n'DNA’nmn ITS ve cpDNA’nin trnL-F
bolgeleri ¢aligildi. Literatiire gore tlilkemizde yetisen Serratula cinsinin taksonlarina
ait daha 6nce yapilmis boyle bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ilk olarak
Serratula taksonlarindan gDNA’lar izole edildi, daha sonra gDNA’nin ITS ve
cpDNA’nin da trnL-F bolgelert PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Calisma sonucunda
Serratula cinsinin taksonlarinin ITS ve trnL-F bolgelerinin DNA dizi analizleri ve
filogenetik analizler yapilarak ile ilk kez DNA dizilerine dayali akrabalik dereceleri

belirlenmis oldu.

Calisilan taksonlarm ITS nrDNA ve trnL-F bdlgeleri bir biitiin olarak
kullanildi. ITS bolgesinin baz uzunlugunun 640-698 baz c¢ifti (b¢/bp) trnL-F
bolgesinin de 400-430 baz ¢ifti uzunlugu arasinda degisim gosterdigi gozlemlendi.
Caligilan tiirlerin ITS ve trnL-F bodlgesine ait verilerin filogenetik analizi
PAUP*4.0b10 programi kullanilarak yapildi. Analiz i¢in parsimoni ve genetik
uzaklik kriterleri kullanildi. Parsimoni en sik ¢alisilan ve kullanilan filogenetik agac
olusturma metotlarindan birisidir. Bu metot olas1 biitiin agaglar1 degerlendiren ve
farkli agaglar arasindan se¢im yapan, her biri i¢in bir kriter ya da bir skor veren bir
yazilimdir. Maksimum Parsimoni’de temel kriter, evrimsel degisimlerin sayisidir.
Basamak sayis1 en diisiik olan agag, bu kritere gore en tutumlu olan yani genetik

iliskiyi en iyi bigimde yansitan agagtir [40].
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4.1 ITS Bolgesi Kullanilarak Yapilan Filognetik Analiz

LgQrandifalia
serinthifolia
Serratuloides
«akkarica
«FEpERS
Serratuloides
Jdconiensis
Loqtanoica
Fodiatabishber
rodiataradiata
hausnecti
ericufolia
Fadiata
«Corigcoeq
kotschyi
«urdica
«oligocephala
vquinquefolin
Jaziocephala
bornmuslleri

Linctoria

Sekil 11 ITS Bolgesinin Parsimoni Analizi Sonucu Olusan 1 Numarali Agag
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Sorandifulin

5,zerinthifolin

Suzerratuloides

— H.repens

—— Fserratuloides

B, icaniensis

Jycotanoicn

S.coriocen

5, rodintobisber

— S.radintoradinta

——— &, hiusnecti

5.rodint

Seericufalin

5. hakkarica

— S.hurdicn

— S.oligoeephala

S uinguefalin

S osioceghalo

Sibatachyi

—— S.bornmuel Ler

—— & tinctoria

Sekil 12 ITS Bolgesinin Parsimoni Analizi Sonucu Olusan 500 Numarali Agag
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S.qrandifalia

S.zerinthifolin

S.serratuloides

S.bornnuel ler

5. tinctorin

S.rodintabieher

S.rodintoradiate

S.housnecti

S.rodinta

Sericufolin

Suhokkarica

R, repens

Rozerratuloides

R iconiensis

Jueatanoica

8.coriacoen

Bkotachyi

S.bhurdicn

5.0ligocephala

5. quinquefalia

5, lnsiocephala

Sekil 13 ITS bolgesinin Parsimoni Analizi Sonucu Olusan 1000 Numarali Agag

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak
Branch and Baund algoritmasiyla arastrma yapildi. Bu analiz i¢in olusturulacak
maksimum agag¢ sayis1 1000 olarak se¢ildi. Yapilan analiz sonucunda 1000 agag elde

edildi. Arama sonucunda olugan 1000 agactan 1 numarali agag, 500 numarali agag ve
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1000 numarali agag¢ olmak {izere toplam 3 tane agac segildi. Sekil 11°de 1 numarali

agag, Sekil 12’de 500 numarali agag¢ ve Sekil 13’te 1000 numarali aga¢ verilmistir.

Yapilan analizide toplam 804 karakter incelenmis ve bunlardan 537 karakter
sabit(constant) karakterli, 168 karakter degisken ¢ikmistir. Parsimonik bilgi i¢eren
karakter sayist ise 99 adettir. Sekil 10, Sekil 11 ve Sekil 12°deki agaglarda dis grup
olarak secilen taksonlarm Serratula cinsinin taksonlarindan tam olarak ayrildigini
gormekteyiz. Bu durum da bize Tiirkiye’deki Serratula taksonlarinin monofiletik
oldugunu gostermektedir. Dis gruplardan A. Repens ve R. serratuloides taksonlar1
kardes taksonlardir. J.cataonica ve R.iconiensis bunlardan ayrilmistir. Elde edilen
500 ve 1000 numarali agaglara baktigimizda dis gruplarin S. coriacea’nin dis
gruplarla akraba oldugunu 1 numarali agaca baktigimizda da S. hakkarica’nin akraba

oldugunu gérmekteyiz.

1 numarali agaca baktigimizda (Sekil 12) S. tinctoria ve S. bornmuelleri nin
monofiletik grup oldugunu gérmekteyiz. S. radiata ve bu tiiriin alt tiirleri olan S.
radiata subsp. radiata ve S. radiata subsp. bornmuelleri ile monofiletik oldugunu
gormekteyiz. S.radiata subsp. radiata ve S. haussknectii kardes taksonlar olarak

goziikmektedir.

44



S.grandifoligdl >

S.=zerinthifoliqcZ s

]

S.=zerratuloidescl3n

S.radiagtabieberc3s

S.hakkaricacd )

S.radigtaradigtacSl

o4

S.hausnectic? )

S.radigtact s

S.kotschyicd?

S.kurdicaog s

AR
Ll

S.oligocephalacli@n

S.lasioccephaladll s

S.quinguefaliaglld)

S.ericufoliagrldl

A.repensi1532

168

F.=zerratuloidesclG)

Pt ]
L=

R.iconiensiscly)

JecatanoicgtZE s

S.borrmuelleric18:

7d

S.tinctorigozl »

S.coriqoageqtl9s

Sekil 14 ITS bolgesinin Bootstrap Analizi Sonucu Olusan Parsimoni Agact

Bootstrap yontemiyle koksliz agaglar elde edilir.  Agaglarin dallarmin
tizerindeki degerler parsimoni kriteri kullanilarak istatistiksel yonden en giivenilir
olan dallar1 belirlemede kullanilir. Her bir dalin yiizdelik orani o dalin ne oranda
desteklendigini gosterir. Eger dalin giivenilirlik oran1 %50°nin altinda ise program bu
dali ¢cok zayif olarak nitelendirir ve o dal ¢okertir, ¢oken dal sonucunda olusan bos
dallanma ise politomi olarak adlandirilir. Sekil 14’te olusturulan bootstrap agaci,
maksimum agag sayist 1000 secilerek ve 100 tekrar yapilarak elde edilmistir. Tekrar
sayisin1 ve maksimum aga¢ sayismi arttirdigimizda bilgisayarin kapasitesi analiz i¢in

yetersiz kaldigindan islem ¢ok yavas gerceklesmekte veya ¢ok uzun stirmektedir.
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Sekil 14’te goriildiigii gibi bootstrap analizi sonucunda olusan agacta bazi
dallar ¢okmiistiir. Bunun nedeni giris boliimiinde bahsedilidigi gibi; o dal igin
giivenilirlik degerinin % 50’nin altinda kalmasidir. Coken dallarda dallanma modeli
belirlenemediginden taksonlar arasi iliski hakkinda yorum yapilamaz. Sadece bu dal

politomi olusturmustur denilebilir.

Elde edilen agaca gore dis gruplardan A.repens ve R. serratuloides
taksonlarmin bulundugu dal % 100 desteklenmistir ve bu taksonlarin monofiletik
taksonlar oldugu goriilmektedir. Buradan da bu iki farkli cinsin ¢ok yakin oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Dig grup olarak kullanilan 4 takson kendi i¢inde grup olusturmus
ve serratula tiirlerinden ayrilmislardir. Dig gruplar1 Serratula taksonlarindan ayiran
dal % 53 desteklenmistir. Serratula taksonlarindan S. kurdica, S. oligocephala mn
bulundugu dal % 100 desteklenmistir ve bu taksonlarm monofiletik oldugu
goriilmektedir. Bu iki taksonun morfolojik 6zellikleri dikkate alindiginda; her iki
taksonda da fillarilerinin 6 serili olmasi, yapraklarin derimsi ve pargali olmasi,
papuslarin barberllate sa¢li olmasi ve kapitulanin pedunkulat olmas1 nedeniyle bu iki
takson birbirine benzemektedir. S. kurdica’nin korollalarinin sar1 olmasi, yapraklarin
dar olmasi, gévdenin oldukga zayif ve seyrek yaprakli olmasi, involukrumun ¢anak
biciminde olmasi ve papus saglarinin 9 mm olmas1 gibi 0Ozellikleri ile S.
oligocephala’dan farklidir. S.oligocephala’da korollalarmin mor olmasi, yapraklarin
genis olmasi, gévdenin nispeten kalin ve yaprakli olmasi, involukrumun, bitki tam
olarak gelismeden once kiiresel, bitki biiyliylince ¢anak bigiminde olmasi ve papus
saglarmin 7 mm olasi gibi 6zellikleri ile S. kurdica’dan farklidir. Bu farkli morfoljiler
iki taksonun tiir seviyesinde faklilasmasina neden olmustur. S. cerinthifolia ve S.
serratuloides'in bulundugu dal % 66 desteklenmistir. Bu taksonlar da monofiletik
takson ¢ikmuslardir. S. cerinthifolia’nin fillarileri 5-6 serili ve ovat-lanseolat
seklindedir, papuslar1 barbellate saghidir, krollalar1 sar1 renktedir, yapraklar liyrat-
pinnat seklindedir ve ¢igcek sapma halkasal olarak dizilmistir. S. serratuloides’in
fillarileri 8 serilidir ve ovat-akiiminat seklindedir, korollalar1 beyazims1 veya leylak
rengindedir. Morfolojik olarak bu kadar farkli olmalarmma ragmen her iki takson da
Pinus brutia ormanlarinda yiiksek ve engebeli ¢ayirlarda veya kiregli ve kalkerli
taslarin izerinde yetigsmektedir. S. tinctoria ve S. bornmuelleri’nin bulundugu dal da

%79 desteklenmistir. Bu iki takson da monofiletik taksonlar olarak goziikkmektedir.

46



Bu iki taksonun morfolojik &zelliklerine bakildiginda her iki taksonun da
fillarilerinin 5 serili olmasi, papuslarinin barbellate sagli olmasi1 ve korollalarinin mor
renkte olmasi gibi Ozellikleriyle morfoljik olarak da birbirlerine benzedikleri
goriilmektedir. S. radiata subsp. radiata ve S. haussknechtii taksonlarmin bulundugu
dal % 54 desteklenmistir. Bu iki takson da monofiletik taksonlar olarak
goziikmektedir. S. radiata subsp. radiata’da fillariler 8 serli, Papus saglar1 diiz,
involukrum ovoid ve ¢icekler mor renklidir. S. haussknechtii’de fillariler 5 serili,
papus barbellate sacli, involukrum fusiform ve cicekler leylagimsi pembedir.
Morfolojik olarak bu kadar farkli olan iki takson molekiiler anlamda birbirine yakin
goziikmektedir. Fakat Bootstrap degeri % 54 gibi diisiik bir deger oldugundan bu iki
taksonun iligkisi hakkinda net bir yorum yapilamaz. Diger taksonlarin bulundugu
dallarda daha 6ncede belirtidigi gibi giivenirlik degeri % 50°nin altinda oldugundan

politomi gozlenmistir.
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79

S.tinctoriag

Sekil 15 ITS bolgesinin Uzerine Bootstrap degerleri islenmis 1 numaral Parsimoni

Agaci

Elde edilen 1 numarali Maksimum Parsimoni agacinin iizerine Sekil 15°te
goriildiigli gibi bootstrap yiizdeleri islendi. Dis gruplardan A. Repens ve
R.serratuloides tiirlerinin kardes taksonlar oldugu goriilmektedir ve bu dal % 100
desteklenmistir. J. cataonica ve R. Iconiensis bunlardan ayrilmistir. Elde edilen
agaca baktigimizda S. hakkarica’nin dis gruplarla akraba oldugunu gérmekteyiz. S.
tinctoria ve S. bornmuelleri’nin monofiletik grup oldugunu ve bu dalin

giivenilirliginin % 79 oldugunu goérmekteyiz. S. kurdica ve S. oligocephala’nin
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bulundugu dal % 100 desteklenmistir. Bu taksonlari da monofiletik taksonlardir. S.

radiata spp. radiata ve S.haussknechtii de monofiletik gruplardir. Bu iki taksonun

bulundugu dal da % 54 desteklenmistir.

.grandifolia
serinthifolio
serratuloides
radiatabieber
«SFakkarica
Jradiataradiate
hausnecti
Sradiata
kotschyi
Jurdicg
«oligocephala
JQuinguefolia
«lasiocephala
Lericufolia
«FEpENS
serratuloides
Liconiensis
Catanoica
«Darnmuslleri
tinctoria

coriacaea

Sekil 16 ITS bdlgesinin Parsimoni Sonucu Olusan 1000 Agacin Strict

Konsensus Agaci

Strict Konsensus Agac1 da (Sekil 16) parsimony agaclarinda elde ettigimiz

verileri destekler niteliktedir. Ancak ITS verilerine gore derin filogeniler



¢ozlilememistir. Parsimoni agaclarinda oldugu gibi dis gruplardan A. repens ve R.
serratuloides kardes takson olarak ¢ikmistir. Ayrica dig gruplar kendi iginde gruplar
olusturmuslardir. S. tinctoria ve S. bornmuelleri de eski verileri destekler nitelikte
monofiletik grup c¢ikmislardir. S. kurdica ve S. oligocephala taksonlar1 da
monofiletik olarak géziikmektedir. S. quinquefolia’nin da bu iki taksonla monofiletik
oldugu goziikmektedir. Morfolojik veriler de bu durumu destekler niteliktir. Ciinkii
S. quinquefolia’nin da S. kurdica ve S. oligocephala’da oldugu gibi barbellate sagli

papuslara ve pedunkulat kapituluma sahip oldugu gézlenmektedir.

S.grandifolia
[ Sirodintabieber
Sradiata

S.kotschyi

S.hokkarica

Seericufolin

S.rodiotaradiota

S.zerinthifolia

S.zerratuloides

S, hausnecti

S.corincaen

8. quinquefolia

S kurdica

5.0ligocephala

5. losiocephala

S.bornmuel leri

Ruiconiensis

Ao tepens

Ruzerratuloides

S.tinctoria

Jeeatonoica

Sekil 17 ITS bolgesinin UPGMA Analizi Sonucu Olusan Agag
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Sekil 18 ITS bolgesinin Neighbor-Joining (NJ) Analizi Sonucu Olusan Agag
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Maksimum Parsimoni yontemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ

(neighbor joining) analizleri yapilmistir.

Genetik uzaklik metodunda temel prensip, dizi ¢iftleri arasindaki farkin
uzakligma dayanir. Bu uzaklik taksonlar arasinda uzaklik matriksi olusturmak icin
kullanilabilir. Uzaklik metodunda kiime temelli ve optimalite (en iyilik) temelli
algoritmalar kullanilir. Kiime temelli algoritmalarda uzaklik matriksi en benzer dizi

ciftlerinden olusturulur.

UPGMA analizinde dal uzunluklar1 esit olarak hesaplanir bu nedenle tarihsel

zaman hakkinda bilgi vermez.

NJ analizi sonucu olusan aga¢ Sekil 18°’de UPGMA analizi sonucu olusan
agac ise Sekil 17°de verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi NJ analizi sonucunda olusan
filogenetik agagtaki (Sekil 18) dal uzunluklar1 biribirinden farklhidir. Filogramdaki bu
dal uzunluklarmin farkli olmasi taksonlarda meydana gelen degisim miktarimni
gosterir. Sekil 18°deki agacta en fazla degisimin gozlendigi takson, dal uzunlugu en
fazla olan J. cataonica taksonudur. Dal uzunlugu en kisa olan S. radita taksonu en az

degisimin meydana geldigi taksondur.
UPGMA agaci, parsimony agaclarindan ¢ok farkl bir topolojiye sahip olup S.

radiata subsp. radiata’yr ¢ok farkli bir konuma yerlestirmistir (Sekil 17). Ayni
sekilde NJ agaci da bu farklilig1 yansitmamaktadir (Sekil 18).
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4.2 trnL-F bélgesi kullamlarak yapilan fiogenetik analiz;

S.grondifolia

S.rodiata

S, coriocaen
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— S.quinguefolia

S kotschyl

— S.cerinthifolio
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S.kurdica

— S.tinctoria
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— FR.iconiensis

—— R.zerratuloiees
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S.rodiataRodiata

A.repens

Jocatanoicn

— S.oligocephala

— &, bornmuel lerd

5. lasiocephalo

Sekil 19 trnL-F bdlgesinin Parsimoni Analizi Sonucu Olusan 1 Numarali Agag
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Sekil 20 trnL-F bolgesinin Parsimoni Analizi Sonucu olusan 500 Numarali

Agag
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Sekil 21 trnL-F bolgesinin Parsimoni Analizi Sonucun Elde Edilen 1000
Numarali Agag

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak
Branch and Baund algoritmasiyla arastrma yapildi. Bu analiz i¢in olusturulacak
maksimum agag¢ sayis1 1000 olarak se¢ildi. Yapilan analiz sonucunda 1000 agag elde
edildi. Arama sonucunda olugan 1000 agactan 1 numarali agag, 500 numarali agag ve
1000 numarali aga¢ olmak {izere toplam 3 tane agac se¢ildi. Sekil 19°da 1 numarali

agag, Sekil 20’de 500 numarali agag ve Sekil 21°de 1000 numarali aga¢ verilmistir.
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Yapilan analizide toplam 503 karakter incelenmistir. Bu karakterlerden, 427
karakter sabit (constant) karakterli, 45 karakter degisken ¢ikmistir. Parsimonik bilgi
iceren karakter sayisi ise 31 ¢ikmustir. Sekil 19, Sekil 20 ve Sekil 21°deki agaglarda
dis grup olarak segilen cinslerin taksonlar1 Serratula cinsinin taksonlarindan tam
olarak ayrilmamistir. Olusan 1 numarali (Sekil 19), 500 numrali (Sekil 20) ve 1000
numaralt (Sekil 21) agaglarda dis gruplardan R. iconiensis ve R. serratuloides
taksonlart  monofiletik  taksonlar  olarak  goziikkmektedir ve  Serratula
haussknechtii’nin de bu taksonlarla parafiletik takson oldugunu gérmeketeyiz. J.
cataonica ve A. repens taksonlar1 da monofiletik taksonlardir. S. radiata subsp.

radiata da bu taksonlarla parafiletik taksondur.
1000 numrali agacata (Sekil 21) S. tinctoria taksonu ve S. bornmuelleri

taksonunun monofiletik grup oldugunu gérmekteyiz. 1 numarali agacta ise (Sekil 19)

S. tinctoria ve S. erucifolia’nin monofiletik grup oldugunu gérmekteyiz.
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Sekil 22 trnL-F Bolgesinin Bootstrap Analizi Sonucu Olusan Parsimoni Agaci

Bu analizde (Sekil 22) toplam 503 karakter bulunmaktadir. Bu karakterlerden
427’s1 sabit, 45’1 degisken, 31’1 parsimony ag¢isindan anlamli karakterlerdir. Bu
analizde S.cerintifolia ve S. serratuloides monofiletik grup olarak gériinmektedir. Tki
tason arsindaki dalin giivenilirlik oran1 %100°diir. Bu iki takson arsindaki iligki ayni
sekilde ITS bolgesi ile yapilan filognetik analizlerde de desteklenmistir. Diger
taksonlar arasindaki dallarin giivenilirligi %50’nin altinda oldugundan dallar

cokmiistiir ve politomi olugsmustur.
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Sekil 23 trnL-F Bolgesinin Uzerine Bootstrap Degerleri Islenmis 1 Numarali

Parsimoni Agac1
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Sekil 24 trnL-F bolgesinin Parsimoni Sonucu Olusan 1000 Agacin Strict

Konsensus Agaci

Olusan agacta (Sekil 24) dis gruplardan R. Iconiensis ve R. serratuloides
taksonlar1 monofiletik taksonlar olarak ¢ikmustir ve S. haussknechtii’nin de bu iki
tire yakin akraba oldugunu gormeketeyiz. S. cerinthifolia ve S. serratuloides
monofiletik grup olarak goziikmektedir. S. hakkarica ve S. quinquefolia da
monofiletik taksonlardir. S.kotschyi de bu iki takson ile monofiletiktir. Morfolojik
verilere gore yapilan smiflandirmada da S.kotschyi ve S. hakkarica taksonlarmin
birbirine ¢ok benzedigi gozlenmis, hatta S. hakkarica’nin S.kotschyi ile ayni tiir

oldugu sanilmistir. Fakat dallanmamis basit govde yapisi, obkonical kapituluma
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sahip olmasi ve ince govde yapisi ile S.kotschyi’den farkli bir takson oldugu

anlagilmugtir.
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Sekil 25 trnL-F bolgesinin UPGMA Analizi Sonucu Olusan Agag
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Sekil 26 trnL-F bolgesinin Neighbor-Joining (NJ) Analizi Sonucu Olusan Agag
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ITS bolgesinin verileriyle yapilan filogenetik analizde oldugu gibi, trnL-F
bolgesinin verileriyle yapilan analizde de UPGMA agaci, parsimony agaglarindan
cok farkli bir topolojide ¢ikmus, S. radiata subsp. radiata’y: ¢ok farkli bir konuma
yerlestirmistir (Sekil 25). Ayni sekilde NJ agaci da bu farkliligi yansitmamaktadir
(Sekil 26).

Sekil 26’da gortildiigii gibi NJ analizi sonucunda olusan filogenetik agagtaki
dal uzunluklarinin biribirinden farkl oldugu gozlemlenmektedir. Filogramdaki bu
dal uzunluklarinin farkli olmasi taksonlarda meydana gelen degisim miktarini
gosterir. Dal uzulugu en fazla olan S. haussknechtii en fazla degisimin gozlendigi
takson, dal uzunlugu en kisa olan S. quinquefolia en az degisimin gozlendigi
taksondur. Sonug¢ olarak, dis grup olarak kullanilan taksonlarin yiiksek diizeyde
botstrap degerleriyle i¢c gruptan ayrildigi ve i¢ grubun monofiletik oldugu
goriilmiistiir. Ayrica i¢ gruptan sekiz takson diger i¢ grup taksonlarindan yakin

zamanda net bir sekilde ayrilmistir.
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6. EKLER

6.1 ClustalW’da hizalanmus ITS5A nrDNA dizisinin Veri Matrisi
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.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber

——————————————————————————— CAAGGTTTCC-GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
—————————————————————————————— GGTTTCC-GTAGGTGACCCTGC--GGAAGG
———————————————————————— ARACAAGGTTTCC-GTAGGTGA-CCTGC--GGAAGG
————————————————————————— ARCAAGGTTTCC-GTAGGTGA-CCTGC--GGAAGG
————————————————————— GTAAAATAAAGTTTTTTGTTGGTGA-CCTGCCGGAGAGG
—————————————————————————— ACAAGGTTTCC-GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
————————————————————————————————— TTTCCGTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
————————————————————————— ARCAAGGTTTC--GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
———————————————————————— ARTCAAGGTTTCC-GTAGGTGA-CCTGC--GGAAGG
————————————————————————— ARCAAGGTTTCC-GTAGGTGA-CCTGC--GGAAGG
—————————————————————————— ACAAGGTTTCC-GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
——————————————————————————— TAAGGTC--------GAAG-TCTGC--GGAAGG
—————————————————————————— ACAAGGTTTC--GTAGGTGA-CCTGC--GGAAGG
—————————————————————— CGTAACAAGGTTTCC-GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
———————————————————————— TAACAAGGTTTCC-GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
———————————————————————————————— TTTCC-GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
——————————————————————————————————————— TAGGTGAACCTGC--GGAAGG
—GTCTTATCATTTTTGAGAGAGAGTCGTACAGTTTCC-GTAGGTGA-ACTGC--GGAAGG
—————————————————————————————— GGTTTCCGGTAGGTGA-CCTGCGGGAAGGG
——————————————————————— GTAACAAGGTTTCC-GTAGGTGAACCTGC--GGAAGG
TCCTTTCCACTTTTTGAGAGAGAAGTCTACAAGTTTCCGTA-GTGAACCTGC--GGAAGG
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACT
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATCTGATTGTCGAATTGCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCATAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACTG---AACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACTG---AACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CATGTAATCACAACT
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
-TC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACT
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACAACCCG-TGAA--CATGTAATCACAATA
ATC--ATTGTCGAA--ACCTGCACAGCAGAACAACCCG-TGAA--CATGTAATCACAATC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CATGTAATCATAACC
ATC--ATTGTCGAA---CCTGCACAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATTACAACC
GTC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCGGTGAA--CAAGTAATCACAACC
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCATAGCAGAACGACCCG-TGAA--CACGTAATCACAACA
ATC--ATTGTCGAA--GCCTGCACAGCAGAACGACCCTGTGARACCATGTAATCACAACC
-GGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - -GAGCC-CTG-CGATGCTCGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTAAGCCT--GAGCC-CTG-CGATGCGCGCCG--~CCAT
-GCGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - -GAGCC-CTG-CGATGCGCGCCG--~CCAT
-TGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTG-CGATGCTCGCCG--~CTAT
-GCGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTG-CGATGCGCGCCG--~CCAC
-GCGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTG-CGATGCGCGCCG--~CCAT
-GCGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTA-CGATGTGCGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTG-CGATGCTCGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATCAGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTA-CGATGCTCGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATCAGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTA-CGATGCTCGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTA-CGATGCTTGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-TTA-CGATGCTCGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATTGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-CTG-CGATGCTTGCCG--~CCAT
-GCGTGTCGT-GGGATCGGGTGCGAGCCT - ~GAGCC-CTG-CGATGCGCGCCG--~CCAT
-GGGTGTCGT-GGGATTGGGTGTGAGCCC--TAGTC-CTG-CGATGCTCGTCG--~GCAC
-GGGTGTCGT-GGGATTGGGTATGAGCCC-~TAGTC-TTG-CAATGCTCGTCG---GCAT
-GGGTGTCGT-GAGATTGGGTGTGAGCCT - ~GAGCC-TTG-CGATGCTCGTCG--~ACAT
-GGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT - ~GAGCCATTG-CGATGCTTGTCGA--GCAT
TGGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCT--GAGCCCTTG-CGATGCTCGCCGC--CCAT
-GGGTGTCGCAGGGGTCGGGTGTGAGCCC--GGTCC-TCG-TGATGCTTTGCTG-~GCAT
CGGGTGTCGT-GGGATCGGGTGTGAGCCCTGAAGCCCATATCGATGCTCGCCCGACCCAT
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
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.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
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.catanoica
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.grandifolia
.serinthifolia
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.serratuloides
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.repens
.serratuloides
.iconiensis
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.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens

GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCCAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-AGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCCTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTTG-GCA-CAAAA--C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCCTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTTG-GCA-CAAAA--C
GCGTACAA-GGTGCCTTTCATT-AGGCATCGAGG-ATGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAAAC
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTTTAGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGAGG-ACGTTG-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTCCAA-GGTGCCTATCTTT-AGGCATCGTCG-ATGTTT-TGTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTCTAA-GGTGCTTATCTTT-AGGCACCATCG-ATGTTT--GTCG-GCA-CAAAAA-C
GCGTGCAA-GGTGCCTATATTT-AGGCATCGTGG-ACGTTG-TGTCA-GCA-CAAAAA-C
TCGTGCAA-GGCGCCTATCTTT-AGGCATCGTGG-ACGTTG-TGTCGTGCA-CAAAAC-C
GCGTGCAA-GGTGCTTATCTTT-AAGGATCGAGG-AAGTTG-TGTCG-GCA-CCAAAA-C
GCATGCAT-GGTGTTTCTTGCG-AGGCACTGTGT-GTGTTG-TGTTG-GCA-CGAAAACA
GCATTCAAAGGTGCCCTTTCATTAGGCATTGAGGGATGTTGGTGTTGGGTATCAAAAAAC
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACCTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGCTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACATAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
CAAACCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTTGTGTTG
CAAACCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTTGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGTATGTGCCAAGGAAAATAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAGCAAAACTTAAGAAAGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAAGGCGTGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAATTTAAGAAGGGCGCATCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTG
AACCCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACATAAGAAGGGTGCGTCCCGTGTTG
AAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTCAGAAGGGTGCGTCTCTTGTTC
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCTCACGGTTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACATGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTTGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCTCACGGATCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGTTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
TCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAA-CCATAAACGACTC-TCGG
TCCCGTTTTTGGTGTGCACACGGGTTGTGGCCTCTCATTAA-CTATAAACGACTC-TCGG
TCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAA-CCATAGACGACTC-TCGG
TCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCAATAA-CCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTGCGGTGTGCGCATGGGTCGTGTCTTCTCATTAAACCATAAACGACTC-TCGG
CCCCGTTTTTGGTGTGCACACGGGACGTGGCCTCTCAATAACCCATAAACGACTCCTCGA
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCATGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTTGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCKATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
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serratuloides

.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata

CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTTGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
CAACGGATATCTTGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTG
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACAGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCGTTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCTGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC-GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACCTTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTTGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGTGTCACGCATCGTGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACC----CTCCC
GGCCGAGGGCCACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGTTGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGAGTCGTCCCAGACCACG-CTCCC
GGTTGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGAACAAG-CTCCC
GGTCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCT
GGTCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGATCATG-CTCCC
GGCCGAGGGC-ACGC-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCGACCACGCCTCCC
GGTTGAGGGC-ACGT-CTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCTCAGACCATGCTCCCC
CTAAGGGG--ACGTGTTTCGTCTGGGACGGAGACTGGTTTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTCGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGTGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
TTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
TTAAGGGG--ATGTGTTTCGTCTGGGACGGAGATTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
TTAAGGGG--ATGTGTTTCGTCTGGGACGGAGATTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTTAGGGGGGACGTGTTGTGTTTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCTGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGATTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTCGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
CCATGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCTACGGCATGGTT
TTATGGGG--ATGTGTTTTCTCTGGGACGGAGATTGGTCTCCCGTGCCTACTGCATGGTT
TAATGGGG--ACGTATTTTGTCTGGGACGGAGAATGGTCTCCCGTGTCGATGGTGCGGTT
CTAAGGGG--ACGTGTTTCGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCTAATGGTGTGGTT
CTAAGGGG--ATGTGTTTTGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCCGATGGTGCGGTT
TTATGGGG--ATGGGTTGTGTCGGGGGCGGAGACTGGTCTCCCGTGCCCATGGTGTGGTT
TTAAGGGG--ACGTGTTTCGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTACCAATGGTGTGGTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGATGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
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.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri
.coriacaea
.catanoica
.tinctoria
.grandifolia
.serinthifolia
.radiatabieber
.hakkarica
.radiataradiata
.radiata
.hausnecti
.kotschyi
.kurdica
.oligocephala
.lasiocephala
.quinquefolia
.serratuloides
.ericufolia
.repens
.serratuloides
.iconiensis
.bornmuelleri

GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGATGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGAG--TCCCTTTGTCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGAG--TCCCTTTGTCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGATGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-TGGCCTT
GGCCTAAAAAGAAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGGCGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAATGGAGTCTCCTTTGGCGGGTGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGACTAGTGGTGGTTGTCA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAG-TCCCTTTGGTGGATGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTCA-TGGCCTT
GGCCTAAAAAAGAGTCCCCTTTGGCGGACGC-ACGGCTAGTGGTGGTTGTTA-AGGCCTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCCTTGACGGACGC-ACGACTAGTGGTGGTTGTCA-AGACCTT
GGCCTAAAAAGGAG-TCCCTTTGGTGGATGCCACGGCTAGTGGTGGTTGTCATGGGCCTT
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGC-AAGGAA-TCGCTC-TCTAAAGACCCC-AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCTAGGGGA-TCGCTC-TCTAAAGACCCT-AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TCTAAAGACCC--AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TCTAAAGACCC--AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TCTAAAGACCC--AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TCTAAAGACCC--AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TCTAAAGACCC--AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTCCTCTAAAGACCC--AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TTGCTCTAT-AAAGACCCC-AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TTGCTCTTT-AAAGACCCC-AACGTG-TCG
CGTATCGAGCTGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TTGCTCTAT-AAAGATCCT-AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TTGTTCTCTAAAGACCCCC-AATGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGGA-TCGCTCTCTTAAAGACCCT-AACGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TCTAAAGACCCC-AACGTGCTCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAT-TCGCTC-TCTAAAGACCCT-AATGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAT-TCGCTC-TCTAAAGACCCT-AATGTG-TCG
CGTATCGAGTCGTGCTG-ACGCAAGGGAAATCGCTC-TCTAAAGACCCCCAATGTG-TCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TATAAAGACCCT-AATGTGGTCG
CGTATCGAGCCGTGTTG-ATGCAAGGGAA-TCGCTC-TGTAAAGACCCC-AATGTG-TCG
TGTAACGAGCCGTGCGG-ATGCAAAGGGA-TCGCTC-TAAAAAAACCCCCAACGTG-CTG
CGTATCGAGCCGTGTTGGATGCAAGGGAA-TCGCTC-TATAAAGACCCT-AATGTGGTCG
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCCCAGGTCAGGCGG-GACTACCCGCTGA
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG--ACTACCCG-——--
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG--ACTACCTCG——--
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGTGG-GACTACCCG-——--
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCCCAGGTCAGGCGG-GACTACCCGCTGA
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG-GACTA---—-————
TC-TTAT-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACTCC-ACGTCAGACGG-GAACGTAA--———
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGGAGACTAC---—-———
TT-TTAC-GACGAT-ACTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG-GACTACCCG--—--
TT-TTAC-GACGAT-ACTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG-A-—-——————————
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG-GACTACC--—-———
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG-GACTAC-—--—-———
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG-GACAACCCG-——--
TCCTTAC-GACGAT-GCTTCGATCCGTCGACCCC-AGGTCCTGCGGGAA-——————————
TC-TTATAGACGAT-GCTCGCGCCG--CGCACCCCAGGTCAGG-CGGGACTACCCGCGT -
TC-TTAC-GATGAT-ACTTCGACCG--CG-ACCCCAGGTCAGG-CGGGACCTAC--—-——-—
TC-TTAC-GACGAT-GCTTCGACCG--CG-ACCCCAGGTCAGGGCGGGA-——————————
TC--TAC-GACGATTGCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGGGAACTACCGCTTGA
GTCTTAC-GACGGATGCTTCGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGCGG--ACTACCCG---~
TC-TTGA-GACGGC-GCTTCGACCG--CGACCCCCAGGTCAGGCGG-GACTACCCGC--~
TC-TTAC-GACGAT--GCTCGACCG--CGACACCCAGG-CAGGCGGACACACCGGGATTT



S.coriacaea
J.catanoica
S.tinctoria

AAAGCATCAATAAAGCGGGAGAGA

6.2 ClustalW’da hizalanms trnL-f cpDNA dizisinin Veri Matrisi

S.grandifolia
S.radiata
S.coriacaea
S.hakkarica
S.kotschyi
S.quinquefolia
S.cerinthifolia
S.serratuloides
S.radiatabieber
S.kurdica
S.tinctoria
S.erucifolia
S.oligocephala
R.iconiensis
J.catanoica
A.repens
R.serratuloiees
S.radiataRadiata
S.lasiocephalo
S.bornmuelleri
S.haussknechtii
S.grandifolia
S.radiata
S.coriacaea
S.hakkarica
S.kotschyi
S.quinquefolia
S.cerinthifolia
S.serratuloides
S.radiatabieber
S.kurdica
S.tinctoria
S.erucifolia
S.oligocephala
R.iconiensis
J.catanoica
A.repens
R.serratuloiees
S.radiataRadiata
S.lasiocephalo
S.bornmuelleri
S.haussknechtii
S.grandifolia
S.radiata
S.coriacaea
S.hakkarica
S.kotschyi
S.quinquefolia
S.cerinthifolia
S.serratuloides
S.radiatabieber
S.kurdica
S.tinctoria
S.erucifolia
S.oligocephala
R.iconiensis
J.catanoica
A.repens
R.serratuloiees
S.radiataRadiata
S.lasiocephalo
S.bornmuelleri
S.haussknechtii
S.grandifolia

———————————————— TTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
———————————————— TTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TGGTTC-AAAGTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TGGTTC-AACAGGCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TGGTTCCAAGTTCCTCTATCCCCAAAAAAGACCCTTTGACTCCCTAATTATTTC
————————————————— TCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
—————————— TCCTCTATCCCCAAATCCCCAAAAAGACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
GGTTCAAGGTTCCTCTATCCCCAAATTCCCAAAAAGACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TGGTTCAAGTTTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCATAATTATTTC
———————— GGTTCAAATTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
——————— TGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
———————— GGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
———————— GGTTCAAGGTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
——————— GGGTTCAAGTTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCCTTTGACTCCCTAATTATTTC
——————— TGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TTGGTTCAAGTCC-TCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TTGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAA-GACCCTTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TTGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
——————— TGGTTCAAGTTCCTCTATCCCCAAAAA-GACCCTTTGACTCCCTAATTATTTC
—————— TTGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCCCTAATTATTTC
——TTTTTTGGTTCAAGTCCCTCTTTCCCCAAAAA-GACCATTTGACTCACTAATTATTTC
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTT-CCTTAGCGGTTCAAAATTACTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTGATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA

TCCTATCCTTTTTAT----- TTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCGTATCCTTTTTAT--—-— TTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTAT----- TTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCCAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTAT--—-— TTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA

TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTGATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA
TCCTATCCTTTTTATTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTA

TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA--—-—————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-———————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA--——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-—-—————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-—-—————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-—-—————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-———————————————————— AATGGGT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACATCATTCACTACTCTTTATACAAATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-———————————————————— AAAGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGGT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-———————————————————— AATGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AAGGGAT
TCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCGTTATACA-—-——————————————————— AATGGAT

CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
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.radiata
.coriacaea
.hakkarica
.kotschyi
.quinquefolia
.cerinthifolia
.serratuloides
.radiatabieber
.kurdica
.tinctoria
.erucifolia
.oligocephala
.iconiensis
.catanoica
.repens
.serratuloiees
.radiataRadiata
.lasiocephalo
.bornmuelleri
.haussknechtii
.grandifolia
.radiata
.coriacaea
.hakkarica
.kotschyi
.quinquefolia
.cerinthifolia
.serratuloides
.radiatabieber
.kurdica
.tinctoria
.erucifolia
.oligocephala
.iconiensis
.catanoica
.repens
.serratuloiees
.radiataRadiata
.lasiocephalo
.bornmuelleri
.haussknechtii
.grandifolia
.radiata
.coriacaea
.hakkarica
.kotschyi
.quinquefolia
.cerinthifolia
.serratuloides
.radiatabieber
.kurdica
.tinctoria
.erucifolia
.oligocephala
.iconiensis
.catanoica
.repens
.serratuloiees
.radiataRadiata
.lasiocephalo
.bornmuelleri
.haussknechtii
.grandifolia
.radiata
.coriacaea
.hakkarica
.kotschyi
.quinquefolia
.cerinthifolia
.serratuloides
.radiatabieber
.kurdica
.tinctoria
.erucifolia
.oligocephala

CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CGGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATGGATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATATG-ATACATGTACAAATGAA
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA-—--TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCCCGAAAATCGATTATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCATGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCCTTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA---TCGAT-ATTTTTATTCAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTTACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGACTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAAT
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAGACAT
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG---—
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
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.iconiensis
.catanoica
.repens
.serratuloiees
.radiataRadiata
.lasiocephalo
.bornmuelleri
.haussknechtii
.grandifolia
.radiata
.coriacaea
.hakkarica
.kotschyi
.quinquefolia
.cerinthifolia
.serratuloides
.radiatabieber
.kurdica
.tinctoria
.erucifolia
.oligocephala
.iconiensis
.catanoica
.repens
.serratuloiees
.radiataRadiata

.lasiocephalo
.bornmuelleri
.haussknechtii
.grandifolia
.radiata
.coriacaea
.hakkarica
.kotschyi
.quinquefolia
.cerinthifolia
.serratuloides
.radiatabieber
.kurdica
.tinctoria
.erucifolia
.oligocephala
.iconiensis
.catanoica
.repens
.serratuloiees
.radiataRadiata
.lasiocephalo
.bornmuelleri
.haussknechtii

ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
ACCCTTTCAATTGACATACACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
ACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTT-ATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
ACCCTTTCAATTGACATAGACACAAATTTATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAG----
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCA
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTGCG-GGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTGCG-GGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTGCG-GGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTGCGCGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGCTAGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTCACGGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCT
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
AGACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGC-AGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGCAGA-GGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGCAGA-GGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGCAGATGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTAGAGCAGAGAGACTGAAAAGCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTTTGGTAGAGC-AAAGGACTAAAATTCC

——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTATGGTAGAGCAGGAGGACTGAAAATCC
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCTTCAGTT-TGTAGAGAAAGAAGA-———-———-———
——ACATCAGGAATAGTC--GGGATAGCT-CAGTT-GGTGGAGCAACAGGAGTGATATTCC
TCGTGTCCAA-————————————
TCGTGTCAACGGTTCCCAATTTA
TCGTGTCAAA-————————————
TCGTGTCCC——————————————
TCGTGTCACAGGTTTCAAATA--
TCGTGTCCC———-———————————
ACGTGTCAA-————-—-————————
TCGTGTCCAAGTTCCAAATA-—-
TCGTGTCC————=——————————
TCGTGTCCA---—-——————————
TCGTGCCCCCAGTTCAAATA-—-—
TCGTGTCCCCAGTTCAAATA-—-—
TCGTGTCCC———-———————————
TCGTGTCA-———-=——————————
TCGTGTCACAAGTTCAAATA---
TCGTGTCACAGTTTCAAAT--—--
TCCTGTCGCCCTTTCAAATA-—--
TCTTGTCACAATTCAAATAAAAT
TCGTGTCCAGG-—-——————————

GCCTGACACCCCTTCAAATCAAA
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