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OZET

TURKIYE’DE YETISEN CARLINA L. (ASTERACEAE, CARDUEAE)TURLERININ
MORFOLOJIK VE MOLEKULER FILOGENETIK ANALIZi

Berna SANON

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dah

(Doktora Tezi / Tez Damismani: Prof.Dr. Bayram YILDIZ
2.Damsman: Yrd.Doc.Dr. Fatih Coskun)

Balikesir, 2011

Asteraceae bir bitki grubu olarak; dogal kimyasi, ¢igeklenme morfolojisi, habitata
adaptasyonu ile kozmopolit bir familyadir. Birgok taksonomik ve yeni molekiiler
filogenetik ¢alismalar olmasina rafmen, Asteraceae familyasinin kékeni tamamen
tammlanamamgtir. Calisma materyali olan Carlina L. cinsi Asteraceae familyasinin
Carduoideae subfamilyasimin Cardueae tribusune dahildir. Cardueae tribusu tartismali bir
gruptur ve geleneksel siniflamada 4 alttribus’a (Echinopsidinae, Carlininae, Carduinae ve
Centaurenae) ayrlir.  Carlina cinsi Tirkiye Florasinda C. lanata, C.vulgaris,
C.tragacanthifolia, C. biebersteinii, C. intermedia, C. oligocephala, C. involucrata subsp.
libanotica, C. corymbosa, C.graeca tiirleriyle temsil edilmektedir.

Bu caligmada Fenol-Kloroform-izoamilalkol metodu kullamilarak, Tirkiye’deki
Carlina taksonlar i¢ grup olarak ve Atractylis, Cardopatium ve Carthamus taksonlar dig
grup olarak segilerek DNA izolasyonu yapildi. Literatiirde siklikla kullanilan giivenilirligi
kamtlanmig ITS (Internal Transcribed Spacer) niikleer ribozomal DNA (nrDNA))
bolgesinin dizileri ve rnL-F (Transfer Kloroplast'n tRNA’larin1 kodlayan L-F bolgesi)
bblgesinin dizilerinin molekiiler isaretleyici olarak kullantmiyla Carlina cinsine ait
Tiirkiye de yetisen taksonlarmin morfolojik ve molekiiler filogenetik analizi yapildi.
Yapilan filogenetik analiz i¢in elde edilen dizilerin islenmesinde Sequencher 4.10.1
programi, dizilerin hizalanmasinda ClustalW programi ve filogenetik analiz igin PAUP
4.0b10 programi kullanilmistir. Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni
kriteri kullanilarak Heuristic aragtirma yapilmistir ve ortak karar uyumluluk (konsensus)
agaglan olusturulmustur. Yine parsimoni kriteri kullanilarak Bootstrap analizi yapilmigtir.
Mesafe temelli yontemlerden ise UPGMA (Unweighted Pair-Group Metod of Arithmetic
Avarage) ve NJ (Neighbour Joining) analizleri yapilmigtir.

Daha once yapilan ¢alismalarda; Carlina, Cardopatium ve Atractylis cinsleri
Carlininae alt tribusuna da yer almugtr.  Elde edilen veriler bu ¢alismalarn
desteklemektedir. '

ANAHTAR SOZCUKLER: Asteraceae:Carducael 1TS/ trnL-F/ morfoloji/
filogenetik analiz

ii



ABSTRACT

MORPHOLOGY AND MOLECULER PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE
TAXA BELONGING TO THE GENUS CARLINA L.(ASTERACEAE,CARDUEAE )
IN TURKEY

Berna SANON
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(Ph.D. Thesis / Supervisor: Prof.Dr.Bayram YILDIZ
Second Supervisor:Asist.Prof.Dr. Fatih Coskun)

Balikesir-Turkey, 2011

Asteraceae, as a plant group, is a cosmopolitan family in terms of natural chemistry,
flowering morphology, and adaptation to habitat. Even if there are numerous taxonomic
and new molecular phylogenetic studies, the ancestors of the Asteraceae family are not
well defined. Study material under consideration, Carlina L., is a member of the tribe
Cardueae which belong to Carduoideae subfamily of the Asieraceae. The tribe Cardueae
is a group still debated and according to traditional classification it can be divided into 4
subtribes (Echinopsidinae, Carlininae, Carduinae and Centaurenae ). The genus Carlina
is represented by the species in The Flora of Turkey and The East Aegean Island as C.
lanata, C. vulgaris, C. tragacanthifolia, C. biebersteinii, C. intermedia, C. oligocephala,
C. involucrata subsp. libanotica, C. corymbosa, C.graeca.

DNA Isolation was performed using phenol- chloroform- isoamylalcohol, slecting
Carlina as ingroup taxa and Cardopatium, Atractylis and Carthamus as outgroup taxa ITS
(Internal Transcribed Region) of the nuclear ribosomal DNA(nrDNA) and the trnl-F
(Transfer RNA coding) region of the' chloroplast DNA sequences which were used as
molecular markers, taxa belonging to the genus Carlina distrubuted in Turkey were
analyzed morphologically and molecular phylogenetically. Before the phylogenetic
analysis, DNA sequences were aligmend using the sequences 4.10.1 the sequences were
aligmend using the ClustalW and the phylogenctic analysis was performed using the
PAUP 4.0b10 sofware. The character based method parsimony was used as the critesion
with a heuristic search option and the Maximum Parsimony criterion was based on the
character and the public by using Heuristic methods to research decision (consensus) trees
was created. Again using the Bootstrap analysis have been made to the criterion of
parsimony. Distance-based methods, the UPGMA (Unweighted Pair Group Method of
Arithmetic Average) and NI (Neighbour Joining) analyses were made. In studies done
before Carlina, Cardopatium ve Atractylis has taken Carlininae subtribus. The work of
resulting data support it.

KEYWORDS:Asteraceae: Cardueae/ITS/trnL-F/morphology/phylogenetic analysis
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1.GIRIS

Cesitli yasamlar1 tanimlamak ve kesfetmek igin canlilarin gegmisine ait
tarihsel bilgiler ve tahminler diinya tizerindeki habitat ve ekosistemleri tanimlamada
temel olusturur (Organizmalar nasil bir araya gelir, organize olur, korunur, v.b.).
Ozellikle gevre sorunlarinin artmasi ve tiirlerin yasam alanlarimin daralmasi ile
1990°dan sonra sistematikgiler; tiir kavrami, cografik dagilim ve endemizm gibi

cesitli konularla daha ¢ok ugrasmaya baslamislardir [1].

Gelisen molekiiler teknikler oOnceleri, bulasici hastaliklarm karakter
analizlerinin tanimlanmasinda kullanildi. Sonrasinda yeni gelisen metotlar ve gen
teknolojileri sayesinde biiyiik ¢aligma gruplart ve ¢aligsma alanlari ortaya ¢ikmus,
aym sekilde molekiiler teknikler bitki ve hayvan taksonomisinde de kullamlmaya
baglanmigtir [1].

Yaklasik 50 yil i¢inde bitki molekiiler sistematigi 6nemli Slglide gelismistir
[2-4]. Dizi analizlerinin kullamlmasiyla [5] ve yeni filogenetik analiz metotlarmin
bulunmasiyla [6] molekiiler sistematikteki gelismeler hizlanmistir. Filogenetik bilgi
agisindan morfolojik karakterlerin yetersiz oldugu zamanlarda dizi analizleri ¢ok
faydali olmaktadir [7]. Ciinki filogenetikciler genellikle dizilerin filogenisinin
organizmalarin filogenisine ¢ok yakin oldugunu kabul etmektedirler [3]. Molekiiler
analizler biitlin atasal kokenin ortaya ¢ikarnlmasina izin verdiginden allopoliploid
bitkilerin tarihinden sonug¢ ¢ikarmak i¢in niiklear gen dizilerinin kii¢iik kopyalarinin
kullanilmast artmigtir. Bunun sonucu olarak farkli niiklear dizi gen agaclarinin
karsilastirilmas: gerekli olabilmektedir [8].

Bir canlinin filogenisi fosillerden takip edilebilir. Ancak bu durum birgok
canli igin olanaksizdir. Ozellikle yumusak viicutlu canlilarin fosil birakma sanslar
hemen hemen yok gibidir. Bu nedenle bazi gruplarin simiflandirilmalarinda




filogenilerinden yararlanmak miimkiin degildir. Ancak iyi fosil birakan gruplarda ise
dogru bir siniflandirma i¢in filogeni ¢ok biiyiik yararlar saglamaktadir.

Son yillarda dizi analizi yontemleri canlhilarin cografik orijinlerinin
bulunmasindan [9] canlilarin filogenilerini molekiiler olarak ispatlamaya kadar

birgok alanda kullamlmaya baglamistir [10].

Filogenetik ¢alismalar 1970’lerde morfoloji ile baslayarak ve 1980’lerin sonu
1990’1larin basinda molekiiler metotlar daha sik kullanilir hale gelmistir. Molekiiler
calismalarin artmasi kladistik yazilimin gelismesine neden olmustur. Morfolojik
calismalarda bu yazilimlar ile daha yaygin kullamlir hale gelmistir.

Bitki evrimsel biyolojisinde morfoloji, filogenetik ¢aligmalarda Gnemli rol
oynamaktadir. Molekiiler ¢aligmalarin yaygmlagmasi ile morfoloji igin yeni firsatlar
giindeme gelmistir.

Paleobotanik ¢alismalar ise taksonlar arasindaki akrabaliklar i¢in &nemli
kavramlari verir. Hala glintimiizde var olan taksonlarin ¢aligilmasiyla da gimdiye
kadar elde edilen sonuglar giiglenmekte ya da sorunlarin anlagilmasina yardimei
olmaktadir. Doyle (1969)’un kamtladigi filogeniye ait katkilar, angiosperm

paleobotaniginde kilometre taglar1 arasindadir [11].

Guniimiizde DNA ve protein dizilerini de igeren molekiiler veriler tiirler aras:
iligkileri analiz etmek i¢in kullamlmaktadir. Genomlar mutasyonlarin birikmesi ile
evrimlesirler ve farkli organizmalarin genomlar1 arasindaki niikleotid dizisi fark: iki
genomun birbirinden ayrilma zamanlamasimi yansitabilir.  Farkli genomlar
karsilagtirarak aralarindaki evrimsel iligkileri ortaya ¢ikarmak miimkiindiir.
Organizmalarin evrimsel tarihinin saptanmasimda molekiiler veriler kullanilirken;
kullamlan molekiiler dizilerin homolog oldugu, filogenetik farklilagmanin iki kola
ayrilarak gergeklestigi varsayilir. Yine bir dizideki her bir pozisyonun birbirinden
bagimsiz olarak evrim gegirdigi kabul edilir [12].




Canlilar arasindaki genom benzerlikleri, DNA nukleotid dizisi ya da proteini
olusturan aminoasit zincir bilgileri kullanilarak yapilmaktadir. Molekiiler
calismalarda genomik DNA, mitokondri DNA’s1 ve Kkloroplast DNA’s1
kullanidmaktadir.  Bunlar protein kodlayan genlerdir ve Filogenetik iliskileri
belirlemek i¢in en sik kullamlan gen, 16S veya 18S rRNA genidir, ¢linkii bu genlerin
dizisi birbirine yakin akraba sayilan tlirlerde korunumludur. Protein sentezinin
oldukca eski ve tim organizmalarda ortak bir 6zellik olmasindan dolay1
organizmalar arasindaki evrimsel iligkiyi ayirt edebilmek i¢in rRNA’lar kullamlan
baslica molekiillerdir. rfRNA evrensel olarak yayilis gosteren ve filogenetik fark
Oletild bir sekilde koruyabilen bir molekiildiir. Ayrica rRNA gibi biiyiik bir
molekiildeki olasiliklarin sayis1 olduk¢a fazladir ve iki dizi arasindaki benzerlikler
filogenetik bir iliskiyi isaret etmektedir. ITS (Internal Transcribed Spacer) bélgeleri
ise niikleer ribozomal DNA (nrDNA)’nin en gok gesitlilik gosteren béliimiidiir [12]
ve bitki filogenetifinin yeniden yapilanmasinda o6nemli bir lokus oldugu

kanttlanmistir [13,14].

Birgok taksononﬁk ve yeni molekiiler filogenetik calismalara ragmen,
Asteraceae familyasinin kokeni tamamen tanimlanamamustir [15,16]. Yapilan
caligsmalarda familya kendi i¢cinde Barnadesioideae, Cichorioideae ve Asteroideae
olarak fic subfamilyaya ayrilir. Caligma materyali olan Carlina L. cinsi Asteraceae
familyasinin Cichorioideae subfamilyasinin Cardueae tribusuna dahildir [17].
Yapilan son galismalarda ise Cardueae tribusu Carduoideae subfamilyasina dahil

edilmistir. Familya kendi iginde de on iki subfamilyaya ayrilmistir [18].

Cardueae tribusu tartismali bir gruptur ve geleneksel simiflamada 4
subtribus’a  (Echinopsidinae, Carlininae, Carduinae ve Centaureinae)
ayrilmaktadir [17]. Carlina Carlininae alt tribusunda yer almaktardir. Cardueae
tribusu igindeki problemlerin ¢ogu Echinopsidinae ve Carlininae’deki tribal
siirlarin ayriminda yasanir, Cardueae icinde giigliigiin ¢ogu Carlininae’den
kaynaklanmaktadir [17,19].

ITS nin filogenetik analizi ve matK dizisinin ¢esitlerinin kullanilmasi ile
ayirma ve diizenleme yapilarak Cardueae’nin igerdigi Carlininae ve

Echinopsidinae’nin monofiletikligi gii¢lii bir sekilde desteklenmis olmasina ragmen
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yinede bazi problemler devam etmektedir. Carlininae’nin ITS ile matK bélgesinin
birlestirilmis analizinin afacin bu bdliimiiniin  ¢dziimlenmemis kisminin
¢oziimlenmesini saglamigtir. Bu sonug diger ¢alismalarla da uyumludur [20, 21].
Muhtemelen Cardueae tribusu Carlininae’nin eski nesillerini olusturur. Bu
nesillere gére dagilim Cardueae igin Dogu Akdeniz Bolgesi olarak isaret
edilebilmektedir [20,21].

Carlininae’nin temel durumunu giiglendiren ilging bir karakter Atractylis i¢in
de dogru olan ligulalarin var olmasidir [17]. Bu bulgular diger bazi arastirmalarla da
desteklenerek Carlina ve Atractylis cinsleri Carlininae subtribusuna dahil edilmistir
[22]. Ayrica perikarpin dogrudan papus dokular i¢inde uzanmasi, iki tabakal
endospermin sadece bazi Carlininae tiirlerinde olmasi Berardia cinsi ile
benzerliklerini ortaya gikarir. Carduinae-Centaureinae ile beraber Berardia
arasinda serbest papus olarak ¢ok sirali (pluriseriate) papus igermeleri ortak atadan

gecen bir akrabalifmn sonucu miimkiin oldugu kanisimi giiclendirmistir [19].

Dig grup olarak kullandigimiz Carthamus L. Asteraceae familyasinin
Tubulifloreae subfamilyasimin Cynareae tribusuna aittir.  Carthamus L. iki
seksiyona ayrilir ve bu seksiyonlar da toplam 18 tiir igermektedir. Bu tiirler Akdeniz
havzasiin dogusu merkez olmak {izere Akdeniz havzasi disinda Arjantin,
Avustralya, California ve Giiney Afrika’ya yayilmuistir. 18 Carthamus taksonu
lizerinde ITS ve ETS bélgelerinin ¢alisilmasiyla 6zellikle C. lanatus’un alt tiirleri
arasinda evrimsel iliski analiz edilmistir. C. langtus tirlerinin yiiksek oranda
autoapomorphic karaktere sahip oldugu ve ITS ile ETS dizilerinde ¢ok diisiik
sinapomorfinin 6ne ¢iktig1 gbzlenmistir [23-26]. Yine C. tinctorius ve C. lanatus
populasyonlar: arasinda SRAP analizi ile farkli primerlerle yapilan galismada yiiksek
polimorfizm  gbzlenmistir [27]. Karyolojik ¢alismalarda; Centaureinae
subtribusunda Carthamus kompleksi ile Aegialophila cinsinde, ITS ve marK
dizileriyle yapilmis molekiiler analizlerinde alt tribusun Crupina polen tipinden
koken aldif belirtilmistir [28].




1.1 Asteraceae Familyas ile Ilgili Genel Bilgiler

Asteraceae familyasi; dofal kimyasi, cigeklenme morfolojisi, habitata
adaptasyonu ile kozmopolit bir familyadir. 1130 cins, 25000 yakin tiir sayis1 ile
diinyamin her bdlgesinde dogal yayilisa sahiptir [29]. Antartika diginda diinyanin en
¢ok tropik ve subtropiklerin yar kurak ortamlarinda yogunlasmigtir [30].

1.1.1 Asteraceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Cigekli bitkilerin en biiyiik familyasi olan Asteraceae; anatomik olarak regine
kanallarinin ya da latisifer sisteminin bulunusu ile karakterize edilir. Nisasta yerine
toprakalti organlarinda iniilin bulunmasi, tohumlarda ise yag bulunmasi
karakteristiktir. Tiirlerin ¢ogu seskiterpen alkaloidler icerir. Tiirlerin cogu ¢okyillik,
rizomlu ve otsudur, bir kism1 da herdem yesil ¢ali ve yan ¢alidir. Aga¢ formunda
ok az tiir vardir. Ayrica gok sayida kazik kéklii, yumrulu gokyillik ve tekyillik
tlirler vardir. Yapraklar almash, ¢ok azi kargilikli, nadiren dairesel, aya basit,
genellikle loblu ya da digli, bazen bilesiktir. Bazilarinda yaprak ayasinin bir kismi
diken seklini almigtir. Stipul yoktur. Stomalar anomositik ya da anizostikdir.
Familyanin karakteristik 6zelliklerinden biri kapitulum ad: verilen ¢i¢ek durumudur.
Her kapitulum, genislemis reseptakuluma bagh sapsiz, ¢ok sayida kiigiik ¢igekten ve
bu ¢igekleri distan saran involukrumdan olusur. Kapitulumlar gévde tizerinde basak,
korimbozi panikula vb. gibi degisik sekillerde dizilirler. Bazi cinslerde (Echinops sp.
gibi) kapitulum sik bir bas seklinde toplamr. Bu durumda kapitulum tek cicege
indirgenmistir. Cigekler ist durumlu, simpetal, tam, bazen pistillat, ndtr ya da
staminattir, Cigeklerin olgunlagmasi kenardan ice dogru devam eder. Kapitulumda
iki cesit ¢icek bulunur. Tubulat (tiipsii) ¢igekler genellikle hermafrodit, bazen
staminat ya da sterildir. Tiipsii ve 5 loblu korolla aktinomorfiktir. Filamentler
serbest, anterleri birlesik (singenizis) 5 stamen vardir. Tiipst cicekler bazen iki
dudakli ve zigomorftur. Ust dudaklar iki, alt dudak 3 lobdan olusur. Dilsi (ligulat)
cicekler pistillat, notr ya da hermafrodittir. Tabanda kisa bir korolla tiibii vardir.
Bazen korollanin dilsi kismi indirgenmistir. Bu tip dilsi giceklere filiform ¢igek
denir, filiform ¢icekler pistillattir, korollanin biiyiik boliimii yassilagmistir. Tiim

familya liyelerinde ¢icegin sepali, meyvelerin dagilimina yardime1 olmak igin
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degismis, tiiysli, zars1 ya da kideikst hal almigtir. Bunlara papus denir. Tim
cigeklerde ovaryum alt durumlu, iki karpelli ve bir bazal oviillidiir. Kapitulumlar ya
homogamdir (kapitulumda tiim ¢igekler iki egeyli), ya da heterogamdir (kapitulumda
kenardaki ¢igekler pistillat ya da steril, ictekiler ise iki eseylidir). Bazen kapitulun
bir eseylidir. Bu durumda, bir kapitulumda yalmz disi (pistillat) ya da erkek ¢icek
(staminat) bulunur. Boyle bitkiler dioiktir. Familyanin meyveleri kendine 6zgii olup
bir tohumlu sipseladir [30,31].

1.1.2 Carlina L. Taksonlarinm Yayihsi

Calisma inateryali olan Carlina L. ilk olarak; Linne’nin Species Plantarum
adl1 eserinde 7 tiir ile yer almugtir [32]. Bu tiirler; C. acaulis, C. lanata, C. vulgaris,

C. corymbosa, C. fabulosis, C. racemosa, C. pyrenaica’dir.

Flora Orientalis’de C. acanhifolia, C. vulgaris, C. longifolia, C. corymbosa,
C. frigida, C. oligocephala, C. lanata ve C. gummifera olmak tizere 8 tiirle temsil
edilir [33].

Carlina cinsinin diinyada 23 tiirii bulunmaktadir. Carlina cinsinin diinyadaki
yayilist agirlikli olarak Avrupa ve Giineydogu Asya’dir. Ayrica Dofu Asya ve
Kuzey Amerika’da da tiirleri bulunmaktadir. Ulkeler bazinda bakildiginda;

o Flora Europaea’de 13 tiirle; C. diae, C. tragacanthifolia, C. corymbosa, C.
sicula, C. barnebiana, C.vulgaris, C. frigida, C. fimensis, C. macrocephdla,

C. acaulis, C. acantifolia, C. lanata, C. racemosa [34-35],

e Mountain Flora of Greece’de 4 tiirle; C. vulgaris, C. frigida, C. acaulis, C.

acantifolia [36],

e Flora of N. America’da 1 tiirle; C. vulgaris [37],
e Flora Palestinian’da 4 tiirle; C. curetum, C. lanata, C. libanotica, C.

racemosa [38,39],

e Flora of Israel’de 2 tiirle; C. curetum, C. libanotica [40],
e Flora of China’da 1 tiirle; C. biebersteinii [37],




e Flora Italica’da 13 tiirle; C. acantifolia, C. acaulis, C. biebersteinii, C.
corymbosa, C. gummifera, C. involucrata, C. lanata, C. nebrodensis, C.
racemosa, C. sicula, C. stricta, C. utzka, C. vulgaris [41],

¢ Flora Cyberia’da 2 ttirle; C. acaulis, C. vulgaris [42],

e Flora of Malta’da 2 tiirle; C. lanata, C. involocrata [43],

e Flora of Egypt’da 1 tiirle; C. involucrata [44],

e Flora of USSR’da 6 tiirle; C. acaulis, C. biebersteinii, C. cirsioides, C.
lanata, C. onopordifolia, C. vulgaris [45],

o Flora of Iranica’da 3 tiirle; C. vulgaris, C. kurdica, C. lanata [46] temsil
edilmektedir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1 Carlina L. Taksonlarinin Diinyadaki Yayilisi

Carlina cinsi Tiirkiye Florasinda 9 tlirle (10 takson) yer almigtir. Tiirkiye’de
bulunan tiirler sunlardir: C. fraganthifolia Klatt, C. corymbosa L., C. graeca Heldr.
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& Sart., C. oligocephala Boiss. & Kotschy, C. involucrata Poiret subsp. libanotica
(Boiss.) Meusel & Kistner, C. lanata L., C.vulgaris L., C. intermedia Schur, C.
biebersteinii Bernh. ex Hornem. (Sekil 1.2) [47,48].

1.1.3 Cahsilan Taksonlarin Etnobotanik Ozellikleri

Carlina tirleri ¢ogunlukla tibbi amaclhi kullamilmaktadir. Carlina acaulis;
ditiretik, diaforetik ve mide problemlerinde hatta nezle i¢in yapilan gargaralarda
kullamlir.  Bulgaristan’da C. acaulis kokleri bobrek diizensizliklerinde, deri
iltihaplarinda, hemoroit ve sinir rahatsizliklarinda kullanilmakta, taze koklerin 6z
suyundan kurt diisiiriicii olarak yararlamilmaktadir. C. acaulis kokleri ile hazirlanan
bitkisel ilaglar giiniimiizde gastrointestinal bozukluklarda mide suyu akigini arttirici
olarak kullanilmaktadir [49]. Ayrica Almanya’da yapilan arastirmalarda Carlina
koklerinin safra akisim tegvik ettifi ve karaciger yaglanmalarimin temizlenmesine
yardimel oldugu tammlanmigtir. Bolgesel uygulanan ¢ayimn da dis agrilarna iyi
geldigi gozlenmistir.  Halk arasinda kék ozleriyle hazirlanan suyun yaralan
yikamada etkili oldugu bilinmektedir [50]. Yine Carlina acanthifolia’nin kékleri de
bu rahatsizliklar da kullamlir, Carlina acaulis koklerinin morfolojik ve anatomik

ozelliklerinde benzerdir ve benzer amaclarla kullanilmaktadir.

Cogunlukla kullamlmasina ragmen bu bitkilerin farmakolojik aktivite
stnirlarinin bilgileri ve siiresi tamamen arastirilmamigtir. Bitkilerin kokleri %20
inulin, %1-2 ugucu yag, flavanoid igerir. Carlina acaulis koklerinin ugucu yaglar

antifungal ve antibakteriyal etkiye sahiptir [49].

Kibris’ta Cardopatium corymbosum kokleri antiseptik etkisinden dolay:
yaralara lokal olarak uygulanir., Bazi farmasotik galismalar hdld bu tiir {izerinde

devam etmekle beraber tamamen ¢6zlimlenememistir [51].

Dis grup olarak segilen Carthamus’un ii¢ tiirti Pakistan’da Skardu adinda
sebze olarak tiiketilir.  Carthamus lanatus’un akenleri linoik asit ve protein
bakimindan zengindir. C. oxycantha’nin yaprak, cigek ve gdvdesi sebze olarak

tilketilmekte olup, C. tinctorius’dan dokuz 6nemli kimyasal madde elde edilmektedir
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ve sekerli miishil, istah agici, ditiretik ve boya olarak kullamilmaktadir. Cigekleri
canlandirici, yatistirici, terletici, deri rahatsizliklanini ve kizamiktaki gikayetleri
gidericidir. ~ Tohumlar ditiretiktir ve romatizma i¢in tonik olarak kullamilir.
Arterosikloroziste etkilidir ve kan serumunda kolesteroliin seviyesinin diisiiriilmesine
yardimcidir. Cigek ve tohumlar mestural canlanmay: saglar [52]. Avustralya’da
dogal mantarlarin yok edilmesinde ve kontroliinde [53] biyolojik kontrol ajan1 olarak
kullanilir [54].

Carthamus lanatus antitimor ve interferonu uyaran aktiviteye sahiptir. Son
yillarda antioksidant, antibakteriyal, antifungal aktivitesi olmak {izere biyolojik
aktivitesinin gesitliligi ve sitotoksisitesi gOsterilmistir. Ancheva ve arkadaslar
klastogenik ve mitotik etkisi {izerine temel biyoaktif boliimlerini ve bu tlire 6zgii
yapisinn temelini calismuglardir ve bu caligmalar farelerin kemik iligindeki
kromozom bozukluklar: tizerinde yapilan aragtirmalara dayanmaktadir [55,56]. C.
tinctorius L. yaf igerigindeki varyasyonlar1 yaygin olarak islenmekte ve Safran
yerine de kullamilmaktadir [24].

Calisma materyali olarak secilen Carlina cinsine ait yurtdisinda yapilmig
molekiiler filogenetige [17,22,57,58] ve morfolojik verilere dayanan g¢aligmalar
yapilmis olmasina ragmen, [59-64] Tirkiye’de yayilis gosteren tiirler ile yapilmig
morfolojik ve molekiiler filogenetik bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Tiirkiye’de
yayilis gOsteren tlirlerinin polen morfolojileri {izerine bir ¢alisma yapilmistir [65].
Yine yurtdigi arastirmalarda, Asteraceae familyasinin polen morfolojisi ile ilgili
molekiiler veriler kullamlarak bazi ¢alismalara rastlanmistir [66-68]. C. vulgaris tiirii
ile Salix repens taksonlar1 arasindaki assosiyasyonda, Salix taksonu altindaki nemli
toprak da fideler yetistirilmig, kumlu tepeler {izerinde yapay alanlarda su havzalar
kullamlmis ve C. vulgaris’de mycorrhiza i¢in uygun alanlar olabilecedi rapor
edilmistir [69]. Carlina vulgaris taksonlar: ile populasyon dinamigi {izerine de
aragtirmalar yapilmigtir. Bu aragtirmada benzer kumul alanlarda populasyonun daha
verimli olmas lizerine {i¢ sebep olabilecedi one siiriilmiistiir. Bunlar; zayif fidelerin
verimli ciceklenme donemleri gegirmesinin giic olmasi, verimli bitki alanlarinda
erken ciceklenme ile kisa hayat siiresinin olmasi ve total populasyonun farkl pilot

alanlardaki degiskenliginin Carlina populasyonlarin ani zayiflamasina yol agmasi
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seklinde belirlenmigtir. Oniki ay boyunca yedi yil yapilan gozlemlerde tek
bireylerde ¢i¢eklenmenin arttif1, hizli bilylimenin ve erken gigeklenmenin artmasinin
verimsizlik tlizerine etkili oldugu gozlemlenmistir [70]. Yine c¢alisma konusu
disindaki aragtirmalarda da ¢alisilan taksonlarin (flora ve biomass gibi) yer aldif
caligmalara rastlanmustir [71-73]. Biz bu calisma ile Tiirkiye’deki ftiirlerin
yurtdisindaki ¢alismalardaki sonuglarla uyumunu karsilastirmak suretiyle Carlina

cinsinin ayrilma sinirlarina da katkida bulunmus olacagiz.

Bu calismanin amac1, Akdeniz bolgesinde yayilis gsteren, sistematik acidan
problemli bir cins olan Carlina’min diger yakin gruplarla ve kendi ig¢indeki
taksonlarinin filogenetik iligkilerini aragtirmaktir. Bulunacak sonuglarla; Carlininae
subtribusu i¢inde yer alan Carlina cinsinin morfolojisini degerlendirmek, subtribus
icinde geleneksel smiflandirmayla molekiiler filogeniyi karsilagtirmak, subtribus
taksonlar: arasindaki sinirlar1 belirlemek ve varsa celigkileri analiz etmek; dig grup
olarak segilen Cardopatium, Atractylis ve Carthamus -cinslerinin Cardueae
tribusundaki durumunu degerlendirmektir. Ciinkii yapilan son ¢alismalarda Carlina
ve Atractylis, Carlininae subtribusuna yerlestirilmistir [17,22]. Cardueae tribusu
icinde yer alan Cardopatium, Carlininae alt tribusunda yer almamugtir [17]. Bu

taksonlar Tiirkiye Florasi’nda Cardueae tribusunda yer alan cinslerdir.

Yapilacak caligma ile morfolojik ve molekiiler filogenetik analizlerde
bulunan sonuglarin karsilagtirmasi yapilarak, cinsin Tlrkiye Florasindaki yeri, yayilis

alanlar1 ve statiilerinin netlestirilmesine katkida bulunulacaktir.

1.2 Molekiiler Cahsmalar
1.2.1 Molekiiler Belirtecler (Markirlar)

Canllar arasindaki genetik farkliliklar, farkli genler tasimalarindan
kaynaklanmaktadir. Aileler igi, tiirler i¢i ve populasyonlar aras1 genetik varyasyon
genetik markirlarla degerlendirilmektedir. Genetik markir, baglantili bir lokustaki
allelleri tanimlamak i¢in kullanilan saptanabilir gen ya da DNA parcasidir.
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Genetik markir tipleri;
e Morfolojik markir,
e Protein markirlari ve

e DNA markirler1 olarak i¢ gruba ayrilabilir.

Bunlardan DNA markirleri; farkh génotiplere ait DNA niikleik asit dizilis
farkliigim gesitli sekillerde ortaya koyan markirlerdir. Tiim diinyada molekiiler ve
genetik alaninda yapilan ¢alismalar bag dondiiriicii bir hiza erismistir. Bdylece tiir i¢i
ve ftlirler arasi genetik farkliliklar bireylerin DNA’larinin  karsilagtinlmasiyla
molekiler diizeyde aragtirilabilmektedir. Baz siralan aralarindaki bu farkliliklar aym
zamanda genom haritalarinin olusturulmasinda, kalitsal hastaliklarin teshisinde,
populasyon genetigi ¢aligmalarinda, bitki ve hayvan 1slahi ¢alismalarinda énemli rol
oynamaktadir [74].

Bu markirler ¢esitli ydntemlerde kullamilir. Bunlar;
1-Hibridizasyona dayah markirlar

RFLP (Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)
2-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) a bagh markirlar
RAPD (Rasgele Cogaltilmig Polimorfik DNA)
AFLP (Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi)
SSR (STR) Mikrosatellit DNA Analizi (Basit Sira Tekrarlar1)
VNTR (Mini satellitler)
Mikroarray
SSCP(Tek zincir konformasyonal polimorfizm)
3- EST’s DNA markirlar:

1.2.1.1 Hibridizasyona Dayali Markirlar

1.2.1.1.1 RFLP Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction
Fragment Length Polymorphism)

RFLP analizi, dokulardan izole edilmis genomik DNA’min nikleik asit

dizilislerini taniyan DNA kesim enzimlerince 6zel olarak kesilmesi ve prob esasina
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dayanmaktadir. Bir DNA parcasinin yaklasik her 100 niikleotid ¢iftinde niikleotid
dizisi bireylerde degisiklik gdsterir.

Sonug olarak; bir kromozom {izerinde bulunan bir kesme enzimi tanima dizisi,
digerinde bulunmayabilir. Bu durumda, kesme parcas: biiyiikliikleri bu bélge icin
farklidir. Bu yontemde, 6ziitleme ve saflastirmadan sonra elde edilen DNA kesme
enzimleri ile kesilir, olusan parcalar daha sonra molekiil biiyiikliiklerine gore jel
elektroforezinde aynlirlar. Bir RFLP, DNA’nmin niikleotid siralanigindaki
varyasyonla olugur. Bu varyasyonun sebebi bir nokta mutasyonu, kaybolma

(delesyon) ya da eklenme (insersiyon) olabilir.

Elektroforez sonucu biiyiiklitklerine gére ayrilan bantlar, RFLP analizinin diger
asamalarinda kullanilmak {izere southern emdirimi metodu kullanilarak tasiyicl bir
ylizeye aktarilir ve orada sabitlenebilir. Alkali soliisyon uygulamasiyla tek eksenli
hale getirilen fragmentlerden bazilari etiketli sondalarla esleserek goriilebilir hale
getirilir, eslesmemis sondalar yikanarak uzaklastinilir [74].

1.2.1.2 PCR Polimeraz Zineir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)’na
Bagh Markarlar

PCR yOntemi bir organizma veya mutant gene iliskin, saglam veya
pargalanmis DNA ya da RNA’min in vitro c¢oZaltilmasma olanak saglayan bir
yontemdir. 1085 yihnda Mullis ve ark. tarafindan ortaya atilmis ve avantajlan
nedeniyle molekiiler biyoloji, tip, arkeoloji gibi degisik alanlarda uygulanabilen bir
yontem olmustur. Bu yéntem; sag teli, sperm gibi deisik dokulardan elde edilen 1-2
hiicreden bile sonu¢ alma olanafi saglamaktadir. Ayrica parafinlenmis dokular,
Guthrie kanlar: ya da hiicre lizatlar1 amplifikasyon igin kalip olusturmaktadir. Cok
az miktardaki materyalden 24 saat gibi kisa bir siirede sonucun almip taninmn
konulabilmesi PCR yonteminin avantajlarindan biridir. Bunlarin yam sira DNA
amplifikasyonu in vitro kosullarda gergeklestirilmektedir. Amplifikasyon bakteri
veya viral reaksiyonlara dayanmamaktadir. Belli bir noktada amplifikasyon

durduruldugunda onun devam etmediginden emin olunmaktadir.
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PCR yonteminde her dongii 3 asamadan olusmaktadir. Bunlar;
- Denatlirasyon
- Primer baglanmasi (annealing)

- Primerin uzamasi (extension)dir.
DNA’nin Denatiirasyonu

Cogaltilmak istenen c¢ift sarmal DNA, sarmallann birlestiren hidrojen
baglarinin ayrilmasi i¢in denatiire edilerek tek sarmal haline getirilir. DNA
sarmallarimn ayrilmasi icin uygulanabilecek pek ¢ok fiziksel ve kimyasal yontem

olmasina karsin 90-95°C’ye kadar 1sitmak basit ve etkili bir islemdir.
Primer baglanmasi (annealing)

Bu asamada primer ad: verilen ve gogaltilmas: istenen DNA i¢in spesifik olan
oligoniikleotid, birinci asamada elde edilen DNA tek ipligi fizerinde kendisine
komplementer olan niikleotid dizisiyle hibridize olur (annealing yapar). Bu DNA
parcalari, orijinal (hedef) DNA ipliginin amplifikasyonunu baglatmak amaciyla
kullanildiklarindan primer (6ncii) olarak adlandirilirlar ve 18-30 niikleotidden olusan
oligomerlerdir. Her bir primer, 6rnekteki DNA sarmalinin 3' veya 5' sarmalindan
birinin tamamlayicisidir ve gogaltilacak olan DNA bolgesine dzgiidiir. Annealing
asamasinda ortamin ortalama 1s1s1 30-70 °C’ye diistirtiliir.

Primerin uzamasi (extension)

Annealing tamamlandiktan sonra primer hibritlestigi tek ipligin karsiligim
sentezler. Bu sentez igin termostabil o&zelligi olan ve Thermus aqueticus
bakterisinden elde edilen Taq polimeraz enzimi niikleotidleri orijinal DNA ipligine
komplementer olacak bigimde primére ekler ve uzatir. Olusan yeni DNA iplikleri bir
sonraki donglide primerler igin kalip olarak rol oynar. Primerlerin uzatilmasi
asamasinda 70-75°C’ler arasinda bir 1s1 uygulamir. (Sekil 1.3) [75,76].
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Sekil 1.3 PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Asamalar [77]

1.2.1.2.1 RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) Rastgele
Cogaltilmus Polimorfik DNA
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Sekil 1.4 RAPD Analizinin Asamalan [74]
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RAPD yontemi; nikleotid siwras1 rastgele belirlenen kisa zincirli
oligoniikleotidlerin kullamldigi, PCR ile genomik DNA’da ilgili bdélgelerin
¢ogaltildig bir polimorfizm belirleme yontemidir (Sekil 1.4).

Bu teknikte 6-10 niikleotid uzunlugunda baslatict DNA’lar kullanarak genom
tzerinde rastgele bolgelerin DNA ¢ogaltimi yapilir.  Baslatict DNA’larin

hazirlanmasinda belirli bir DNA sirasina ait bilgi gerekmemektedir.

RAPD teknigi; ¢abuk sonug¢ vermesi, ucuz olmasi, az isglicli gerektirmesi, az
miktarda ve diisiik kalitede DNA’ya ihtiyag duyulmas: bakimindan popiiler hale
gelmistir. Ayrica polimorfizm oran1 da gok yiiksektir. Teknigin dezavantajlan ise
giivenirliligin ¢ok sinirli olmasi, tekrarlanabilirligin diisiik olmasi ve dominant

kalitim gostermesidir [74].

1.2.1.2.2 AFLP (Amplified Fragment Lengt Polymorphism), (Cogaltilnus

Parca Uzunluk Polimorfizmi)

5'° GAATTC TTAA 3'
3 - CTTAAG AATT B'
+EcoR |
Mse |
AATTC T
G RAT

+EcoR | adapter
TTAA Mse | adapter
EcoR | adapter

TA

Mse l adapter

primer +1 5 A
AATTCN NTTA
TTAAGN NAAT
C 5
EcoR 1+ A
Mael+C
amplifikasyonu lle én
eleme
primer +3 §' AAC
AATTCA GTTA
TTAAGT CAAT
AACG 5*

primer + 3 lle
salaktif
amplifikasyon

Sekil 1.5 AFLP Metodunun Calisma Sistemi [ 78]
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Bu yéntemde DNA kesme endoniikleazlart ve PCR teknigi bir arada kullanilir.
DNA EcoRI gibi 6 bp’lik tanima sirasina sahip nadir kesim yapan ve 4 bp’lik Msel
gibi tamma sirasina sahip daha sik kesim yapan iki enzimle kesilir. Bu sekilde
meydana gelen kesme pargacilarinin kesim yerlerine, adaptér olarak adlandirilan

kesme enzimi i¢in 6zgiin siralar takilir (Sekil 1.5).

Daha sonra iki asamali PCR uygulanir. Adaptér sirasina ve bu kesim yerine
komplementer ayrica 3' ucundaki se¢iciligi artirmak igin ekstra bir niikleotid tagiyan
+1 primer eklenir. Bu nedenle DNA sablonunda ¢ogaltim sadece primerin ekstra
secici bazinin kesme fragmentinin buna kargilik gelen bazina komplementer olmasi
halinde miimkiindiir. Iki +1 primerin kullanilmasiyla ¢ogaltilan fragmentlerin sayisi
teorik olarak, orijinal fragmentlerin 1/16’s1 kadar azalir. Bu agama preamplifikasyon
olarak adlandirilir. Daha sonra segici gogaltim olarak tamimlanan 2. PCR
uygulanarak primerin seciciligi artirtlir.  Bu amagcla, kesim yerine adaptore
komplementer olacak ekstra iki baz igeren bir primer eklenir (+2 primer). Sayisi
primerin secici baziyla ve nadir kesim yapan enzimin katildifs fragmentlerin
gosterilmesiyle 6nemli &lclide azalan fragmentler, jel elekiroforezinde ayrihirlar,

rontgen filmi ya da floresans boya kullanmilmasiyla g6riiniir hale getirilirler [74].

1.2.1.2.3 SSR Basit Sira Tekrarlari (Short Sequence Repeats) Mikrosatellit
DNA Analizi

SSR veya STR olarak da adlandirilan mikrosatellit DNA 2-9 baz ¢iftlik, ardisik
olarak tekrarlanan birimlerden olugmustur. Mikrosatellit polimorfizmi ya da
tekrarlanma sayisindaki farkliliklar, bu lokuslann iki tarafindaki korunmus siralara
komplementer olan 6zgiin primerler kullanilarak PCR ile ¢oZaltilmasi ve daha sonra
fragmentlerin elektroforetik ayrimi temelinde saptanabilir.  Daha sonra bu
fragmentler poliakrilamid jelde gériiniir hale getirilir.

Mikrosatellit DNA markirlari; populasyon diizeyindeki arastirmalarda son

derece kullamghdirlar. Simdiye kadar deginilen yontemlerden farkli olarak, bir

mikrosatellit lokusun ¢ogaltilabilmesi ic¢in bu siranin etrafindaki siralarin bilinmesi
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gerekmektedir. Mikrosatellitlerin genetik markir olarak kullanilmasindaki en zor

asama bu siralarin belirlenmesi agamasidir.

Mikrosatellitlerde polimorfizm orani ile sonuglarin tekrarlanabilirlifi ¢ok
yiiksektir. Bir diger avantaji ise kodominant markir oldugundan heterezigotlarla

homozigotlarin ayirt edilebilmesidir [74].
1.2.1.2.4 VNTR Mini Satellitler (Variable Number Tandem Repeat)

Mini-satellitler genellikle 9-100 baz ¢iftinden olugur. Herhangi bir molekiiler
markirin yakin iligkili taksonlar arasindaki farkliliklar: belirleyebilme glicii, genetik
polimorfizm olasihigim arttirabilecek lokusa &zgli mutasyon hizina baghdir. Bu
mutasyonlar arasindaki evrimsel mekanizmalari anlamak taksonlar ve nesiller
arasindaki iliski olasiligimi belirlemek agisindan oldukea 6neﬁﬂidir. Bu sebepten
dolay1 yiiksek varyasyon gbsteren markirler ve bu lokuslardaki mutasyonlar dikkatli
ve eksiksiz filogenetik hipotezler olusturmak i¢in gereklidir [74].

1.2.1.2.5 Mikroarray

Son vyillarda birgok organizmanin DNA baz dizileri belirlenmis olmasina
ragmen bu DNA baz dizileri kendi baglarina bir sey ifade etmezler. Mikroarray
teknigi sayesinde DNA baz dizileri belli olan genlerin hiicredeki fonksiyonlar
aragtirlmaktadir,

Bir array, nitkleik asit Orneklerinin diizglin bir sekilde siralanmasi ile
olugsmaktadir, Bilinen ve bilinmeyen DNA &rneklerinin baz eslesmesi 6zelligine
gbre hibridizasyonu i¢in uygun bir ortam saglayarak bilinmeyen DNA'larin

tanimlanabilmesi igin kullamilir.

Bu teknolojide ilk olarak iki farkli kogulda tutulan iki ayn drnekten izole edilen
mRNA’lardan RT yontemi ile ¢cDNA’lar sentezlenir. Sonra bu &rneklerin biri
cyanine, Cy3 ve digeri cyanine, Cy5 boyasiyla isaretlenerek iki farkli probu
olusturur. Cy5 ve Cy3 iki farkli boya (dyes) olup farkli emme ve uyarilma
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(excitation) 6zellifine sahip olmalarindan dolay: iki farkli renk olarak kirmizi ve
yesil tiretirler. Bu iki farkli boyayla etiketlenip isaretlenen ve iki farkli 6rnekten elde
edilen cDNA’lar karistirilir.  Oligoniikleotidleri veya ¢cDNA baz dizilerini igeren ve
binlerce geni ifade eden DNA mikroarraylariyla hibridizasyon i¢in kullanilir. Daha
sonra boyalarin 1sikla uyarilmasiyla olusan kirmizi ve yesil renkteki Cy3 ve Cy5
sinyalleri array tarayicilari yardimiyla farkli dalga boylarinda okunur. Iki farkh
dalga boyunda elde edilen Cy3 ve Cy35 sinyallerinin oranlar1 bir cDNA pargaciginin
iki farkli probdaki yogunlugunu ifade eder. Bu sinyallerin yogunluklarini
karsilastumak ve analiz sonuglarini sayisal olarak belirlemek igin bu amacla
hazirlanmus bilgisayar programlar: kullanilir. Elde edilen bu goriintiide

e kirmzi renk, herhangi bir mRNA’mn prob 1’de prob 2’ye gore fazla

oldugunu,
e sari renk, mRNA’mn iki farkli probda da egit miktarlarda bulundugunu,
* yesil renk ise, mRNA’nin prob 2’de prob 1’e gére daha fazla oldugunu

ifade eder.

Daha sonra her bir sinyalin ortalamasi alindiktan sonra mikroarrayde
kendiliginden olusabilecek sinyal ¢ikartilir ve her bir deger igin normalizasyon islemi
farkli kosullarda ekspresyonu, degismeyen temel bir genle (housekeeping gene) veya
sinyal yogunlugu bilinen herhangi bir mRNA kullanilarak yapilir. Normallestirilen

bu veriler gen ekspresyon goriintiilerinin belirlenmesinde kullanilir [74].

1.2.1.2.6 SSCP Tek Zincir Konformasyonal Polimorfizm (Single Strand

Conformational Polymorhizm)

Gegmisteki birgok metodun yetersizliini ortadan kaldumistir. PCR-SSCP
analizleri; PZR amplifikasyonu, restriksiyon enzimi ile kesim ve denatiire olmamug
akrilamid jel elektroforezine dayanir. DNA varyasyonu tek zincirli PCR {iriinlerinin
primer ve sekonder yapilarinin deZismesinden dolay1 gd¢ mesafelerindeki
farkliliklarla belirlenir. SSCP, tek niikleotitten olusan varyasyonlar dahil olmak
tizere %80’e kadar tiim DNA varyasyonlarina kars1 hassastir.
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SSCP genellikle kisa uzunluktaki DNA varyasyonlarim belirlemek igin
diigiiniilmiistiir. Bu sebepten dolayr PCR pargalarimun boyu 175 -250 be arasinda
degismektedir. PZR istenmeyen iiriinlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla optimize
edilmesi ¢ok 6nemlidir. Bunun igin PCR iriinleri, SSCP jeline yiiklenmeden once

agaroz jel elektroforezi yapildiktan sonra jelden geri kazamlabilir [74].
1.2.1.3 EST’s DNA Markrlar

~ EST genellikle 300-500 baz ciftlik dizilerdir. Bunlar yardimiyla bilinmeyen
boélgelerin ya da genlerin dizileri belirlenebilmektedir. Boylece maliyetin diisiik
olmasi da saglanmaktadir.

EST’ler sadece fonksiyonu bilinen proteinlerin dizi bilgilerini ifade eder. Bu
veriler kullanilarak da model olmayan bir organizmanin kismi genomu olusturulabilir

yani bu kisimlarla genom bilgisinin genel durumu yorumlanabilir.

1.2.2 ITS I¢ Ara Bosluk Doldurucu Bélgeler (Internal Transcribed
Spacers)

Bazi durumlarda bitki gruplarnin dogal ortamlarda tamimlamada ve
taksonlar1 ayirt etmekde zorluklarla kargilagilabilmektedir. Anahtarlarda kullamlan
fenetik karakterler genellikle tam ayirt edici olamamaktadir. Ozellikle kiiltiirii
yapilan tiirlerde, dogal tiplerin akrabaliklarinin ortaya konmasinda, tiirlerin teghisi,

toplanmasi ve korunmasi sirasinda tanimlama biiyiik 6nem tasimaktadir [79].

Bitki germ plazmas1 koleksiyonlarinda tutulan tiir ya da alttlirlere ait birgok
grubun yanlis isimle isimlendirildigi anlagilmigtir. Bu nedenle, taksonlarla ilgili
yapilacak tiim bilimsel arastirmalar i¢in dncelikle gerceklestirilmesi gereken ¢aligsma

tam ve dogru teshistir.

Molekiiler biyolojide son gelismeler, tiire &6zgii gen bolgelerinin

belirlenmesiyle bitki tiirlerinin tanimlanmasina olanak vermektedir. Buna y&nelik
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olarak, tDNA'mn ITS bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik ¢alismalarda
siklikla bagvurulan yontemlerden biri haline gelmistir [13].

Genomik DNA {tizerindeki rDNA bolgeleri, coklu gen yapilarindan olusan ve
ardisik siralanmug tekrarh diziler seklindedir (Sekil 1.6)

major rRMA franscript 58 RNA gene
2 . 5 .
Internal Imergenic{ N, .
transcribed spacet (1GS) "
spacer (ITS) regions u
regions S e
1 tDH Arepeatunit oy
g,
EciRl Ecaml Byl e
| | 1GS1 Ge2
EEEEnssenns e |
SSU(1B2YRNA  5.85 LSU (25-265) RNA 8%
RMNA RNA

Sekil 1.6 DNA Uzerindeki ITS Bélgeleri[13]

18S kiiciik alt birim (Small Subunit), 5.8S ve 28S biiyiik alt birim (Large
Subunit) tDNA’lar kodlayan genlerden olusmaktadir. ITS bélgeleri, genomik DNA
lizerindeki bu rDNA tekrarlart i¢inde yerlesmistir. Bu bélgeler, tDNA’nin alt
birimleri ile transkribe edilmektedir ve korunmug bolgeleri (18S, 5.88 ve 28S)
birbirinden ayiran iki kisindan (ITS1 ve ITS2) olugmaktadir [13]. Bu ITS bolgeleri,
rDNA gen bélgelerine baglanabilen evrensel primerler kullamlarak PCR
calismalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amagla kullanilan evrensel ITS (ITS2,
ITS3, ITS4 ve ITSS) primerlerinin tDNA {izerindeki baglanma bolgeleri Sekil 1.7°de
verilmistir.

Sekil 1.7 ITS Primerlerinin tDNA Uzerindeki Baglanma Bolgeleri[13]
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rDNA genleri, kopya edilmeyen bolgeler (IGS) ve ITS bolgelerinin varhifiyla
birbirinden ayrlmistir. IGS bélgeleri (ETS ve NTS), komsu rtDNA tekrar birimleri
arasinda yer almaktadir. ETS, ribozomal mRNA ile kodlanan dis kopya b&lgesidir
ve onun promotor bolgesini ihtiva etmektedir., NTS (Non Transcribed Spacer) ise,
tekrar birimleri arasinda yerlesmis kodlanmayan bélgeleridir [13]. ITS1, 18S (SSU)
ile 5.88 arasinda yerlesmistir. ITS2 bolgesi ise, 5.8S ile 28S (LSU) genlerini ayiran
DNA bolgesidir. Bu gen yapilanini ihtiva eden rDNA tekrarlarimin Skaryotik
organizmalardaki kopya sayist, 200-30000 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu,
biitiin genomun yaklagik %1 veya daha fazlasim temsil etmektedir. Ayrica genomik
DNA’nin rtDNA kopya sayisinda ara sira degigiklikler meydana gelebilmektedir.

1.2.2.1 ITS’nin Genel Ozellikleri

1-Biitiin bélgenin toplam uzunlugu yaklasgik 700 bp kadardir.  Okaryotik
organizmalarda 5.8S gen bélgesi, cogunlukla ITS bolgeleri ile birlikte degerlendirilir.
2-Bu bolgelerin korunmus rDNA gen bolgelerine gore daha fazla degiskenlik
gosterdigi kanitlanmistir.

3-ITS1 ve ITS2 bélgelerinin filogenetik agidan sunduklar veriler farkli diizeydedir.
Bu bélgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla filogenetik gﬁzﬁmier
sunmaktadir ve niikleotid igerigi ITS2’ye gore %29 daha degiskendir.

4-Bu bélgeler, rDNA’nin olgun 18S, 5.8S ve 28S alt birimlerinin olusumu siirecinde

gorev almaktadir [13].

1970’lerde DNA dizin analizi ¢alismalarinin hiz kazanmasiyla, rRNA’lar ve
komsu bolgeleri {izerindeki sekonder yap1 ¢aligmalari bilyiik artis gostermistir. Her
tekrar birimi, olgun rRNA’lar1 olusturacak olan bir prekiirsor (preRNA) olarak kopya
edilir [79].

ITS1 ve ITS2 bolgeleri ribozomal transkripsiyon iiriiniintin bir pargasi

olmasina ragmen olgun ribozomal alt birimlerin yapisina dahil edilmezler. Ancak bu
bolgeler, rRNA’larin olgunlagmasi stirecine katkida bulunmaktadirlar [80].
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preRNA molekiiliiniin gegitli olgun RNA tiirlerine doniislimiinii saglayan
transkripsiyon sonrasi siiregte her iki ITS bolgesi kesilip ¢ikanlir ve ortamdan
uzaklagtinlir. ITS bolgelerinin, baz degisimi sinirlamalarindan nispeten uzak
olduguna inanilmaktadir. Bu durum Angiosperm’lerden elde edilen ITS bélgelerine
dayali filogenetik analiz sonuglari ile desteklenmektedir [81].

ITS1'de meydana gelebilecek delesyon-insersiyon olaylari veya nokta
mutasyonlari, olgun SSU ve LSU rDNA’larin tiretimine engel olabilmektedir. ITS2
bolgesinde olusabilecek bu ¢egit mutasyonlar sonucunda da biiyiik alt birim
rRNA’larin olusumu zarar gérebilmektedir. ITS bélgesinin primer yapisinda bu gesit
degisiklikler meydana gelmesine ragmen sekonder yapilari ileri derecede

korunmustur.

ITS bolgeleri, degigebilir bolgelerinin yaninda korunmus bélgelerde ihtiva
etmektedir. Ozellikle ITS1 bolgesinin merkezine yakin kisimlarinda degigmeden

kalabilen korunmusg bolgelerin varlig tespit edilmistir.
1.2.2.2 rDNA Coklu Gen Ailesinin Fonksiyonel Sinirlari ve Evrimi

ITS bolgesi, ribozomal alt birimleri kodlayan nrDNA i¢indeki gen bdlgeleri
arasinda yer almaktadir. Nilklear DNA’daki bu bélgeler, spesifik kromozomlarin
niikleolar organizer bolgesinde art arda siralanmig tekrarlar seklinde diizenlenir [82].
Her tam biﬁm, olgun 188, 5.8S ve 28s RNA alt birimleri i¢in iglenen bir prekiirsdr
olarak kopya edilir. ITS bolgesi, bu rRNA’nin olgunlagma islemine yardimer olur.

Angiospermler arasinda, ITS’in 5 ve 3' ucuna yakmn kisimlarmin yiiksek
derecede degiskenlik gosterdigi ve anlasilir bigimde hizalanamadig: belirlenmistir.
Fakat merkeze yakin gévde yapilar1 benzer baz siralarina sahiptir [83]. Bu bélgeler,
yilksek derecede korunmus sekonder yapilarnn olusumunu saglayan yiiksek oranda G
(Guanin), C ( Sitozin) ve T (Timin) i¢erigine sahiptir. Bu nedenle ITS’in merkezine
yakin bélgesi, ileri derecede korunmustur ve bitylik bitki familyalarinda, hatta tek
yillik ve gok yillik bitkiler arasinda da hizalanabilen bir baz igerigine sahiptir [83].
Sag tokas1 bigimindeki bu kii¢iik motif, 25 bp’den daha kiigtktlir. Bu ii¢ bolgenin
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birlesmesinden olusan yapi, ITS’in primer dizin yapisindan ziyade, sekonder
yapisimn korunmus olarak kalmasina katk:r saglar. Bu durum, ITS1 bdlgesinin
sekonder yapi kararhhifim arttirir. Baz igerigi agisindan daha az degiskenlik
gosterdigi bilinen ITS2 bolgesi iizerindeki ¢aligmalar diger bolgelere gore daha az
diizeydedir.

Ribozomal genlerin, biiylikk miktarlarda protein firlintine ihtiya¢ duyulmasi
nedeniyle ¢oklu gen familyasi olarak var olduguna inamilmaktadir [84]. Ustelik
protein {iretiminde ve DNA’min iglenmesi sirasinda, ribozomlarin &nemli
fonksiyonlarinin yani sira, rDNA kopyalar1 arasinda tekdiizelige gereksinim vardir.
rDNA’lar ¢ogunlukla tiirler arasindaki cesitlilizin degisik seviyelerini olusturan gen
stiriiklenmesi nedeniyle tiir i¢inde yiiksek oranda homojenlik g&sterir [85]. Bir tiir
icinde rDNA’daki ara bélgelerin kopyalarinda gériilen en yaygin varyasyon basit baz
cifti degisimleridir [13]. Diger varyasyonlar, ara bolgelerin kiiglik bir oraninda
meydana gelen insersivon-delesyon olaylarim icerir. Bireylere ait kopya tekrarlar
arasindaki homojenite, gen doniigimii ve esit olmayan krossing-over olaylar:
sayesinde baz varyasyonu ile sonuglanir [86]. Bu mekanizmalar sayesinde tDNA

kopyalan 6zdeslestirilir ve gen siiriiklenmesi nedeniyle bir tiir boyunca dagilur.

Gen doniisiimii, bir dizinin kendini degistirmeden etkilesime girdigi diger
dizini bir gekilde transforme ettigi zaman meydana gelir. Bu durum, olasi bes yoldan
biriyle gergeklesir; ayni lokusta iki allel arasinda, i¢ kromatik degis tokus sirasmnda,
kardes kromatitlerin birbirlerini etkilemesi durumunda, homolog kromozomlarin
allelik olmayan lokuslarinda veya homolog olmayan kromozomlar arasinda veya gen
kopyalar1 arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir. Gen degisiminin, kromozom
replikasyonundan hemen sonra bu olaylarin meydana gelmesi ile gergeklestigi kabul
edilir. Tek bir gen degisimi sirasinda transfer edilen DNA miktar1 biiyiikk oranda
degisiklik gosterebilir, fakat genlerin sayisinda bir degisiklik meydana gelmez.
Kromozomlar arasindaki ve igindeki degisiklikler ¢ok yiiksek dizin benzerlikleri
gerektirmez ve kopyalanan ve elde edilen DNA sirasinda bazen tistlinliik goriilebilir.
Bu durum, kopyalanmig genlerin homojenizasyonuna yol agan gen degisiminin

tekrarlayan déngiileri olarak ifade edilir.
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1.2.2.3 ITS’in Taksonomide Tercih Edilmesinin Nedenleri

nrDNA gen bdlgelerinde bulunan ITS bélgeleri, molekiiler ve sistematik
acidan sahip olduklann aywt edici Gzellikler nedeniyle filogenetik analiz
calismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir. Bu bdlgeler filogenetigin yeniden
insasinda yeterli veri sunacak kadar uygun bir biiyiikliige sahiptir (600-700bp). Cins
ve tiir i¢i seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA gen bdlgelerine komsu
olarak bulunmaktadirlar. PCR ile ¢ogaltilarak karsilagtinilmalar i¢in biiyiikliigii son
derece elveriglidir. rDNA gen bolgelerine gére daha lizli niikleotit baz degisimi
gosterirler. Cins ve tilir seviyesindeki filogenetik caligmalarda DNA igerikleri,
agiklayici bilgiler sunmaktadir. Genomik DNA iizerinde yiiksek kopya sayisina
sahiptirler. Bu bolgelerin evrenselligi, alt birim unsurlar1 ve bélgeler arasindaki

farkli baz varyasyon oranlar1 nedeniyle, sistematikte kullanilmalari yayginlasmistir.
1.2.2.4 ITS’in Taksonomik Seviyelerde Kullanim

ITS bolgesi filogenetik calismalarda kullanighdir, ¢linkd;

o ITS bolgesi 700bp ciftlik kiiglik bir bélgedir ve yiiksek seviyede
korunmusg 18S ve 26S ntDNA gen dizilerine sahiptir.

e ITS-1 bolgeleri sinapomorfizm gosterdigi i¢in ITS-2 bélgesinden daha
kullamglidir.  Bitki niikleer genomunda fazla tekrara sahiptir. Bu
nrDNA'nin  amplifikasyonunu ve dizilenmesini daha kolay hale
getirmektedir. ki kopya bolgesi (ITS1 ve ITSZ), yakin akraba olan
taksonlarin kargilagtinlmasindaki kullanighligi nedeniyle, daha 1990’11
yillarda bu bolge hizli bir sekilde ¢alisilmaya baslanmugtir. Mevcut
veriler, ITS baz dizisinin, angiosperm’ler de deZisik seviyelerde
filogenetik agidan kullamigh oldugunu goéstermektedir. Bu veriler,
genetik stirliklenmelere yonelik etkili sinyaller ortaya koymaktadir
[80].

e Bitki sistematigindeki kargilastumalarda ve filogenetik analizlerde
kullanilmak {izere, Genbank veri bankasina 20 Haziran 2006 tarihine
kadar yalmzca yesil bitkiler i¢cin 3016 adet ITS niikleotit baz sirasi
kaydi gerceklestirilmistir.
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e Homolog olmayan kopyalan nokta mutasyonu ve insersiyon/delesyon
seklinde bulunabilmektedir. Bu tiiriin bireyleri arasinda varyasyonlara
sebep olabilmektedir. Bazi bitki gruplarinda ITS1 ve ITS2’de yiiksek
oranda varyasyonla karsilagilirken, bazilarinda ise, niikleotit
varyasyonlarinin az bir dizisine rastlanilmaktadir. Aym toplam DNA
degerlendirmelerinde; ¢ogu gruplarda ITS dizinlerinin, cpDNA baz
dizinlerinden c¢ok daha fazla degiskenlik gosterdigi ve daha

bilgilendirici oldugu sonucuna varilmigtir [81].

ITS bélgelerinin, hibrit taksonlara yonelik filogenetik analizlerde kullanilmast
uygun goriilmemektedir. Ciinkii hibritlerden elde edilecek ITS bélgelerinin hangi
atasal genomdan g¢ogaltildifinin bilinmemesi, giivenilir olmayan degerlendirmelere
neden olacaktir [13] (Tablo 1.1).

rDNA tekrarlarinin yiiksek kopya sayist nedeniyle (hiicre basina 30000’e
kadar), ona gore kiiciik ebatta olan ITS bolgelerini PCR ile ¢ogaltmak oldukca
kolaydir. Bu durum ITS bélgelerini filogenetik ve biyocografik aragtirmalar i¢in ilgi
¢ekici bir hale getirmektedir [80].

Tablol.1 Depisik Bitkilere Ait ITS1 Bolgeleri Igindeki Korunmus Baz Dizin

Motifleri [80]

Tiir Adu Koronmus Bilge

Arabidopsis thaliara (L) Heynh. GOCACG-AAAAGTGTCAAGGAA

e GGCGTGOAAAAGCGCCAAGGAA
Oryza sativa L. GGCGCC-GACGGOGTCAAGGAA

Triticum aestivis: L. GOOGOC-GAAGGOGTCAAGGAA

Gossypium Iongicalvy Hutch. and Lee
Gossypiuwm roblusorti L.

THamea spp. Rydberg

GOCGTG-AATIGCGCCAAGGAA
GGCGCG-AATCGCGCCAAGGAA
GOCGCG-AATTGCGCCAAGGAA
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1.2.3 rDNA Bélgeleri

1.2.3.1 Kii¢iik Alt Birim rDNA (18S)

Kiigiik alt birim rDNA’s1 yiiksek derecede korunmus DNA bolgelerinden
biridir ve alem, sube ve sumf seviyesindeki kategorilerde filogenetik calismalarin
yeniden insast i¢in yogun olarak kullamilmaktadir. Bugtine kadar 4000°den fazla
takson icin, bu bolgeye ait DNA baz sirast belirlenmigtir [80]. Kiiciik ve bilyiik alt
birim rDNA niikleotit baz siralarinda agin korunmus ve degisebilir bdlgelerin
bulunmasi, ilgili 6zel sorular icin optimal filogenetik cevaba izin veren bir dizi

oranlar saglamaktadir.

Kiigiik alt birim rDNA baz siralari, ata soylarn belirlenmesinde, temel
tkaryot ve fungal soylar arasinda, angiospermler iginde, hayvanlarin diizenlenmesi
gibi farkli taksonomik seviyelerde filogeninin yeniden insasinda kullanilmaktadir
[80].

1.2.3.2 5.8S rDNA

rDNA tekrar birimleri iginde en kiigiik uzunluga sahip olami 5.8S niiklear
DNA’sidir. rRNA’min biiyiik alt biriminin bir pargasidir ve lokus uzunlugu ile
niikleotit igerigi ileri derecede korunmustur. Bu bdlgeye ait baz uzunlugu, arzu
edilen kullamilabilir bir biiyiikliige sahip olmadig (163-164 bp) ve filogeniye yeterli
derecede veri saglamadifi i¢in, bu tip filogenetik ¢alismalarda tek basmna
kullamlmalar1 uygun goriilmemektedir. Bu nedenle niikleotit baz degisimlerinden,
ITS bélgeleriyle birlikte degerlendirilmesi yoluyla yararlanilmaktadir [80].

1.2.3.3 Biiyiik Alt Birim rDNA (28S)
Kii¢iik alt birim rDNA’ya gore daha uzun yapidadir ve baz igerigi agisindan

daha fazla varyasyon gosterir. Biiyiik alt birim rDNA’s1 ¢ok farkli birimlere sahiptir.

Bu nedenle filumlar arasinda nemli derecede gen varyasyonu gosterirler.
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Kiigiik ve biiyiik alt birim rDNA’s1 iizerinde degisebilir bslgeler veya yayilan
segmentler olarak adlandirilan domainler mevcuttur. Ancak bu bolgelerdeki
genislemeler; rDNA baz dizinlerinin, akraba tiirleri ayurt etmekte kullanilmas: icin
yeterli veri sunmamaktadir. Bu nedenle rDNA genlerinin gosterdigi
varyasyonlardan, familya ve daha yukari seviyelerde faydalanilmaktadir [80].

rDNA tekrarlarinin ITS ve IGS bolgeleri, yiiksek oranda varyasyon
gostermeleri bakimindan cinsler arasinda, tiir seviyesinde ve populasyonlarin
¢alisiimasinda kargilagilan taksonomik problemleri ¢6zmede kullamlmaktadir.
Ancak IGS (4-5 kb) bolgelerinin ITS bélgelerine gére daha uzun pargalara sahip
olmas1 ve dizi analizindeki zorluk nedeniyle, filogenetik calismalarda ¢ogunlukla
ITS bolgeleri tercih edilmektedir [80]. Yapilan RFLP ¢aligmalar, bu ara bolgelerin
son 50 milyon yil i¢inde ayrilmis olan yakin akraba taksonlar arasindaki filogeniyi
ortaya koymada kullanilabilecegini géstermistir [80].

1.2.4 trnL-F Transfer Kloroplast’in Riboniikleikasit (RNA) Kodlayan L-
F Bilgesi

cpDNA dizi varyeteleri, geniy Slglide angiosperm ve diger bitkiler arasinda
interspesifik akrabaliklar arastirir. Fakat bu molekillerin dilgik evrimsel oram
intrasfesifik derecede ciddi bir sinirlayicidir. Kodlanmayan bolgeler mutasyonlari en
yiksek siklikta goriintiilemek ve verimli evrimsel iligkiyi analiz etmek igin
kullamlabilir [87]. Kodlamayan bolgelerden biri; cpDNA parcalaridir, en genis
kullamimuiyla familya altinda filogenetik akrabalik adresi olmalarindan dolay1, t-RNA
(trnT-trnF) bélgesi yaygin olarak caligilir (Sekil 1.8).

Bu bélge; trnT (UGU) ve rnl (UAA) 5' eksonu arasindaki genler arasi
bosluk, #7nL. (UAA) intronu, trnL(UAA) 3' eksonu ile rnF’ (GAA) genler arasi
boslugundan olusur. #nl geni iki yiiksek korunmusg ekson igerir (Sekil 1.8). Bunlar
bir grup intron tarafindan boliinmiistir. Her iki taraf biitlinliyle tutucu olsa da
merkez bolim yiiksek degiskenliktedir. Algler, karayosunlari, egreltiler,
gimnosperler ve angiospermler’de yiiksek oranda basariyla ¢alisilmigtir.
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Sekil 1.8 DNA Baz Dizisi Uzerinde trnL-F Bolgeleri[87]

trnT (UGU) ve trnF' (GAA) arasindaki bolge 6zellikle evrimsel ¢alismalar

i¢in uygundur, ¢iinkii;

e Korunmus trn genlerinin ve yiizlerce baz ¢iftlik kodlama yapmayan bolge

birbirini takip eder.

e Tek kopya bolgelerinde mutasyon yiiksek orandadir.

e Birgok tiir arasinda genlerin tekrar diizenlenmesinin olmayis.

Asagidaki tabloda ise ti¢ kodlanmayan bélgeyi ¢ogaltan ii¢ ¢ift primer dizisi

verilmigtir. (Tablo 1.2)

Tablo 1.2 Ug Kodlanmayan Bélgeyi Cogaltan Primer Dizileri [87]

Name Code Sequence 5'-3'

& B48557 CATTACAAATGCGATGCICT
b A49291 TCTACCGATTTCGCCATATC

c B45317 TGAAATCGGTAGACGCTACG
d A49855 GGGGATAGAGGGACTTGAAC
& B49873 GGTTCAAGTCCCTICTATCCC

£ A50272 ATTTGAACTGGTGACACGAG
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1.2.5 Molekiiler Filogenide Kullamlan DNA Cesitleri
1.2.5.1 Mitokondrial DNA (mtDNA)

mtDNA mitokondri icinde lokalize olmus, halkasal DNA molekdliidiir.
Mitokondri, proto-6karyot hiicrenin simbiyontu olarak giintimiizden yaklasik 1,5-2
milyar y1l 6nce ortaya ¢ikmigtir ve genlerinin bilyiik bir kismimi hiicrenin gekirdegine
aktarmistir. Niikleer DNA’y1 kodlayan niikleer-sitosolik sistem mitokondriyal

genleri sifreler ve mitokondriyal sistemde sifrelenen genlerin ifade edilmesini saglar.

mtDNA 128 ve 16S rRNA’lar ile 22 adet tRNA ve 13 adet pdlipeptit kodlar.
Bunlarin hepsi oksidatif fosforilasyonun mitokondriyal enerji iireten enzimleri

icindir.

Insanda mtDNA anne tarafindan kalitilir.  Ciinkii nesilden nesile oosit
sitoplazmasiyla geger. mtDNA hayvanlarda 16000 -18000 baz ¢iftinden olusurken,
bitkilerde daha biiylikdir ve u¢ noktalardaki limitlerde cesitlilik gdsterir.
Replikasyonu yar korunumludur. Hiicre i¢inde enerji gereksinimini karsiladigindan

mutasyon sikli1 fazladir. Yiksek oranda korunmus evrimsel dizilere sahiptir [88].

mtDNA boyutunun kii¢iik olmasi ve yiiksek oranda korunmusg yapisinin olmast
populasyonlar, tiirler ve daha iist taksonomik seviyelerin evrimsel iligkilerini

belirlemede uygun molekﬁllerdir [88].
1.2.5.2 Kloroplast DNA’s1 (cpDNA)

cpDNA halkasal bir molekiildiir. cpDNA yar1 korunumlu olarak egler ve anne
tarafindan kalitilir. Cicekli bitkilerin kloroplast genomu 120-217 kb uzunliunda
yiiksek derecede korunmustur. Cok fazla kodlanmayan bolge igermedigi icin niikleer
genoma gore ¢cok daha yavas hizla evrimlesir. Birgok tiirde genom kiigiik ve biiyiik

essiz dizi bolgeleri igerir ve bunlar bir ¢ift ters tekrarla birbirinden ayrlir.
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Kloroplast tarafindan kodlanan ribuloz 1,5-bifosfatkarboksilaz/oksijenaz
(RUBISCO) geninin biiyttk fragmenti rbeL bitki filogenisinde kullamilmaktadir.
RUBISCO enzimi Kalvin ¢emberinde karbondioksit fiksasyonundan sorumludur ve
karbon déngiistiniin baglanti noktasinda bulunur. rbcl. genlerinin dizisi ¢ok agiktir,
yavas bir hizla evrimlesirler. Bu nedenle bitki filogenisinde cins ve daha tist

taksonomik kategorilerde uygundur.

ndhF dizisinin sistematik calismalarda kullanimi ilk defa familyalar arasindaki

iliskiyi belirlemede olmustur [88].
1.2.5.3 Cekirdek DNA’s1 (nrDNA)

Cekirdek genlerinin kalitinu ¢ift ataya aittir. Cekirdek genomundaki DNA
miktart ayni cins icindeki tiirler arasinda cegsitlilik gosterir ve bu bitkiler ile yapilan
calismalarda sorunlar ¢ikarir.

Cekirdek genomlar, her genomda bir tane olacak sekilde belli DNA dizileri
icerir (tek kopya DNA). Diger diziler genomda birgok kere olusabilir (tekrar DNA).
Bunlarin oran1 genom kompleksliligini gosterir. Clinkii tek kopya DNA diger
dizilerden farklidir [88].

1.2.6 DNA Dizileme

DNA saflagtirmasinda direkt dizi belirten metodlar yaklagik 20 yildir
mevcuttur, Bir yaklasim, Maxam ve Gilbert tarafindan ortaya konmustur [74]. Ozel
bazlarda (A,T,C,G) sfesifik kimyasal ayrilma reaksiyonlarina dayamir. DNA’nin
hedef uzamasinin sonu radyoaktif etiketlemedir ve DNA temel-spesifik pozisyonlara
boliinen farkl: kimyasal reaksiyonlar iginde isleyen 4 alt drnege ayrilir. Ornegin, bir
alt 6rnek dimetil siilfat ve piperidin i¢inde muamele edilir, ki DNA sonuglan sadece
G pozisyonunda ayrilir. Fragmanlar poliakrilamid jelde elektroforetik olarak
ayrilarak otoradyografide goriintlilenir. Diger 3 baz i¢in spesifik paralel reaksiyonlar
uygulanir ve fragmanlar jelde komsu seritler {izerinde ayrilir. Béylece, DNA dizileri
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bir otoradyograf iistiinde goriinen basamak gibi bant rneklerinden direkt okunabilir

(Sekil 1.9) [74].

Isclate DNA; depature
Inte single strands

1} Radioactively
gnd-label

2} Cleave chemically
In four treatments

) Cleava atl
ey . -
O 09 &)
GATCA <] GA GAT
o G B B

QATCAG GATC  GAT  GATCAGG
[~ S—— . o

sit.  #te. ele. efc.

3) SBeparate {ragmenis
electrophoretically

I T
G #4G TC ©
e A
T wm— o
S— H— G
By A
P ] v c
L R i G
— — <}
A——— A
Aesm—— el e
. TR T
il A

Maxam-Gilbert approach

e GATCAGGCITAAGC A -8
; — e

1] Anneal primer and radiogctively label

B s GATCAGOUTTAAGC Ao -3
Lk L
AL -5

2) Add labeled dXTP's, DNA polymerase,
and ddXTP in {our {reatments

B9CTR  daTTR ddATP  ddoTP

WG]
*—-w

v
‘w" g
g ey el ey

#1¢. ete. wlc, wte.

4} Separpie {ragmenis
electrophoratically

A G
e 4 : T
] N
i P
i T
—— T
- i
= c
— : c
s T
== &
— T

Sanger' approach

Sekil 1.9 DNA Dizi Analizinin Farkli Yéntemlerinin Sematize Gsterilmesi[74]

Diger alternatif dizileme prosediirii, Sanger ve ark. tarafindan benzer

zamanlarda tamtilmistir. Bu ydntem daha islevsel ve uygulamasi kolay oldugundan

giiniimiizde daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu metot in vitro DNA replikasyonunu




kesiminin kontrol edilmesine dayanir. Cift-iplikli DNA tek-iplikli DNA ya denatiire
olur, ve kisa bir DNA segmentinin, (primer) hedef DNA ({istiinde bir diziye
komplementer olabilecegi bilinir. Bu karistirilan primer/template 4 alt 6rnek iginde
boliintir, her biri DNA polimeraz tarafindan Kkatalizlenen bir primer arttirma
reaksiyonuna maruz kalir. 4 reaksiyonun tamami 4 deoksiniikleotit (dA, dT, dC, dG)
ayrica bir tek dideoksintikleotit (ddN, deoksiniikleotitte bulunan 3'-OH grup eksik
olan bir niikleotit) igerir. DNA dizi sentezleri radyoaktif olarak yapilir, bu hem
primerin sonunda etiketlenmesi ile hem de sentez sirasinda bir deoksiniikleotit
etiketlenmesinin birlesmesi ile olmaktadir. DNA dizi genislemesi serbest 3'-OH de
niikleotitlerin parcalar tarafindan meydana gelir, 6yle ki, ddNTPler nerede olursa
biiytliyen iplikler iginde birlesir, ilave iplikler durdurulur. Polimeraz reaksiyonlar
kondisyonlar altinda gerceklestirilir, Syle ki ddNTPslerin birlesmesi nadir ve
seyrektir.  Bdylece, belli bir bazda son bulmadan Once c¢esitli uzunluklarda
gergeklestiren bir alt 6rnekte DNA molekiilleri farklidir, 4 alt 6rnekten fragmanlar
poliakrilamid bir jelde elektroforetik olarak ayrilir, oto radyografi ile goriintiilenir, ve
DNA dizileri direkt okunur [74].

Kolay bir yontem olmas: islevsel olmasiyla giinlimiizde de tercih edilen bir
yontem olmasina ragmen giiniimiizde otomatik dizi analiz cihazlarimin ile bu

analizler daha rahat ¢alisilabilmektedir.
1.2.7 Agaroz Jel Elektroforezi (AGE)

Agaroz ortalama molekiil agirligi 12000 olan dogrusal bir polisakkarittir ve
kirmizi bir alg tiirli olan Agar agar’dan izole edilir. Yiiksek sicakliklarda suda
¢ozlinmesi, sogutuldugunda bu polimerde ¢apraz baglarin olugmasi sonucu jel yapis:
olusur. Bu olay geri doniistimliidiir. Agaroz orta biiyiiklilkkte ve biiyilk DNA
molekiillerini elektroforezde ayirmak icin en yaygin destek ortamidir. Ayristirilacak
molekiillerin  biiyiikliigiine bagli olarak genelde %0.3 ile 2.0 agaroz

konsantrasyonlar: kullanilir.

Agaroz jeller genellikle floresan bir boya olan etidyumbromiir ile boyanir ve

UV 15181 altinda DNA pargalar1 goriintiilenir [75].
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1.2.8 Otomatik DNA Dizi Analizi

Otomatik DNA Dizi analizinde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmigtir [90]. Tek farki radyoaktif izotop
yerine floresan boyalarin kullamilmasidir. Bu sistemde dért farkli renkte boya
kullanilir ve sonugta, dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin
olusturdugu bir model ortaya ¢ikar. Guanin bazi siyah renkle, Timin bazi kirmiz

renkle, Adenin bazi yesil renkle ve Sitozin baz1 mavi renkle Sekil 1.10’daki gibi

gosterilir.
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Sekil 1.10 Dizi Analizi Sonucu Olusan Piklerin Goriintiisii [89]

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini icerir. Elektroforetik
iinitelerde bulunan lazer 1s1k kaynag: ile monokromatik bir 1s1k olusturulur. Sé6z
konusu DNA’min bulundugu jelmatriks bu monokromatik 1sitk ile taranir.
Elektroforez stiresince DNA’ya baglanan floresan boya, 1sik ile taranan bolgeye
geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181
geri yansitir. Yansiyan bu 1s1k demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen
veriler bilgisayar programlart ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekranmna aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6

bazdan 1000 baza kadar glivenli okuma yapilabilmektedir [90].

1.2.9 Coklu Dizi Hizalama ve Clustal W Program

Coklu dizi hizalama, dizi olusturma, molekiiler modelleme, veritaban

aramalari, filogenetik aga¢ olusturulmasi gibi konularda baglica aragtir. Dizi
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hizalamada dinamik programlama teknigiyle polinom zamanda optimum sonug
bulunabilmesine ragmen, var olan c¢oklu dizi hizalama teknikleri optimum
hizalamay: ancak dizi sayisiyla iissel iligkili bir siirede bulabilir, Bu da pratikte
gerekli olan biiyiik boyutlu verilerde problemin céziimiinii, giiniimiiz hesaplama
glicliyle imkansiz kilar. Ayrica bazi bulussal (heuristic) ySntemlerle ortaya ¢ikan
sonuglarin yerel optimuma takilma ihtimalleri ¢ok yiiksektir. Buna ek olarak,
bulunan hizalamalar uzmanlarin bakis agilarina gore de farkli degerler
alabilmektedirler. Bu yiizden yerel optimaya takilmadan farkli iyi hizalamalar

verebilecek yontemler gittikce 6nem kazanmaktadir.

Coklu dizi hizalamada en ¢ok kullamlan yontem asamali hizalama
yontemidir. Bu yontemi kullanan araglarin en yaygii ClustalW’dur [91]. Once
eldeki dizilerin ikili benzerlikleri kullamilarak tahmini bir filogenetik agac
olusturulur. Daha sonra bu bilgiden yararlamlarak, asamali olarak diziler hizalamr.
Bu yéntemin en 6nemli dezavantajlari, yerel minimuma takilmasi ve problemi dogru
sekilde modelleyecek parametrelerin belirlenmesinin zor olmasidir. Coklu dizi
hizalama problemlerini ¢6zmek ic¢in kullanilan diger bir ana yaklagimsa son
dénemlerde oldukea yaygin olarak kullanilan genetik algoritmalardir. En ¢ok bilinen
Omeklerden biri SAGA (Sequence Alignment by Genetic Algorithm)’dir [92].
SAGA ClustalW’ya yakin hizalamalar bulmugtur ama daha basarili degildir.

1.2.10 Filogenetik Analiz

1.2.10.1 Filog;netik Agac Olusturmada Kullanilan Yontemler

Guniimiizde kullanilmakta olan yontemler temel olarak iki baglik altinda

toplanmaktadir:

A. Karakter Temelli Yontemler
1. Maximum parsimony (MP)
2. Maximum likelihood (ML)
3. Mr. Bayes
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B. Mesafe Temelli Yontemler
1. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA)
2. Neighbour Joining (NJ)
a) Minimum Evrim Metodu

b) En Az Karakter Metodu

1.2.10.1.1 Karakter Temelli Yontemler

Dizilerde biriken mutasyonlarin sayilmasma dayanirlar. Farkli karakterlere
dayanmaktadirlar ki; bu karakterler her bir taksondaki canliya ait olan molekiiler

dizilerdir.

1.2.10.1.1.1 Maksimum Parsimoni (Maximum Parsimony) (MP)
Farkhhklari En Aza indirme Yéntemi

Incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir agac elde etmek icin
gerekli en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan bir yontemdir. Maksimum
Parsimoni (MP), minimum evrimsel metod (parsimoni=tutumluluk) olarak
tanimlanabilir. Evrimsel biyolojide tutumluluk demek, evrimsel siirecte neler
olduguna iliskin sonuca varilirken, arastirmacinin karmasik yerine basit agiklamalari,
bagka bir deyisle ac18a ¢ikan evrimsel degigsmenin miktarim azaltan veri yorumlarini
tercih etmesi dexﬁéktir. Parsimoniye gore tercih edilen agag, agiga ¢ikmus olan
evrimsel degismenin toplam miktarim en aza indirgeyen agactir [93]. MP analizi ile
en iyi sonuglar dizi ciftleri arasindaki benzerliklerin cok gliclii oldugu ve az sayida

dizinin oldugu durumlarda alinr.

MP ile agaclarin olusturulmasinda “kesin” ve “tahmini” yaklagimlar séz
konusudur. Kesin yaklasimda olasi tiim agaglar gbézden gecirilir ve kullanilan
optimalite dl¢iitline en uygun agag belirlenir. Cok zaman alicidir ve yirmiden fazla
Ornekleme varliginda uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda
“tahmini” yaklasim uygulanmaktadir. En tutumlu agaglarmn giivenirlilik dereceleri
istatiksel olarak da degerlendirilebilir. Bu probleme yonelik yaklasimlardan biri
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bootstrap (se¢-bagla testi) olarak adlandirilir. Bootstrap arastirmasi elde edilen
agaglarin dallariin parsimoni kriteri kullamilarak istatistiksel yonden en giivenilir
olan dallar1 belirlemede kullamlir [91].

Se¢-bagla testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla
yeni bir veri seti olusturulur. Rastgele sectigi bir pozisyon yeni veri setinin ikinci
veri noktasmi olusturur (ikinci veri noktasimin birincisinin ayn: olma sansi
1/700'diir). Bilgisayar, orijinal verinin rastgele bir érneklemesini temsil eden 700
baz ¢ifti iceren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu isleme devam eder. Sonra,
bu veni veri seti filogeniyi hesaplamak igin kullamlir. Bu islemi tekrarlamak
suretiyle aragtirmaci yeniden omeklenmis veri setinden olusan agaglarda belli bir
dalin ag13a ¢ikma yiizdesini %50, %80 ya da %100 sekilde ortaya koyar. Bootstrap
degeri %0 ile %100 arasinda degisir. Kress ve arkadaglarinin (2002) karakterize
ettigi bootstrap destek kriterlerine gére, >= %85 giiglii, %70-85 arasi orta, %50-70
arast zayif ve < %50 ¢ok zayif seklinde tammlanmistir. Bootstrap desteginin %70 ya
da daha biiyiikk olusu genellikle dogru filogeninin tanimlanmasi ile iligkilendirilir.
Eger, belli bir dal i¢in bootstrap destegi %50’nin altinda ise; agacin bu kismindaki
dallanma modelinin belirlenemedigi sonucuna varilir ve filogenetik agacta bu dal tek
diigiimden ¢ok gatalli olarak verilir. Bu durum molekiiler sistematikte politomi

olarak adlandirilir.

1.2.10.1.1.2Maksimum Olasihik (Maximum Likelihood) (ML) Metodu En
yiiksek ihtimal

Gozlenen veriyi olusturmada en yiiksek olasilifa sahip en iyi aaci segmede
olasilik modellerini kullanan bir yéntemdir. Bu yéntemde her olasi aga¢ topolojisi
aragtirilir ve dizi hizalamasinda yalmizca bilgi verici bolgeler degil her pozisyon
hesaba katilir. Niikleotid veya aminoasit degigimlerine olasilik degerleri verilerek
elde edilen belirli bir degisim modeli ile bu yontem, ata dizilerin ara bogum
noktalarina ve sonrasinda giiniimiizde yagayan canlilara ait olan dizilere evrimlesme
olasiligini hesaplar. Cok iyi temellendirilmis istatistide dayandigindan, matematiksel

olarak daha zahmetli bir yontemdir. Bu zorluktan dolay: taksonlarin sayis1 belirli bir
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seviyeyi astifinda bu ydntemin kullanilmasi imkansiz hale gelir. Bu sorunu ortadan
kaldirmak igin bazi farkli yaklagimlar gelistirilmistir. Quartet puzzling, genetik
algoritmalar ve Bayes yontemi bunlar arasinda yer almaktadur.

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak ortaya
konulmus bir yontemdir [94]. Arastirmaciya sunulan biitiin bilginin daha etkili
kullanmak ve olas1 birgok aZag igerisinden en iyi agaci segmede istatiksel testler
kullanma olanag: yaratmak icin ortaya konmugtur. Bu yoéntem, farkli tipteki
niikleotit degisiklifinin acifa c¢ikma olasiliklarini tamimlayan bir matematiksel
formiil ve dal uzunluklar1 bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu belli DNA dizisi
setini elde etme olasilif1 nedir sorusunu sormaktadir. Bu ydntem igin bir bilgisayar
programi, her aga¢ topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olugturulmasi
olasiligim hesaplar. Eger aga¢ dogruysa her dalin olugturulma olasiligi toplami,
gozlenen verinin olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik agaclarin olasiliga
olarak temsil edilir. Bdylece, yarisan agag¢ topolojilerinin kabul ya da reddi igin
kriter en yliksek olasilig1 olan agaci segmektir, en olasi aga¢ en iyi agagtir. Ancak
olasilik metodlari, hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle gok biiyiik veri setleri,

parsimoni yontemleriyle oldugu kadar kapsamli analiz edilemezler.

1.2.10.1.1.3 Bayes Metodu

Filogenetigin en popiiler metodudur. Temelde Maximum Likelihood
metoduna benzer, ancak 6nceki (prior) olastlik kullanim ile bu yoéntemden ayrilir.
Var olan goézlemlere dayanarak g@zlenmeyen bir sey hakkinda sonu¢ g¢ikarma
temeline dayanir. Bu ydntemde agac se¢iminde, “Onceki olasilik”, analiz éncesinde
tiim olas1 agag¢ topolojileri i¢in gegerli olan olasiliktir. Agacin olusturulmasmdan
once her bir topolojinin olasiligt birbirine esittir. “Sarta bagli olasiik”, dizi
hizalanmasinda gozlenen karakterlerin degisiklige ugrama frekansidir. Bu iki
olasilik degeri, Bayes algoritmast tarafindan, gézlemlere en fazla uygunlugu gosteren
en olas1 agaclarin saptanmasi igin kullamlir. Asagidaki esitligin gegerli oldugu bu
yontem ML yfintemindeﬁ daha hizlidir ve daha genis c¢apta veri kiimelerini

kullanabilir,

38




Sonraki olasilik= (Onceki olasilik x Sarta baglh olasilik) / Toplam olasilik

1.2.10.1.2 Mesafe Temelli Yontemler

Dizi hizalanmasi sonucu elde edilen hesaplanmis evrimsel mesafeler, her bir
takson cifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin olugturulmasinda kullanilabilirler.
Matristeki bu ¢ifterli mesafe skorlarina dayanarak tiim taksonlar igin bir filogenetik
agac olusturulabilir. Bu yontemde kullamlan algoritmalar, kiimelenme temelli veya
en iyl durum (optimum durum) temelli olarak iki kola ayrilirlar. Kiimelenme temelli
algoritmalar, en benzer dizi ¢iftlerinden baslayan bir mesafe matrisine dayanarak
filogenetik agaci hesap ederler. Bu algoritmalar, aritmetik ortalamay1 kullanarak
agirlikli olmayan ¢ift grup yontemini (UPGMA-Unweighted Pair Group Method
Algorithm) ve komsu birlestirme ydntemini (NJ- Neighbour Joining) igerirler. En
iyi durum temelli algoritmalar, pek ¢ok farkli agac topolojisini (pek ¢ok noktadan ve
dallardan olusan bir ag yapisi) kargilagtirirlar ve agagtaki 6nceden tahmin edilen

mesafeler ile gercek evrimsel mesafeler arasindaki en iyi uyumu gostereni segerler.

Genetik uzaklik yéntemi filogenetik agaci olusturmak i¢in dizi grubunda her
bir ¢ift arasinda degisikliklerin sayisimi temel alir. Birbirlerine genetik uzakligi en az
olan tiirler birlestirilerek bir aga¢ olusturulur. Aralarinda az sayida niikleotid
degisikligi olan bu dizi ciftleri komsu (neighbours) olarak adlandirilir. Uzaklik
metodlar1 ile hizalanan diziler arasindaki farkliliklarm miktarina gbre agag
olugturulur. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢gikan degisiklik sayis1 diziler arasindaki
uzakhifr gosterir [95]. Tercih edilen agag, taksonlar arasindaki mesafeyi en aza
indirgeyen agagtir [94]. Bu yontemler diZerlerinden daha kolay ve hizli olup, ¢ok
sayida dizi i¢in kullanilabilir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilanlar Unweighted Pair
Group Method Algorithm (UPGMA) metodu ve Neighbour Joining (NJ) metodudur.

1.2.10 Filogenetik Agaclarm Olusturulmasmda Kullanilan Programlar

Filogenetik agaclarin eldesinde en yaygin kullamilan programlar PAUP,
PHYLIP, MRBAYES’dir. Ancak bu programlarin &nerdikleri agacglar1 bilgisayarda
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gorilintiilenmesini saglayan bagka bir program daha vardir. Bu program Treeview

programidir [96].

1.2.11.1 PAUP’ (Phylogenetic Analysis Using Parsimony)

Parsimony ve maximum likelihood metotlar: dahil pek ¢ok metot kullanarak
populasyon verilerini detayli arastirmaya yardimer fiicretli bir programdir [97].

PAUP 4.0b10’un sahip oldugu baz1 6zellikler asagida belirtildigi gibidir:

e Parsimoni yontemine ek olarak Maksimum Olasilik yontemi ve en iyi durum
temelli yontemlere dayanarak filogenetik agaglarin aragtirilmasina tam destek
saglar.

e Belirli agaclar iizerinde veya aga¢ olusturulmasi sirasinda, Maksimum
Olasilik modeli parametrelerinin otomatik olarak énceden tahmin edilmesini
saglar.

e En genel geri dontisebilir model ve onun alt modellerini de igeren genis bir
DNA degisim modelleri yelpazesi icerir.

e Adm adim ekleme, dal degistirme, komsu birlestirme, quartet-puzzling,
yildizbozulma ve UPGMA agag arastirma algoritmalari mevcuttur.

e Birbirine uyumlu evrimsel iligkilere sahip olan bir gruptaki tiim agag¢lar i¢in
en genis taksonlar alt kiimesini gosteren uyusma alt agaglarini hesaplar.

e On yiiklemeye ek olarak, biitlin en iyilik Slgtitleri (optimality criteria) altinda
Jackknife yeniden 6rneklendirme analizi yapabilir.

e Agaclar arasindaki belirli farkliliklarin saptanabilecegi parametrik ve non-
parametrik testler vardir.

e Heniiz olusturulmamis agaglarin olusturulup yayinlanmasi. Yeni agaglarin
olugturulmas: swrasinda benzer sayfalar arasinda aymi anda taramalarin
yapilabilmesine olanak saglar.

e Goloboff'un ortik agirlik cimrilik kriteri altinda afac taramasi ve
degerlendirilmesi yapar.

e Maksimum olasiliklarin  (maximum likelihood) kullanimiyla atasal

niikleotidlerin tahminini yapar.
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1.2.11.2 Mr. Bayes (Bayesian Inference of Phylogeny)

Filogeninin, Bayes Metodu ile tahmini i¢in kullanilan bir programdir. Amag
tek bir dogru filogeniyi bulmay: degil, biitiin muhtemel filogenilerin sonraki
(posterior) olasilik dagilimlarini hesaplamaktir [98].

Programin bazi ¢zellikleri:

e Niikleotit, aminoasit, restriksiyon bolgesi, morfolojik bilgi analizi

Tek bir analizde bilgi tiirlerini karistirma

Bilgi bélmeleri arasindaki parametreleri gdsterme

Evolusyon modelleri bakimindan zenginlik

Tamamen hiyerarsik olarak Bayes cergevesi iginde pozitif olarak

secilmis bolgelerin hesaplanmasi

Programin en son versivonu MrBayes 3.1°dir. Bu versiyon igerdigi cok
sayidaki hata ayiklayicilarla daha da smirlandinlmig, bunun yaninda birkag yeni
ozellik de icermektedir. Ge¢mis durumlarin ve yer oranlarinin ¢ikanimlar birlestirici

tanilarin hesaplanmasini es zamanlh ve bagimsiz olarak yapar.

1.2.11.3 PHYLIP (The Phylogeny Inference Package)

Filogenetik haritalarm (evrimsel soyagaglarnm) ¢ikarilmasi igin internet
lizerinde bedava olarak ulasilabilen bir programlar paketidir. Pakette kullanilabilen
metotlar parsimony, uzaklik matrisi, ¢dz-bagla islevi (bootstrapping) ve ortak karar

(consensus) agaclarini kapsayan olasilik metotlarin igerir [99].

PHYLIP’de Kullanilan Programlar:
eDNA dizileri
e Protein dizileri
e Restriiksiyon bolgeleri
e Uzaklik matrisleri

® Gen frekanslar:
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e Kantitatif (Nicel) zellikler
°® Ayirici 6zellikler
® Agag ¢izimi, ortak karar (consensus) agaglari, aga¢ uzakliklar1 ve agag

islemleri

PHYLIP biiytik olasilikla en genis sekilde dagilmig filogeni paketidir. PAUP
ve MrBayes’ten sonra li¢lincii en ¢ok kullanilan filogenetik paketidir. PHYLIP 1980
yilmin Ekim ayindan beri kullammdadir ve 26000°nin iizerinde kayith kullanicist

vardir,
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2. MATERYAL METOD
2.1 Morfolojik Caliymalar
2.1.1 Arazi Cahsmasi

Calisma materyali olarak segilen Carlina L. 6rnekleri 2006-2010 yillan

arasinda bitkilerin vejetasyon dénemleri olan Haziran- Eyliil aylarinda toplanmigtir.

Oncelikle calismaya Prof.Dr. Bayram YILDIZ’in kisisel koleksiyonunda
bulunan 6rnekler tizerinde baglanmistir. Molekiiler ¢alismalar i¢in gerekli goriilen
taze Ornekler ve eksik olan Carlina taksonlarindan, cigeklenme donemlerinde
kolaylik olmas: i¢in dncelikle Flora of Turkey’de [47,48] belirtilen lokaliteler olmak
tizere farkll lokalitelerden Ornek toplanmistir. Molekiiler analizlerde kullamilmak
lizere ayrilan omeklerin silikajel iginde yaprak ve ¢igek kisimlan kurutulmustur.
Toplanan &rnekler bilinen herbaryum teknikleriyle numaralandirilip kurutulmus,
kartonlara yapistirilip etiketlenmistir.

Dis grup i¢in planlanan Atractylis cancellata ve Cardopatium corymbosum
omekleri ciceklenme donemleri takip edilerek toplanmistir,  Yapilan arazi
calismalar1 sirasinda dig grup Orneklerine ilave olarak Carthamus lanatus ve
Carthamus dentatus tirlerinin de hem herbaryum materyali olarak hem de molekiiler
analizler i¢in silikajel iginde 6rnekleri toplanmistir (Tablo 2.1). Taze bitki drnekleri
standart herbaryum materyali hazirlama yontemleriyle herbaryum materyali haline
getirilmistir. Bu &rneklerin hepsi calisma bittikten sonra Bahikesir Universitesi

herbaryumuna verilmistir.

Oncelikle yurt i¢i herbaryumlar (ISTE, ANK, GAZI, HUB, EGE, AEF)
ziyaret edilerek mevcut 6rnekler incelenmistir. Ayrica Viyana (W) ve Cenevre (G)
herbaryumlar1 Prof.Dr. Bayram YILDIZ ve Dog¢.Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan
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ziyaret edilerek bu herbaryumlarda bulunan Tiirkiye ve komsu tilkelerden toplanan

ornekler incelenmistir.

Tablo 2.1 D1 Grup Taksonlarin lokaliteleri

Takson Lokalite ve Herbaryum numarasi

Atractylis cancellata C1 Izmir; Stke-Bafa Golii Arasi, ritzgar enerjisi gevresi, 15.05.2010, kuzey
37288300 dogu 2721600, BY-BS 17138

Cardopatium corymbosum | B1 Akhisar: Saruhan arasi, 20km, 50m yol kenari, 15.05.2010, BY-BS 17137
Carthamus lanatus C1 [zmir: Ske-Bafa Golt Arast, 15.05.2010, BY-BS 17139

Carthamus dentatus A1(A) Canakkale: Ezine yol fizeri, 50-100m, 07.08.2009, BY-BS 17110

2.1.2 Morfolojik Calismalar

(Calisma materyali olarak belirlenen Carlina taksonlar1 arasinda morfolojik
farklihklan belirlemek igin incelemelere baslanmistir. Teshis anahtarina gore
teshisleri yapilan 6rneklerin, morfolojik karakterlerini daha iyi belirlemek igin,

aydinger kagitlarina ayirt edici dzelliklerini g6steren ¢izimleri yapilmistir.

Bu 9a11§méda dig morfolojik karakterlerdeki farklar belirlendikten sonra tiir
anahtar1 olusturulmugtur, Dig grup olarak belirlenen Atractylis, Cardopatium ve
Carthamus taksonlar ile gesitli aragtirmalar yapilmistir [73].  Yapilan molekiiler
calismalarda elde edilen veriler, morfolojik verilerle de birlestirilerek cinsin tiirleri ve

tiirlerin akrabalig1 ve filogenisi belirlenmistir.

Herbaryumda inceledigimiz Orneklere ve elde edilen literatiir verilerine

dayanarak anahtarlar olusturulmustur.
2.2 Molekiiler Sistematik Calismalar

Herbaryum materyali olarak elimizde bulunan ¢rneklerin belirtilen molekiiler
tekniklerle analizleri yapilmistir. Bu amagla arazide icinde silika jel bulunan kilitli
torbalar i¢inde kurutulan orneklerden; genomik DNA izolasyonu igin, bitkilerin
oncelikle tomurcuklari, bunun bulunamadifi durumlarda ise saglikli ve yesil

yapraklar kullanilmistir.
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2.2.1 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlamasi

Bu ¢alismada kullanilan pipet u¢lan, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, ¢dzeltiler,
cam malzemeler ve 1siya dayanikli diger malzemeler calismaya baslamadan Gnce

121°C’de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak sterilize edildi.

2.2.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

(Caligmada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich’ten temin
edilmistir. DNA izolasyonunda kullamilan kimyasallardan Tris, tire, izopropil alkol
ve EDTA Amresco’dan; borik asit, fenol-kloroform ve etanol Merck’ten temin
edilmistir. Yine DNA izolasyonunda kullanilan RNaz A ise Sigma Aldrich’ten
alinmigtir. PCR reaksiyonlarinda kullamilan dNTP mix, 10X tampon, Taqg DNA
polimeraz ve MgCl, kimyasallar1 ise Fermantas firmasindan almnustir. Jel
elektroforezinde kullamilan Agaroz Biomax’tan, etidyumbromid Applichem’den,
yikleme boyasi1 ve DNA biiyliklilk belirleyici Fermantas firmalarindan yerli
kuruluslar aracilifiyla temin edilmistir.

2.2.3 Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Orneklerin  hepsinde genomik DNA izolasyonlart Fenol-Kloroform-

Izoamilalkol metodu ile yapilmigtir. Bunun icin kullamlan kimyasallar ve cozeltiler

asagida verilmistir.

Cozelti Kompozisyonu:
Ekstraksiyon tamponu (1L)
Ure 33,6 gr
EDTA (pH: 8) 0,5M
Tris-HCI (pH:8) 1M
NaCl 5M
SDS %10

Fenol/Kloroform/Izoamil alkol 25 : 24 : 1
NaAc (pH:52) 3 M
Izopropil alkol %100
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TE (Tris— EDTA) 10 mM
RNaz A 10 mg / mL
Etanol (EtOH)

%70’1ik ve %100 litk

2.2.4 PCR Reaksiyonunda Kullanilan Kimyasallar

PCR reaksiyonlarinda kullamilan primerler Integrated DNA Technologies
(IDT A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez veya-
20°C buzdolabindan gikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12000 rpm’de santrifij
yapilarak kuru g¢okeltinin tiipiin dibinde toplanmasi saglandi ve 1 mL dH,O
igerisinde c¢oziilerek stok hazirland.
nmol/mL (5 uM) olacak sekilde sulandirildi.
Tablo 2.2°de; primerlerin DNA dizileri, erime sicakliklan (Tm) Tablo 2.4’de

verilmigtir.

Tablo 2.2 PCR’de (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullanilan Kimyasallar

Her bir primerin son konsantrasyonu 5

Kimyasal Adi Miktan | Konsantrasyon

dH,0 11.8 uL -

Tampon 2.5uL 10X
DMSO 2.5 pL -
1TS4 2.5 uL pmol / mL
ITS5A 2.5 uL pmol / mL
MgCl, 1.5 uL 25 mM
dNTP 0.4 pL 10 mM

Taq DNA Polimeraz | 0.3 pL 5 iinite

gDNA 1 pL

Toplam 25 pL
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2.2.5 Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari

Agaroz jel elektroforezinde 0.5X’lik TBE kullanilir. Bunun igin ise
hazirlanan 5X TBE seyreltilir. 5X TBE’nin hazirlanigt ve kullamilan kimyasallar
Tablo 2.3’deki gibidir. |

Tablo 2.3 5X TBE Tamponu Hazirlama

Tris - Base 54g
Borik Asit 215 g
0.5 MEDTA 20 mL
Saf su 1 L’ye tamamlanir

Chapman ve ark. Asteraceae familyas: i¢in uygun olabilecek primerlerle
yaptif1 calismada [100]; polimorfizm g@steren 10 tane genel amagl primer
belirlemigtir. Literatlirde siklikla kullanilan giivenilirligi kamtlanmis dizilerin
molekiiler isaretleyici olarak kullammiyla Carlina cinsinin Tirkiye’de yetigen

taksonlarmin filogenetik analizinin yapilmustir.

Yiiritiilen molekiiler ¢alismalar ITS ve t7nl-F dizilerinin tespiti seklindedir.
ITS dizileme igin ¢ekirdek genomuna ait olan ve ribozomal RNA’lar1 kodlayan ITS
(Internal Transcribed Spacer) bélgesinin tamami (ITS1+5.8S rRNA kodlayan
DNA-ITS2) kullamlmusgtr.

Yine bu analizleri desteklemek amaciyla kloroplast DNA (cpDNA) dizi
varyasyonlar1 kullamlmistir. Bu analizler i¢in trnl-F primerleri ile ¢alisilmasgtir.
Kullanilan primerler angiospermlerin intersfesifik akrabaliklarinin aydinlatilmasmda
siklikla kullanilirlar [87,101-110].

PCR reaksiyonlarmda kullanilan primerler Integrated DNA Technologies
( A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez veya -20 °C
buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12000 rpm’de satrifiij yapilarak
kuru ¢keltinin tiiptin dibinde toplanmasi saglandi ve 1 ml dH,O igerisinde ¢6ziilerek
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stok hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 50 mmol olacak sekilde

sulandirildi.
Tablo 2.4 PCR’de Kullanlan Primerler
Tm
Primer Niikleotid Dizisi (5°- 3°) Primer Dizaynim1 Yapan
Degeri

Kenneth J. Wurdack tarafindan (Alice M.
Stanford, 2000)[111]

Forward | ITS 5A TCCTCCGCTTATTGATATGC 49.9°C

Bruce G. Baldwin, 1992 - White et

Reverse | ITS4 | CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 52.1°C
al,,1990[111]

Forward | trnL-e GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 51 Taberlet et.al. 1991[87]
Reverse | troF-f ATTTGAACTGGTGACACGAG 51 Taberlet et.al. 1991[87)
2.3 Yintem

2.3.1 DNA Izolasyonu

Molekiiler ¢alisma yOntemleriyle oncelikle, Tiirkiye’deki Carlina
taksonlarinin i¢ grup olarak; Atractylis, Cardopatium ve Carthamus taksonlarimin dig
grup olarak Genomik DNA izolasyonlar: yapildi.

2.3.1.1 Fenol- Kloroform Izoamilalkol Protokolii

Genomik DNA izolasyonu igin Fenol-Kloroform-Izoamilalkol metodu
kullanild1 [112]. Bu metotta oncelikle taze yapraktan 0.120- 0.140 mg alinarak
havanda sivi azot ile toz haline getirildikten sonra ependorf tiipiintin yaklasik
200uLl’lik seviyesine gelecek kadar dolduruldu. Sivi azot ugtuktan sonra 600uL
izolasyon tamponu eklenerek 5dk. alt tist edilerek ¢oziildii. Uzerine 500 pL Fenol-
Kloroform-Izoamil alkol eklendi. 5dk alt iist edildi. 12000 rpm’de 5dk santrifiij
edildi. Ustteki stipernatant 500 pL’lik temiz bir tiipe aktarildi. Alttaki posa atildu.
Ustteki stipernatant hacminin %10°u kadar 3 pl. Sodyumasetat (pH:5,2) eklendi.
Ustiine 1 siipernatant hacmi kadar oda sicakliginda olan Izopropanol eklendi. Alt {ist
edilir. 12000 rpm’de 2dk. ¢oktiiriildi. Olusan pellete zarar vermeden siipernatant
atildi.  Olusan pellet iistine 500 pl. TE ( 10m p, ph:8) eklenerek pipetajla pellet
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tamamen ¢oziildii. Bu ¢ozelti igin 5 pL. RNazA (10mg/mlt) eklenerek alt {ist edildi,
pipetaj yapildi. 37°C’de 30dk inkiibe edilerek RNA’nin uzaklagsmas: saglandi.
Tekrar 50 pL NaAc eklenir ve alt iist edildi. 1000 pL %90°ik ETOH eklenerek alt
list edildi. Karigim -80°C’de 10dk. bekletilir (-20°C’de 30dk.) 13000 rpm’de 10dk.
santrifiij edildi, DNA’nin ¢6kmesi saglandi. Pellete zarar vermeden siipernatant
atildi. Kalan ¢okeltiye %70°lik EtOH’den 1000 pL. konularak pipetaj yapilarak
yikandi. 12000 rpm’de 2dk. santrifiij yapilir. Siipernatant atildi. Olusan ¢Skeltiden
EtOH tamamen uzaklastirildiktan sonra olusan genomik DNA ¢ozeltisi 50 pL TE (ya
da 200 pL saf su) eklenerek pipetajla ¢oziildii.

2.3.2 DNA Saflik ve Miktar Tayini

DNA, RNA, oligoniikleotidler ve hatta mononiikleotidler siv1 soliisyonlar
i¢inde, ultraviyole 15131n altinda sahip olduklar1 absorbsiyon A (optik yogunluk, OD)
tizerinden dogrudan &lgiilebilir. Ormek saf oldugunda (protein, fenol gibi
kontaminantlari ¢ok diiglik miktarlarda oldugunda), niikleotid bazlari tarafindan
absorbe olan ultraviyole radyasyonun miktart spektrofotometrik olarak basit ve dogru
bigimde &lgiilebilir. Kontaminantlarin varligi, oran hesaplamasi ile ayirt edilebilir.
Niikleik asitlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu A260°dwr. Proteinlerin
maksimum absorbans verdigi dalga boyu A280°dir. Karbonhidratlar, peptitler,
fenoller veya aromatik bilesikler gibi maddelerin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu ise A230°dur. A260/A280 oran niikleik asitlerin safli1 i¢in kullamlir. Bu oran
saf bir DNA icin 1.7-2 arasinda olmalidir. Calismada izole edilen DNA’lann saflifi
bu degerler arasinda gikmustir. |

Izole edilen gDNA’larm absorbans degerlerinin 6l¢iimii kuvars kiivetlerle
yapilmistir.  Oncelikle kiivetlerdeki bir kuyucuk kor (bos ornek) segilmistir ve
buraya sadece 200uL saf su konulmustur. Kiivetteki diger kuyucuklarin her birine
5pL DNA, 195uL saf su konmustur. Daha sonra DNA’nin spektrofotometrede A260
ve A280 degerleri olgiilmiistiir. Spektrometrik sonuclara gére ¢ift zincirli DNA
molekiiliintin miktar tayini ise, asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
Calismamizda formiildeki seyreltme katsayisi 40 olarak hesaplanmistir. 5pL DNA
ve 195pL su konulmustur, yani DNA 40 kat seyreltilmistir. =~ DNA’lann
spektrofotometrik Sl¢limii agagidaki formiille hesaplanmistir.
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DNA Konsantrasyonu(ng/ul) = Absorbans degeri (A260) x Seyreltme Katsayisi x S0ng/pl
2.3.3 PCR Analizleri

PCR i¢in belirlenen gerekli kimyasallar ve DNA &rnekleri buz iizerine
alinarak istenilen konsantrasyonda mix hazirlandi. Mixe en son enzim eklendi.
Izolasyonu yapilan &meklerden belirli konsantrasyonlarda alinan DNA &rnekleri
PCR tiiplerine alind1 ve lizerine mix ilave edildi. PCR tiipiine konulan &rneklerin
pipetajin yan sira mix ile daha iyi karismasi i¢in 1-2 sn santrifiijleme yapildi. Tiipler

sirastyla yerlestirildikten sonra uygun programda reaksiyon uygulandi.
2.3.3.1 Kullanilan PCR Programlar

Izole edilmis genomik DNA’larin ITS ve trnL-F bolgelerinin ¢ogaltilmasinda
kullamlan primerler yardimiyla, rDNA gen tekrarlar1 arasinda kalan ITS1, 5,8 S ve
ITS2 bolgeleri ve trn bdlgeleri PCR yoluyla cogaltilmistir.  DNA {izerinden bu
bélgelerin gogaltilmas: 200 ul’lik tiiplerde; 10X lik reaksiyon tamponundan 2.5 pL,
25mM MgCly’den 2.5uL, 10mM dNTP’den 0.4pL, 50pmol/pl’lik primerlerden
2.5pL, Taq DNA Polimeraz’dan 0.3pl, DMSO’dan 2.5puL, kalip DNA’dan 1pL,
dH,0’dan 11.8pl alinarak 25ul. son hacmine tamamlanmistir, PCR uygulamalarinda
olas1 bir kontaminasyonu engellemek i¢in her uygulamada, genomik DNA i¢ermeyen

negatif kontroller kullanilmustir.

ITS primerleri i¢in;
PCR ile Omeklerin hedef bolgelerin ¢ogaltilmas1 i¢in kullamilan PCR

Programu;

Thermocycler program basamaklari: 1. 5 dk 94 °C’de (denaturasyon)
2. 30594°C’de
3. 30 553 °C’de (kullamlan primerlerin Tm
degerlerine baghh olarak bu baglanma

sicaklif1 degistirilecektir)
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4. 45572°C’de (2.,3. ve 4. adimlar 40 defa
tekrarlanacak)
5. 10dk72°C’de

islem sonrasi 4 °C’de saklama seklindedir.

trnL-F primerleri igin;
PCR ile Orneklerin Hedef Bolgelerin Cogaltilmas: igin kullanilan PCR

Programu;

Thermocycler program basamaklari: 1. 5 dk. 94 °C’de (denaturasyon)

2. 45594°C’de

3. 455 51 °C’de (kullanilan primerlerin Tm
degerlerine bagli olarak bu baglanma
sicakligi degistirilecektir),

4. 2dk. 72 °C’de (2., 3. ve 4. adimlar 35 defa
tekrarlanacak) |

5.10dk 72 °C’de

islem sonrasi 4 °C’de saklama seklindedir.

2.3.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda olusan bantlarin gozlenmesi igin %0,8’lik agaroz jel
elektroforezi yapildi. Bunun igin 0,8 g agaroz tartildi ve 100 mL 0,5 X TBE
tamponu i¢inde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii. Kansm 50°C’ye
sogutularak igerisine 1 pL EtBr ilave edildi. Tampon, taraklari énceden yerlestirilmis
jel kasetine dokiildi ve polimerlesmesi igin 15 dk beklendi. Jel polimerlestikten
sonra kasetten taraklar cekilerek c¢ikartildi. Hazirlanan jel, elektroforez tankina
yerlestirilip fizeri kaplanincaya kadar 0.5X TBE tamponu ile dolduruldu.

3 pL PCR irtinti, 3 pl yiikleme boyast (6X DNA loading dye) ile boyand1 ve
kuyucuklara pipet yardimiyla yiiklendi. PCR irlinlinin  biiyiikligiini
belirleyebilmek amaciyla 5 pL. DNA biiyiikliik belirleyici (1 kb DNA ladder) bos bir
kuyucuga yiiklendi. Ornekler 100 voltta 40 dk yiiriitiildii. Daha sonra kullanilan jel,
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jel gorlntiileme cihazmna alindi. UV isif1 altinda bantlar gozlemlendi ve jel
goriintiileme cihazinin bilgisayar programi ve fotograf makinesi yardimiyla

fotograflan ¢ekilip veriler kaydedildi.

2.3.5 DNA Dizilerinin Belirlenmesi

PCR reaksiyonlar1 ve saflastirilmasi Balikesir Universitesi Temel Bilimler
Arastirma Merkezi (BUTAM) Biyoloji Laboratuvarlarinda, kalan dizin (sekanslama)
reaksiyonlar1 ve saflastirmasi da Balikesir Universitesinde Otomatik DNA
Dizinleyicisi olmadig1 igin hizmet alimu olarak bu hizmeti veren ticari kuruluslar

aracilifiyla (Refgen) yapildi.

Bu analiz sonuglarmin saglikli olmasi amaciyla gorsel olarak DNA
dizinlerinin dogrulugunun teker teker kontrol edilmesi gerekli olup molekiiler
sistematik caligmalarda uluslararasi alanda siklikla kullanilan Sequencher adli

profesyonel bilgisayar programi kullanildi.

2.3.6 DNA’mn Filogenetik ve Fenetik Analizi

Filogeni evrimsel secere (soy) iliskisidir. Tiir ve tiir tistli kategoriler jeolojik
donemlerde tiirlesme siirecleri ile olusur. Bir takson veya takson grubunun
filogenilerinin belirlenmesi igin; zamansal olarak (6nce-sonra) onlarin birbirleri ve
diger taksonlarla ortak ata temelinde durumlarinin ortaya konmasi gerekir. Yani
tiirlerin dogal sistemler olugturmas: igin secere (filogeni) iligkilerinin yansitilmasi
gerekir. Giiniimiiz metodlan ile secere iliskisi kesin ortaya konulamasa da evrimsel
sorunlarin incelenmesi ve gruplar arasi evrimsel iligkilerin gii¢lti hipotezlerle

desteklenmesi bu konudaki giivenilirligi arttirmaktadir. [113]
Fenetik g6zlemler ise taksonlar arasindaki benzerligi esas alir. Bu yolla dogal

siniflandirmayi olusturur. En fazla benzerligin ortak ataya sahip taksonlar arasinda
oldugunu kabul eder. [113]
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Belirlenen DNA dizinlerinin analiz igin uygun hale gelmesi igin hizalanmasi
gerekmektedir. Dizilerin hizalanmas: i¢in, ClustalW programi internetten iicretsiz
olarak kullamlabilmektedir [114]. Bu programlar yardimiyla simdiye kadar gerekli
dizi verileri elde edilen taksonlarin DNA dizileri hizalandi.

Daha sonra giiniimiizde diinya ¢apinda ¢ok yaygin olarak kullamlan PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.0b10 filogenetik analiz yaziliminin
uygun parametreleri kullanilarak elde edilen DNA dizilerinden asil veri olan

filogenetik agaclar olusturuldu [115].

Filogenetik analizin yapilmas: i¢in karakter temelli yontemlerden Maksimum
Parsimoni(=Tutumluluk) y6ntemi kullanildi. MP y6nteminin temel prensibi; tercih
edilen afac¢, acifa c¢ikmis olan evrimsel defigsmenin toplam miktarii en aza
indirgeyen agactir. Evrimin en kisa yolu izledigi kabul edilir. Bu analizde optimal
agaclarin olusturulmasinda kullamilan farkli metodlar tercih edilebilir. —MP
analizinde optimal afaglarin olusturulmasinda en etkili olan Heurstic search
kullamldi. Heuristic search en kisa agaci garanti etmez ama elde edilen sonuglar

giitvenilirdir [115].

ITS, trnlL-F ve morfoloji ile ilgili matriksler kullamlarak ayr1 ayr1 PAUP
analizi yapildi. Branch- and —Bound arastirma setinde, ideal kriter (optimality
criterion): Parsimony (MP), ek dizi (Addition sequence): furthest, coklu agaglar
(Multrees) secenedi etkili, bag (initial ‘MaxTrees’ setting) dizileme:100, Branches
collapsed (creating polytomies) if maksimum branch length was zero, topolojik
sinirlama uygulanmadi (topological constraints not enforced), aga¢ koksiiz

tanimland.

Bootstrap analizi [116] 1000 tekrarh olarak yapildi. Bu filogenetik analiz en
tutumlu agaglarin giivenirlik dereceleri istatiksel olarak da degerlendirilebilir.
Bootstrapping testi, belli bir agag tizerindeki dallardan hangilerinin digerlerine gore
daha iyi desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir. Bootstrapping testinde,
bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli ornekleme yoluyla yeni bir veri seti

olusturur.

53




Ayrica mesafe temelli (Distance) yontemlerden; UPGMA (=Unweighted Pair
Group Mean Aritmetic Average) aritmetik ortalama kullanarak yapilan agirlikh
olmayan ¢ift grup yontemi ile komsu birlestirme ydntemini i¢ceren NJ (= Neighbour
Joining) metotlar: kullanildi. Bu y&ntemler ile fenetik analizler yapildi.
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3. BULGULAR
3.1 Morfolojik Bulgular
3.1.1 Carlina L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Cok willik, iki wyillik veya tek yillik bitkilerdir, nadiren bodur ¢ali
formundadirlar. Bitkiler rozet yaprakli, yapraklar1 alternat, disli, pinnat loblu veya
pinnat pargali. Kapitulumlar homogam; diskoid, involukrum g¢an geklinde ya da +
kiiresel; distaki fillariler yapraksi, 1-2 pinnatifit (nadiren pinnatisekt), dikenli,
ortadakiler linear-lanseolat, dik, ¢iceklerden ¢ok uzun degil; ictekiler linear, zarsi,
sar1, saman rengi ya da kirmizimsi, 1gmnsal siralanmus, ¢igeklerden ¢ok uzun. Cigek
tablasinda (reseptakulum) her bir ¢igegi saran zarsi ya da kikirdagims: ¢ok parcali
palea var, palealar reseptakulumdan derin bal petegi seklinde ¢ikar. Cigek rengi sar
nadiren koyu pembe. Akenler yuvarlak, basik tiiylii. Papus plumoz, kirli beyaz,
tabanda birlegik ve dallanmus. |

3.1.2 Tiir Ayirim Anahtar:

1- Bodur kubbemsi ¢alilar 1. tragacanthifolia
1- Tek yillik, ikiyillik ya da cok yillik bitkiler
2- Tek yillik bitkiler, i¢teki fillariler pembe ya da glimiisi pembe 6. lanata

2- Iki ya da gokyillik bitkiler, icteki fillariler parlak sar ya da saman sarisi
3- Yar rozetsi ikiyillik, genellikle tabanda dallanmamus; dig fillariler i¢
fillarilerden belirgin olarak uzun degil
4- Yapraklar, uzun bazal yapraklardan orta gévde yapraklarina dogru aniden
kisalir; iist gévde yapraklan ovat-lanseolat, ug lob, {ist loblardan sonra aniden
daralir, aken ovat-oblong,1.5-2 mm, seyrek tiiylii 7. vulgaris
4- Yapraklar, uzun bazal yapraklardan orta gévde yapraklarina dogru dereceli
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kisalir; ist gbvde yapraklari dar lanseolatdan ovat-lanseolata kadar, diizenli ve

dikenli, tabanda kisa dikenli loblu, ug¢ lobu kademeli daralur.

5- Govde yapraklar uzun, diiz, lineer-lanseolat, digler diizenli, dikenler zayif,
tist yapraklar (3-)4-6(-7) cm; dig fillariler sik oriimeek ags1 tiiylii, igtekilere
esit 9. biebersteinii

5- Govde yapraklar1 kisa, undulat, ovat-lanseolat, dikenler kuvvetli, {ist

yapraklar 2.5-3.5 cm, dis fillariler seyrek 6riimeek ags: tiiylil, ictekilerden kisa

8. intermedia
3- Cok willik bitkiler, tabanda genellikle dallanmus; dig fillariler igtekilerden
belirgin olarak uzun
6- Tabanda ¢ok sayida kalici roset yaprakli; i¢ fillariler saman rengi, tiim bitki sik
- Oriimcek ags1 tiiylil

7- Biitiin yapraklar lineer-lanseolat, dikenler kuvvetli, 10 mm’ye kadar, gévde

yapraklan kiiglik kulakeikli 4, oligocephala
7- Biitlin yapraklar ovat-oblong, dikenler zay1f, 1-2 mm, gévde yapraklan biiyiik
kulakeikls 10. Carlina sp. (BY16509)

6- Govde kalici roset yaprakli degil; i¢ fillariler parlak sari, bitki tilystiz ya da
seyrek oriincek agsi tiiyli
8- Yapraklar pinnatisekt; alt yapraklar orta damara kadar béliinmiis, kapitulum
(2-)2.5-3.5(-4.5) cm genislikte, dis fillarilerin tabam belirgin olarak siskin
5. involucrata subsp. libanotica
8- Yapraklar pinnatifit; alt yapraklar en fazla 2/3’ne kadar b6liinmiis,
kapitulum (1.2-)1.3-1.5(-2) cm genislikte; dis fillarilerin tabaninda kalinlasma
belirgin degil
9- Govde seyrek yaprakly; list gévde yapraklan ovat-lanseolat, boyu eninin 4-
4.5 kati1 kadar, u¢ dikeni 1-1.4(-2) cm; dig fillariler (1.4-)1.9-4.8(-5.6)cm,
lineer-lanseolat, u¢ dikeni (0.7-)1.2(-2.5) em 2. corymbosa
9- Govde sik yaprakly; iist govde yapraklari lineer-lanseolat, boyu eninin 5-5.5
kat1 kadar, u¢ dikeni 1.5-2.2(-3) cm; dis fillariler (3-)4-5(-6) cm, oblong-
lanseolat, u¢ dikeni (1.5-)1.8-2.4(-3.1) cm 3.graeca
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3.1.3 Tiirlerin Betimleri ve Yayihs Alanlan

3.1.3.1 C. traganthifolia Klatt in Leopoldina 20:94 (1884). Es Adu:
Atractylis conformis Barbey & Major in Stefani, Major & Barbey, Karpathos 115, t.8
(1885); Carlina conformis (Barbey & Major) P.H.Davis in Notes R.B.G. Edinb.
21:127 (1953). Ic: Measul & Kiéstner, po. Cit. T. 2b (1972).

Bodur kubbemsi galilar, 20-30cm, kalici, beyaz-kegemsi tiiylil. Goévde ve
dallar mevsimsel olarak diizenli degisen kiigiik, genis, kii¢iik disli yaprake¢ikli ve sert,
uzun dikenli brakteye benzer yaprakli. Kapitulumlar (1.2-)1.5(-2.2) cm genislikte.
Dis fillariler 1- pinnatisekt, uzun, sert dikenli, i¢ ylizeyi beyazimsi saman
rengindedir. | '

Ciceklenme zamani : Temmuz- Eyliil

Yetisme ortami :Kayalik yamagclar, 30- 400m

Tip 6rnegi : [Islands] Rhodus, von Berg (B).

Tiirkiye’deki yayihsi :Islands. Is: Samos, Fors.- Maj. obs.;Kalimnos,
Runemark; Nisiros, Papatsou 478; Tilos, Ade; Rodhos, Rech. 1503.

Genel yayihisi: Ege Adalari, dogu Akdeniz elementi, of isolated taxonomic
position.

Notlar: Bu tiir sadece Ege Adalarinda bulundugu igin érnek bulmak miimkiin
olmamugstir. Tiirkiye Florasi’'nda yer aldig1 sekliyle calismaya dahil edilmistir.
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3.1.3.2 C. corymbosa L., Sp. Ol. 828 no 3 (1753). Es Adw: C. corymbosa L. rothii
Boiss., Fl. Or. 3:449 (1875); C. rothii (Boiss.) Hal., Consp. Fl. Graec. 2:98 (1902).
Ic: Fiori, Ic. F1. Ital. F. 3694 (1904). ( Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3)

Cok yillik bitkiler, kokler odunlu, dallanmig. Govde (22-)30-45(-60) cm, dik
ya da yatik-dik, basit ya da iist kisimda dallanmus, taban yapraklari yok ya da az,
varsa lanseolat, 1/2’sine kadar bSliinmiiy. Yapraklar derimsi, parlak, kulakeikls,
tiiysliz, sadece orta damarlar 6riincek agsi-tiiylii, 4-6 loblu, loblar lineer, dikenler 1-2
mm zayif; orta gévde yapraklart oblong-lanseolat, 1/2’sine kadar béliinmiis; {ist
yapraklar eliptikden triangular-eliptige dogru, 1/3’ine kadar bdliinmiis, boyu eninin
4-45 kati kadar, loblar genis, 4(-5) cift, u¢ dikenler kuvvetli, 1-1.4(-2) cm.
Kapitulumlar ters konikten genis ters konige kadar, tabanda kismen kalinlagmus, (0.7-
) 1.2-2 (-2.5) cm genislikte. Dig fillariler lineer-lanseolat, (1.4-)1.9-4.8(-5.6) cm, ug
dikeni (0.7-)1.2(-2.5) cm, parlak sari, i¢ fillarilerden uzun; i¢ fillariler u¢ dikeni dahil
(1.4-)1.9-4.8(-5.6) cm, parlak sari, Korolla 10-12 mm, anterler korolladan disari
¢ikmusg, anterler 10-21 mm; flament 2 mm tiiylii. Papus 10-11mm. Aken 1.5 mm, sik
beyaz tiiyliL

Ciceklenme zamani: Temmuz- Eyliil

Yetisme ortamu: Pinus brutia ormanlari, Quercus infectoria ¢aliliklari, kuru
tepe ve otlaklar, 10-1450 m

Tip Ornegi: [talya’dan tamimlanmistir (Hb. Linn. 970/4).

Tiirkiye’deki yayihsi: A1(E) Kirklareli: Kirklareli-Demirkdy- igneada
arasi, 500m, 29.10.1974, ISTE 31191! A1(A) Canakkale: Nagram.yakmlan, Sint.
1883:1003, Gc’jkgeada: Marmara burnu dolaylari, 40m, 30.7.1975, Se¢men, Leblebici,
EGE 200261! Balikesir: Marmara Adasi, nahiye merkezi, Cmarlikdy arasmndaki
ekilmis alan, 20m, 28.10.1977, E. Tuzlaci ISTE 38796! Marmara Adasi, Biiylik
cayir, 450m, 12.7.1978, E. Tuzlac: ISTE 40306. A2(E) Istanbul: Aydos, 27.7.1950,
A. Baytop, A. Berk, T. Baytop ISTE 4079! Kayisdag: etegi, 23.7.1950, J Areues
(Paris) T. Baytop, 4.Berk, ISTE 4070! Kilyos, tarla i¢i, 10.10.1970, 4. Baytop ISTE
18549! Kilyos, 3.9.1952, T. Baytop ISTE 2991! Kiiciikcekmece-Biiylikcekmece, 50-
100m, D. 39239, Istanbul- Cendere- Kemerburgaz yolu, Cendere ilerisi bog arazi,
1.6.1993, N.Ozhatay&E. Ozhatay ISTE 69893! A2(A) Istanbul: Beykoz, Beykoz
Konaklari, 100m, maki, 9.6.1999, H. Sagban HUB 3385! Bahgesehir, kuzey
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yamaglari, 50-80m, 10.9.1997, O. Kiiciiker, M. Yazgen ISTF 37180!, izmit: kuru
giiney yamaglar, 10m, 6.8.1957, D. 32914 (W!) Tekirdag: Tekirdag- Saray,
Giingérmez Koy, mezarlik arkasi, Quercus alti, 22.7.1977, A. Baytop& E. Tuzlaci
ISTE 38098! Bursa: Uludag yolu, 400m, Yiddiz&Arabac: (BY 16583)! Bursa:
Uludag, Rech. 15395(W!) Uludag- Sogukpinar, 8.1948, M. Basarman ISTF 8416!
Cekirge-Uludag, 27.10.1944, M. Bagsarman ISTF 5014! Istanbul: Istanbul- Beykoz-
Polenezkdy, 9.1943, M. Basarman ISTF 2609! Beykoz- Polenezkdy, 9.1943, M.
Basarman ISTF 2610!, Istanbul- Maltepe, Siireyya Pasa Hastanesi Ormam,
24.8.1995, M. Keskin ISTE 77223! A4 Cankari: Eldivan Dag1 — Yayla cay deresi,
1450m, Czeczort 853, A7 Giresun: Alucra 2km batist yol kenari, Yildiz, 1700m
(BY16384)! B1 Bahkesir: Burhaniye- Oren, Giiney Sgretmenler mahallesi, kuzey
dogusu, 30.8.1977, S. Kug ISTF 31037! Ayvalik- Seytan Sofrasi, 25.8.1980,
A.A.Merigli ISTE 45839! Ayvalik- Balik Adasi, 75m, 30.10.1996, K. Alpinar ISTE
73039! Ayvalik- Sammsakli Yarmadas: giineyi, ilkkursun, d.s., 25.10.1995, K.
Alpmar ISTE 68648!, Ayvalik- Sarimsakli Yarimadasi giineyi, ilkkursun, d.s.,
4.9.1997, K. Alpinar ISTE 74436! Kazda@, 2010, Dirmenci 3739! izmir, Camalt1
tuzlasi, Ug tepeler, 16.8.1994, N.Geyikei EGE 37594! Cesme- Dalyankdy, deniz
kenari, 7.8.1985, C. Yiumazer EGE 28573! Aydimn: Stke- Doganlar Koyii, Dilek
yarimadast Milli parki 5.km, Yildiz, (BY 16476)! Stke- Doganlar Koyii, 50m, Yildiz
(BY 16503)! B2 Denizli: Denizli- Civril, Demircikdyiin batisi, step, 1200-1350 m,
3.7.1984, Z. Aytag GAZI 1513! B4 Ankara: Ankara, vii 1939, Kasapligil, C1
Mugla: Mughla (Caria) near Afla on Sandras Dagh.,backs in Pinus brutia forest,
25.July.1947, Davis.1358 (W!) Détga, Khan et al. 81, Akgabiik- Akyarlar, deniz
kenan kayalik yamag, 29.8.1992, B.Kus ISTF 36058! Datca, Vdem'z kiyis1 yamaglar,

- 5 m, 4.7.1983, ISTE 51566! Kéycegiz, Sancibeli, yol kenari, metamorfik, 50m,

A.Giiner M.Vural, GAZI 10154!, Ortaca, Dalyan, Eskikéy, 20m, su kanali ici ve
kenari, 15.7.1991, 4. Giiner (9635) HUB 31133! C2 Afyon: Dazkiri- Cardak arasi,
10km, 820m, 7.10.1980, A. Baytop ISTE 45885! Denizli: Denizli yakinlan, M.& D.
Zohary 3497, Babadag, Baskuru Kéyii, P. brutia ormam, 850 m, 2.9.1996, S. Oluk,
EGE 34700! Civril, Belence Koyii, 1000 m, 24.9.1984, Gemici, EGE 25966 ! C3
Antalya: Karg: ¢ay Durbanas arasi, Derince deresi, D. 14416.

Genel yayihsi: Ege adalar1, dogu Akdeniz elementi
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Sekil 3.1 Carlina corymbosa L.’mn Tiirkiye’deki Yayilis:

Notlar: C. corymbosa, diken uzunlugu, yapraklarin parcalanma derecesi, dis
fillarilerin uzunlugu bakimindan gesitlilik gosterir. Genellikle dis fillariler uzundur.
Bazen i¢ fillarilere esittir (ISTE 69983). Carlina cinsinin Tirkiye tiirlerinden C. '
graeca ve C. involucrata’ya yakindir. Govde uglarinda 5-6 kapitulumun olmasi, iist
yapraklarin kiigiik (2-3 mm) loblu, loblar hari¢ 2-3 x 1 cm ve dikenlerinin zayif
olmasiyla C. graeca ile C. involucrata’dan ayrilir. ISTE 74436 numarali 6rnek

yapraklarin iki yiizde de sik tiiyli olmasi ile diger 6rneklerden farklidir,
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Sekil 3.2 Carlina corymbosa L.’nin Tip Ornegi [117]
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Sekil 3.3 Carlina corymbosa L.’nin Genel Goriiniimii. (A-B tist govde yapraklari, C
orta gdvde yapragi, D-E alt gévde yapraklaridir. Olgekler 2cm’yi gostermektedir)
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3.1.3.3 C. graeca Heldr. & Sart. In Heldr., Herb. Graec. Norm., no. 423 (c. 1855).
Es Adi: C. corymbosa sensu Sm. in Sibth. & Sm., Prodr. Fl. Graec. 2:158 (1816),
non L. (1753); C. corymbosa L. graeca (Heldr. & Sart.) Boiss., Gl. Or. 3:449 (1875);
C. corymbosa L. graeca (Heldr. & Sart.) Rech. Fil. In gl. Aeg. 644 (1943).

(Sekil 3.3, Sekil 3.4)

Odunlu ¢ok y1llik, genellikle tabanda dallanmis. Gévde (20-)25-30(-40)cm +
yatik-dik, genellikle iistte ¢ok dallanmis, 8-12 kapitulumlu. Yapraklar derimsi,
kulakeikli, ériimeek ags: titylti orta damar harig tiiysiiz, 1/2’sine kadar boliinmiis,
loblar uzun akiiminat, dikenler zayif, 1-2 mm; alt gévde yapraklar lanseolat; orta
gbvde yapraklar oblong-lanseolat; iist gévde yapraklari dar oblong-elliptik, boyu
eninin 5-5.5 kat1 kadar. 4-6 ¢ift segmentli, ug dikenleri 1.5-2 cm. Kapitulmlar (1.2-
}1.3-1.5(-1.8) cm genislikte. Dag fillariler oblong-lanseolat, (1.5-)1.8-2.4(-3.1) em’lik
ug dikenleri dahil (3-)4-5(-6)cm, tabanda kismen kalinlagmus, i¢ fillarilerden gok
uzun; i¢ fillariler sar1. Korolla 10-14 mm; anterler 12-13 mm saman rengi,
flamentler 2 mm. Papus 14-15 mm, kirli beyaz. Aken 4-5 mm sik beyaz tiiyli.

Ciceklenme zamam: Temmuz-Eyliil

Yetisme ortami: Kuru bayirlar, kayalik otlaklar, 300-1000m

Tip 6rnegi: Sibth. & Sm., Fl. Graeca 9: t. 837 (1837), muhtemelen OXF.

Tiirkiye’deki yayihsi: A1(E) Canakkale: Kilia, Unger 557, Canakkale:
Gelibolu, Gineyli-Ahmetli arasi, 20m, Yildiz (BY.16598)! Gokgeada, 0-10 m, Yildiz,
(BY16987)! Edirne: Edirne- Enez, iU Sosyal Tesisleri kumsal, 1.8.1995, K. Alpnar
ISTE 68347! B1 Balikesir: Balya- Yenice arasi, 400m, Yildiz- Dirmenci,
(BY16494)! Balikesir: Bayramic- Yenice arasi, 350 m, Yildiz. Dirmenci, (BY16502)!

Genel yayilis: Ege adalar, Dogu Akdeniz elementi.
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Sekil 3.4 Carlina graeca Heldr. & Sart.’min Tiirkiye’deki yayilist

Notlar: Tirkiye’de yayilist simirh olan Carlina greaca, C. corymbosa ve C.
involucrata’ya yakin bir tiirdiir. Ancak daha sik yaprakli, tist govde yapraklari en az
1/2’sine kadar boliinmils olmasi, yapraklarin eninin, loblar hari¢ 5-7 mm olmasi,

govde uglarinda gok dallanmus, 8-12 kiiciik kapitulali olmasi ile bu tiirlerden ayrilir.
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Sekil 3.5 Carlina graeca Heldr. & Sart’nin genel goriiniimii (A-B alt govde
yapraklari, C-D orta gévde yapraklari, E-F iist gévde yapraklanidir. Olgekler 2em’yi

gostermektedir) i
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3.1.3.4 C. oligocephala Boiss. & Kotschy in Boiss., Diagn. Ser. 2(3):51(1856).

Cok yillik otsu, odunlu tabandan dallanmis, beyaz, sik Sriimcek ags: ya da
kecemsi tiiylii. Govde (15-) 20- 35(-50) cm, dik ya da yatik-dik, liste dallanma az,
rozet yapraklar kalict. Gévde yapraklari her iki yiizde beyaz kegemsi tilyld, aya (0.5-
)1-2(-1.5) cm genislikte, ug¢ dikenleri uzun, 3 -5 mm, tabanda dar; alt ve orta gbvde
yapraklar1 oblong-lanseolat, iist govde yapraklar lanseolattan eliptife kadar.
Kapitulumlar genis ya da dar, ters konik, (1.4-)1-1.6(-2) cm genislikte. Dis fillariler
(1.8-)2.5-2(-2.5) cm, orta kisimlarda kegemsi titylii; ic fillarileri saman rengi. Korolla
14-20 mm; anterler 9-11mm, saman rengi, korolladan disar1 ¢ikmis; flament 2 mm,
tiiysiiz. Papus 12-20 mm. Aken 4-6 mm, beyaz, sik, basik tiiyld.

Ciceklenme zamani: Temmuz-Eyliil

Yetisme ortamu: Pinus nigra, Quercus libani ve Q. aegilops ormanlari, dag

yamaglari, stepler, 100-2000m.

1. Bitki kegemsi tiiylii, yaprak ayasi 0.8-1.5 mm genislikte, dikenler zayif

subsp. oligocephala
2. Bitki seyrek oriimcek agsi tiiylii, yaprak yasi 0.5-0.6 cm geniglikte, dikenler
kuvvetli subsp. pallescens

Subsp. oligocephala Es Adi: C. oligocephala Boiss. & Kotschy var. microcephala
Boiss., F1. Or. 3:450 (1875), C. foliosa Boiss., loc. cit.(1875) ( Sekil 3.6, Sekil 3.7,
Sekil 3.8).

Tip 6rnegi: [Turkey C5 I¢el] Gusguta Tauri Cilicici, 1675m, 1854, Kotschy
281.

Tiirkiye’deki yayiisi: Kuzey, Giiney & I¢ Anadolu. A3 Bolu: Abant Golii-
Mudurnu Arasi, 7 km, giliney batisi, 24.8.1973, 900 m, F.Holtz, P. Hamel EGE
23356! Karabiik- Safranbolu arasi, 400 m, Yildiz & Dirmenci, (BY16545)! A4
Kastamonu: Kastamonu’nun batisi, 800 m, D. 38753,Kirikkale: Kogubaba Kasabas,
mese orman i¢i, 1250 m, 10.8.1989, 4.4.Donmez (1473) HUB 31131! Ankara:
Elmadag- Yesildere Koyii iistii, Idris Dagi, 1200-1400 m, 8.9.1988, M. Koyuncu
7773, AEF 16562! Giidiil ilgesi, Kirmir ¢ay1 vadisi, Inénit magaralar civari,
aglomera, kayalik, 780 m, 11.8.01, B. Tartkanya HUB 1311! A5 Amasya: Amasya,
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1500 m, Bornm. 1889: 1484, Direkli K&yii, Bayeyn mevkii, 700 m, dag eteklerindeki
taghik vadi, 7.8.1987, S.Peker GAZI 1684! A6 Sivas: Yildiz Dagi, Cir¢ir, 1400 m,
Tobey 2344, A7 Giimiishane: Bayburt — Glimiishane arasi, 1800 m, Furse 4099, A7,
Infra Giimiishane, 1000 m, 18.8.1956, K.H.Rehinger 37712(W!) Aktas Tepe, orman
acikligi, 1500-1700 m, 14.9.1995, Cremca 16695, EGE 26903! B2 Denizli:
Demircikéy, Tatarcik mahallesi, kuzey batisi, step, 1350 m, 21.8.1984, Z Aytac
GAZI 1655! B3 Kiitahya: Gediz — Saphane Dag1, 1100- 1300 m, D. 18466. Konya:
Sultandaglari- Cankurtaran tstleri, Gﬁkbayir Tepe, 1800 m, 29.9.1976, G. Dokmeci
ISTE 36064! B4 Ankara: Kecioren'nin kuzeyi viii 1906, Fréres E.C.,
Kizilcahamam: Soguklu Milli Parki, 13.9.1966, Leblebici & Ersoy, EGE 6332! BS
Kayseri: Kayseri yakinlari, 1100m, Bal., B5; Géreme, 1200 m, 26.8.1977, F. Sorger
77-68-12(W!), Alidag, 30.7.1942, 4. Heilbronn & M. Basarman ISTF 981!
Nevsehir: Nevsehir- Zelve arasi, 1130 m, volkanik tiif vadisi, 8.8.1989, M. Vural &
O.Eyiiboglu, GAZI 5479! Zelve Dag, volkanik tiif vadi, erozyon yamag, 1250 m,
18.10.1989, M.Vural&U. Kol GAZI 5592! B6 Malatya: 40 km Malatya’nin batis,
M. & D. Zohary 28112, Darende yolu, 65 km, 1450 m, 17.8.1984, Se¢men-Gemici
EGE 28442! Kahramanmaras: Maras 16 km. Goksun, Pinus pall. Wald 1330 m,
31.8.1977, F.Sorger, 77-79-3(W!) Sivas: Gok Pmar 1600 m, 7.9.1977, F.Sorger 77-
1(W!) Kayseri: Sanz, Keklikoluk Koyii, Isik Dagi (Binboga), step, 200-2300 m,
11.9.1991, H Duman GAZI 3900! B7 Erzincan: Erzincan — Refahiye, 1400 m, 1957,
K.H:Rechinger,15153(W!) Yaylabas Koyii, Kazankaya Daf, 1200-2000 m,
6.8.1980, S. Yildirimli (3797) HUB 31136! Sivas: Yama Daglar1, 1700 m, 1.8.1976,
F.Sorger, 76-13-13(W!) Tunceli: E. Ovacik, 15-25 km ENE linkes Seitental des
Muzurfl 1700 m, 19.7.1982, F. Sorger, 82-128-6(W!) Elazm3: Malatya arasi,
Elazig’dan 20 km sonra, step, 1.9.1954, D. 24804 AEF 7797! Goksun, Berit Dag,
Cavdar gedigi, dag stepi, 1800-2000 m, 11.9.1981, B. Yildiz (3365) HUB 31135! B9
Bitlis: Karz Dagi, 1900 m, D. 24553, C2 Mugla: Fethiye- Kayakdy arasi, 9.8.1981,
N. Saracoglu& A. Merigli ISTE 47521! C3 Antalya: Kargi ¢ayr — Beydam arasi,
1200 m, D. 14262, C4 Konya: Karadag — Karanci deresi, 2000 m, D.14627,
Ermenek- Yellibel, acik taslik yerler, 1700 m, 10.8.1979, M.Vural GAZI 1946!
Ermenek, Goktepe kasabasi, Dumlugéze (Muz vadisi) Koyii, 900-1200 m,
13.9.1983, H. Siimbiil (2455) HUB 31132! Ermenek, Kazanci Kasabasi civari, 700-
1100m, 14.10.1983, H Simbdil (2611) HUB 31139! Hadim-Beyreli yolu, 1-2km,
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step, 1800m, 1.8.2008, Yildiz 16839!Antalya: Giindogmus- Yelek Dagi arasi, Bey
cukuru, taslik kayalik yer, 1430 m, 5.8.1980, E. Tuzlac:, B. Cubukcu, A. Mericli
ISTE 45682! Isparta: Sarkikaraaga¢- Kizildag Milli Parki, Kiyakdede Dagi-Goztepe
Dag arasi, 1200-1300 m, 23.7.1994, B.Mutlu (999) HUB 31132! C5 Adana: Giilek,
Ciftlik’in 2km batis1i, 800 m, D. 16424, Konya: Eregli- Aydos Dagi, Delimahmutlu-
Calallar arast, mese ormant, kalkerli yamag, 1700m, 29.8.1977, S. Erik (2688) HUB
31137! icel: Analankdy- Tirtal Kéyii arasi, 7.8.1980, 1580 m, E. Tuzlaci, G. Saryar,
A. Meri¢li ISTE 45707! C6 Kahramanmaras: Engicek Daginin kuzeyi, yiiksek dag
stepleri, 2100-2200 m, 29.8.1987, H.Duman, GAZI 3784!, Siileymancik, Ilicak-
Zorkun arasi, 1500 m, 8.9.1981, B. Yildiz (3264) HUB 31130! Ahir Dagi, Tekeyatag
Baglan, step, 1350-1500 m, 2.3.1994, H.Duman& Z. Aytag (4262) HUB 31129!
Goksun, Kinikkoz Koéyiinin dogusu, 1500 m, 21.8.1972, B.Yildiz (1481) HUB
31138! Adiyaman: Atatiirk Baraji, 700 m, 13.7.1996, N. Adigiizel GAZI1 2740! C9
Siirt: Halakur dagi, Cizre’nin kuzeyi, 1500 m, Nabelek 3722.
Genel yayilisi: Liibnan
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Sekil 3.6 Carlina oligocephala Boiss. & Kotschy subsp. oligocephala 'nin
Tirkiye’deki yayilist
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Sekil 3.7 Carlina oligocephala Boiss. & Kotschy subsp. oligocephala’min genel
goriintimil (A rozet yaprak, B alt gévde yapragi, C orta gévde yapragi, D {ist govde
yapragidir, Olgekler 2cm’yi géstermektedir)
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subsp. pallescens (Wettst.) Meusel & Kiistner in Notes R.B.G. Edinb. 33:429
(1975). Es Adr: C. pallescens Wettst. In Sitz.-Ber. Akad. Wiss. Wien 98:371,t. 3 f.
1-8 (1890) ( Sekil 3.7)

Go6vde yapraklarmin ayasi, sert dikenli ve orta damarina kadar parcalanmuis.
Dikenler set, 2-2.5 cm. Korolla 14-16 mm, anterlerle aym boyda, saman rengi, papus
12-14 mm, aken 4-6mm sik beyaz tiiyli

Ciceklenme zamani: Temmuz- Eyliil

Yetisme ortami: Pinus nigra, Quercus libani ve Q. aegilops ormanlan, dag
yamaglari, stepler, 100-2000 m

Tip érnegi: [Turkey C3 Antalya] am Wege von Termessus nach Giilik Han,
1885, Heider (W!).

Tiirkiye’deki yayihsi: Giiney bati Anadolu.B2 Denizli: Demircikoy,
Tatarcik mahallesinin kuzey batisi, step, 1350 m, 21.8.1984, Z Aytag, GAZI 1655!
C2 Mugla: Baba Dag — Ovacik arasi, Akbel yaylasi, 1070m, D. 13695

Genel yayilisi: Endemik. Dogu Akdeniz elementi.
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Sekil 3.8 Carlina oligocephala Boiss. & Kotschy subsp. pallescens (Wettst.)
Meusel & Késtner

Notlar: C. oligocephala Tirkiye’de en yaygimn tlirdlir. Yaygin olmasina

karsin ayirt edilmesi ve taninmasi kolaydir. Ulkemizde yetisen tiim tiirlerden
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kolaylikla ayirt edilebilir, Tiim bitki kegemsi driimcek ags: tiiyliidiir. Tabanda sik
kalic1 rozet yapraklar mevcuttur. G6vde yapraklar: sekil ve biiyiiklik olarak benzer,
kapitulum ¢an geklindedir. Dig fillariler igtekilerden uzun ve i¢ fillarilerin saman

rengi olmastyla diger tiirlerden farklidir.

Tiirlin Antalya, Mugla ve Denizli yorelerinde bulunan popiilasyonlarinda
bireyler daha kulak¢il karakterlidir. Yapraklar daha derimsi ve kuvvetli-uzun
dikenlidir. Bu &zellikleri ile C. corymbosa’ya yaklagmaktadir. Bu nedenle ayr bir
alttiir olarak kalmas: uygundur.

3.1.3.5 C. involucrata subsp. Poiret libanotica (Boiss.) Meusel & Kiistner in Notes
R.B.G. Edinb. 33:429 (1975). Es Adw: C. libanotica Boiss. Diagn. Ser. 1(10):95
(1849), C. corymbosa L. var. libanotica (Boiss.) Boiss., F1. Or. 3:450 (1875), C.
pallescens Wettst. In Sitz.-Ber. Akad. Wiss. Wien 98:371, t. 3 f. 1-8 (1890) (Sekil
3.9, Sekil 3.10) |

Cok yillik, odunlu tabandan dallanmig. Gévde (29-)33-45(-72) cm, dik, sert,
dallanmamis, bazen uglarda 1-2 kapitulumlu. Tabanda birkag bazal yaprakli, bazal
yapraklarin alt ve {ist yiizeyi tiiysiiz; gévde alt yapraklar oblong-lanseolat; gdvde
orta yapraklari oblong-eliptikten eliptige kadar, govde Ust yapraklan sik tiiylii
genellikle triangular, boyu eninin 4.5-6’s1 kadar, dikenlil-4 mm, sert. Kapitulumlar
genis terskonikten konige kadar, (2-)2.5-3.5(-4.0) cm genislikte. Dis fillariler
lanseolatdan lineer-lanseolata kadar, tabanda belirgin klavatli, (3.9-)4.5-5.5(-6.5) cm,
i¢ fillarilerden uzun; i¢ fillariler parlak sari. Korolla 12-14 mm; anterlerler korollaya
esit, saman rengi. Papus 12-14 mm. Aken 4-5 mm, flamentler seyrek beyaz tiiylil.

Ciceklenme zamam:: Temmuz-AZustos

Yetisme ortami: Kuru otlaklar, kayalik baywrlar, P. brutia orman agikligi,
400-2000m

Lektotip: [Liibnan]in regione intermedia Libani circa Deir el Kammar, vii
1846, Boissier (G!).

Tiirkiye’deki yayilisi: Giiney Anadolu (Amanus, Anti- Taurus). C3
Antalya: Konyaalt;, kumul, 10m, 4.9.1980, N. Ozhatay, E. Tuzlaci, B. Cubukcu, A.
Mericli ISTE 45666a!l, C3 Antalya: Antalya- Termessus Milli parks,
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Yildiz,(BY17083)! C4 Konya: Ermenek- Gilner yolu, 3-4 m, tarla, 1100m,
20.7.1983, M. Koyuncu 6667, AEF 11728. Icel: Mut- Ermenek yolu, Evren Kdyii
cevresi, yol kenar, 200 m, 24.7.1981, B.Yildiz 1983, AEF 11729. Cé
Kahramanmaras: Siileymanli- Avcilar Kuzey dogusu, 700, Pinus ormani, 8.9.1981,
B. Yildiz (3285) HUB 31140! Adana: Bahg¢e dagi, Haruniye, 400 m, D.1645,
Adana/Hatay: Amanus, 1300-2000 m, Haradj. 1913, Osmaniye, Kuscubeli-Nurdag
arasi, 1300-1400 m,1.9.2006, Yildiz (BY16422) Osmaniye: Bahce-Hasanbeyli arasi,
P. brutia orman agikligi, 1.7.2010, Yildiz (BY16145)! Hatay: Hatay- Belen Sirtlart,
20.9.1976, M. Miski ISTE 35965! Maras: Maras 20 vii 1865, Hausskn.
Genel yayihsi: Liibnan, Dogu Akdeniz elementi.
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Sekil 3.9 Carlina involucrata Poiret subsp. libanotica (Boiss.) Meusel &

Kastner’nin Tiirkiye’deki yayilisi

Notlar: Carlina involucrata subsp. libanotica Turkiye tlrlerinden C.
corymbosa’ya yakindir. Govdesinin kalin, sadece ugta az dallanmis olmasi, yaprak
ayasinin 3/4’tinden orta damara kadar boliinmis olmasi, kapitulumun 4-5 cm eninde
olmasi, dis fillarilerin i¢ fillarilerden uzun ve sert dikenli olmasi ile C.
corymbosa’dan farklidir.

Daha 6nce Kahramanmaras ve Amanos daglarindan kayith olan alttiiriin

Antalyaya kadar yayildig belirlenmistir.
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Sekil 3.10 Carlina involucrata Poiret subsp. libanotica (Boiss.) Meusel &
Késtner’'min genel goriintimii (A {ist gdvde yaprag, B orta gdovde yapragi, C alt gévde
yapragi, D rozet yapragidir. Olgekler 2cm’yi gostermektedir)
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3.1.3.6 C. lanata L. Sp. P1. 828 (1753). Ic: Sibth. & Sm., F1. Graeca 9: t. 836 (1837);
Reichb., Ic. F1. Germ. 15: t. 743 (1852). ( Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13)

Tek yillik, nadiren iki yillik, otsu bitkiler. Govde (5-)15-23(-30) cm, tliylil,
dallanmamug ya da iistte kimoz dallanmug, taban yapraklan yok ya da az. Yapraklan
yiinsti- kegemsi tiiylii; alt gévde yapraklari + yumusak, oblanseolat, pinnatilobat;
orta ve Ust govde yapraklari sert, dar oblong-eliptikten lanseolata kadar, uzum,
daginik dikenli. Kapitulumlar (1.2-)1.5-2(-3) cm geniglikte. Dis fillariler lanseolat,

dagimik dikenli, oblong, i¢ fillarilerden uzun; i¢ fillariler lineer, mor, giimiisi-beyaz

ya da glimiisi-mor. Korolla 10-14 mm, anterler 8-10 mm, korolladan ¢ikmig, saman

rengi. Papus 12-14 mm. Akenler 3-4 mm, seyrek beyaz tiiylil.

Ciceklenme zamani: Haziran- Agustos

Yetisme ortam: Kuru gayirlar ve kayalik bayirlar, stepler, 10-800m

Tip 6rnegi: Italya, Giiney Fransa’da tanimlanmigtir (Hb. Linn. 970/3)

Tiirkiye’deki yayihsi: A1(A) Canakkale: Sariyer daginin yakinlar, Sint.
1883:691, Gokeeada: Aydincik Burnu, Tuz goliintin Batisi, tuzlu habitat, 11.8.1976,
Se¢mendLeblebici, EGE 20027! Gokceada deniz kenari, 29.7.1975, Seg¢men-
Leblebici EGE 20025! Kumkale, tuzlu kurumug bataklik, 31.7.1971, 4. Baytop ISTE
20837! Eceabat- Seddiilbahir civari, 21.7.1975, N. Ozhatay& E. Ozhatay ISTE
33002! A2(E) Istanbul: Kiiciikcekmece- Biiyiikgekmece arasi, 4. Baytop ISTE
11737! Kartal- Yakacik, yol kenari, gayirlik alan, 17.7.1972, H. Demiriz, A. Aydin, 1.
Odice ISTF 26489! Tuzla, 6.7.1945, Heilbronn ISTF 5394! Catalca tren
Istasyonunun batisindaki dere kenari, 25.7.1972, N. Ozhatay& E. Ozhatay ISTE
23008! Caddebostan, c¢ayirlik alan, 20 m, 27.7.1951, H. Demiriz ISTF 11465!
Bayramoglu, Yelkenkaya ( Is Bankas: Tesisleri) girisi, 28.7.1972, H. Argoksel ISTE
23017! A2(A) Kocaeli: Uskiidar’dan  Izmit’e 30km, 50 m, McNeill 220,
Bayramoglu- Cayirova, yol kenari, 23.8.1967, B.Tut, A. Aydmn ISTF 22682! Yalova,
8.1943, A .Mete ISTF 2571! Yalova, 8.1943, 4. Mete ISTF2751! AS Sinop: 10 m,
D.38089, A6 Samsun: Haci Ismail Ké&yii yakinlari, 30 m, Tobey 854, Bl
Canakkale: Kumkale, 4. Baytop (ISTE 20837!) Ayvacik, Behramkale K&y,
Kadirga mevkii, d.s., 11.7.1983, K Alpmmar ISTE 51659! Balikesir: Balya- Yenice
arasi, Yildiz& Dirmenci, 350-400 m (BY16501)! Ivrindi, 16.8.1980, G. Cakirer ISTE
45803a! Ayvalik- Alibey Adasi duba, 6 m, 3.7.1995 ISTE! Izmir: Camalt1 Tuzlasi,
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Uc Tepeler yolusu, tarla kenan, 22.6.1994, Kayik¢i, EGE 37596! B4 Konya:
Cihanbeyli- Insuyu, 14.6.1942, M. Basarman ISTF 1671! C1 Mugla: Dat¢a- Knidos
Harabeleri, 10 m, 4.7.1983, E. Tuzlac: ISTE 51555! Bodrum- Kargi kiy1 kayalig,
d.s., 7.7.1983, E. Tuzlact ISTE 51615! C2 Denizli: Denizli’nin 10 km batisi, M. &
D. Zohary 9410, C3 Antalya: Serik, Khan et al.183, Igel- Anamur: Aksas: Gilindere,
5.6.1950, A. Attila ISTF 10291! Finike- Kale arasi, Beymelek cevresi, 13.7.1984,
Hostvig- Secmen- A. Strid EGE 313331 C5 Adana: Seyhan, havaalani kargisi, 100 m,
6.7.1998, B. Mutlu HUB 4104! Icel: Cennet, Silifke’nin 16 km dogusu, 40 m, Sorger
71-22-1!, Avlan Golii kiyilar, 28.6.1979, Se¢men, Leblebici, EGE 16476! C6 Hatay:
Hassa, 750 m, Aberdeen Univ. Amanus Exped. K1 735, C7 Sanhurfa: Ceylanpinar-
Biiyiik Cir¢ip Deresi, dere yatagt, 530 m, 11.7.1996, N. Adigiizel GAZI 2719!.
Genel yayihisi: Ege Adalari, Akdeniz elementi.
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Sekil 3.11 Carlina lanata L.’mn Tiirkiye’deki Yayilis:
Notlar: C. lanata’nin Tiirkiye’de yetisen tirler arasinda yakin akrabasi

yoktur. Tek wyillik olmasi, i¢ fillarilerin genellikle mor renkli olmas: ile diger

tiirlerden farklidir ve kolayca ayirt edilebilen izole bir tiirdir.
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Sekil 3.12 Carlina lanata L.’nun Tip Ornei [117]
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Sekil 3.13 Carlina lanata L. mn Genel Goriintimii (A orta gévde yapragi, B iist
govde yapragidir. Olgekler 2em’yi gdstermektedir)
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3.1.3.7 C. vulgaris L. Sp. Pl. 828 no. 4 (1753), err. ‘corymbosa’ (ct. Errata). Es Adx:
C. vulgaris L. f. brachyphylla Hausskn. In Mitt. Bot. Ver. Ges. 6: 26 (1888),
C.vulgaris L. f. leptophylla Hausskn., loc. cit., pro parte, non Griesselich (1836),
C.semiamplexicaulis Form. in Ost. Bot. Zeitschri 40:86 (1890), C. rigida Form. in
Verh. Nat. Ver. Briinn 34:305 (1895), C. striata Form Briinn 37:169 (1898). Ic:
Hegi, III. F1. Mittel-Eur. 6(2):822, 824, t. 269 (1928). (Sekil 3.14, Sekil 3.15)

Monokarpik, ¢ogunlukla iki yillik, bazen tek yillik, yar1 rozetsi bitkiler.
Govde (15-)20-40(-50) cm. Yapraklar undulat-dentat, alt yiiz 6riimcek ags: tiiylii,
kulakeik yok ya da kiigiik, disler delici, dagmik pulsu diken loblu, 1-3mm zayif
dikenli. Roset ve alt gévde yapraklari 5- 8(-10) cm, oblong-lanseolat, orta gévde
yapraklar aniden kisalir; (2-)3- 4(-5.5) cm, ovat-lanseolat; tist yapraklar 2-3cm,
ovatdan ovat-oblonga kadar. Kapitula 1.5- 2.5(-4)cm genisliginde, dalda tek. Dis
fillariler oblong-lanseolat, saman rengi i¢ fillarilerden kisa, sik drtimcek ag1 tiiyld,
ucta dallanmis dikenli, dikenli kissm mor. I¢ fillarilerin dis1 orta kisimlarda mor.
Korolla 8-9 mm ug¢ kisimlart mor, anterler ug kisimlar: hari¢ mor ve tabanda tiiyli
10-12 mm, korolladan 1-2 mm kadar disar1 ¢ikmig. Papus 8-9 mm, aken 2 mm, kisa,
sik, kahverengi titylii.

Ciceklenme zamami: Haziran- Agustos

Yetisme ortami: Fagus, Carpinus ve Pinus sylvestris ormanlari, dere
kenarlar, agik kayalik otlaklar ve kaya gikintilari, 700-2000m.

Tip drnegi: Avrupa’dan tanimlanmigtir (Hb. Cliff., Hb. Linn. 970/5)

Tiirkiye’deki yayilisi: A2(A) Bursa: Uludag- Gﬁkdere'yolu, 9.9.1944, M
Bagarman ISTF 4818! A3 Bolu: Akyarma, 120 km Ankara’nin kuzey dogusu, 1560
m, Kukkonen 8237, Diizce, 1.7.1978, M. Pirdal EGE 33386! A4 Kastamonu: Ilgaz
dag1 etekleri, 1400 m, D. 38300, Tosya- Gavur Dag1, gélet yolu, 1200 m, 11.9.1990,
Z.Aytag GAZI 3395! Tosya’ya 25 km kala, yol kenari, 1450 m, 6.9.1994, N.Adigiizel
& ark GAZI 1792, Cankirt: Atkocalar- Dumanli Dag1, Asarkale Tepesi mevkii, step,
1300 m, 18.8.1991, H. Duman GAZI 1449! AS Sinop: Gerze- Boyabat arasi, 1200 m,
D. 25023, Boyabat arasi, 1300 m, Yildiz& Dirmenci, (BY16571)! Boyabat arasi,
Dranaz Gegidi, 18.8.1973, F. Holtz, EGE 23355! Amasya: Suluova-Aktas yolu,
Karahise Koyii, Sugdzii Yaylasi, 1500 m, 12.8.1977, ISTE 38404! A6 Ordu:
Cambasi, 1900 m, Tobey 1287, Sivas: Serefiye, Camlikale Koyii-Kosedag arasi,
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1600-1700 m, Yildiz&Celik (BY 4828)! A7 Giresun: Balabandaglari, Tamdere
civary, 2000 m, D.20488, A8 Rize: Giineyce- Ikizdere arasi, 700 m, D. 20841,
Erzurum: Tortum, Azort Yaylasi, Azort Kdyii deresi, 1000-2500 m, 28.7.1984,
Demirkus (2142) HUB 31123! 31124! A9 Ardahan: Posof- Tirkozi arasi, 1800 m,
Yildiz-&Dirmenci (BY16335)! Posof- Tiirk6ézli arasi, 1500,24.8.2010, Yildiz-
&Dirmenci (BY17165)! Kars: Sarikamis, 22.7.1947, M. Heilbronn & M. Basarman
ISTF 7961! Géle, Balgesme 2200 m, 16.8.1984, Demirkus (2698) HUB 31126!
Artvin: Savsat, Sahora, Kocabey Kislasi, yol kenari, 1550 m, 18.9.2004, H.
Altinozlii HUB 4262! B1 Balikesir: Edremit, 1230 m, Aydogan & Sénmez (ISTO
7373), B2 Kiitahya: Simav, Kicir orman bdlgesi, 1125 m, Celik & Ener (ISTO
7551), Gediz- Murat Dag1, Cukurdren yolu, taslik- ¢ayirhik alan, 1200 m, 2.8.1980,
A. Cwrp. ISTF 34497! B4 Ankara: Kizilcahamam Soguklu Milli Park, 13.9.1966,
Leblebici-N. Ersoy EGE 6332! B7 Erzincan: Sipikdér, Kainik deresi, Sint.
1890:3280.
Genel yayihsi: Kafkasya, kuzey bati iran.
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Sekil 3.14 Carlina vulgaris L. "min Tirkiye’deki Yayilisi

Notlar: C. vulgaris, C. intermedia ve C. biebersteinii Turkiye’de yetisen
yakin akraba ii¢ tiirdiir. Ornekler uygun ve yeterli olmaz ise ayrimlan zordur.
Ozellikle C. biebersteinii ve C. vulgaris’in yayilis alanlan da cakisti igin benzerlik
biraz daha fazladir. Rozet yapraklarin toplanmasma &zellikle dikkat edilmesi
gerekir. Rozet yapraklart en kisa olan tir C. vulgaris’dir. En fazla 10 em’e
ulasmaktadir. Diger iki tiirlin ise en az 10 cm ve daha vzundur.
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Orta govde yapraklan en kisa ve genis olan tiir C. vulgaris’dir. Bu tiirde orta
govde yapraklan dikenler harig¢ 5.5x2 cm’e kadardr.

Sekil 3.15 Carlina vulgaris L. *nin Genel Goriiniimii. (A-B {iist gévde yapragi, C-E
orta g6vde yaprag, D alt gévde yapragidir. Olgekler 2em’yi gostermektedir)
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3.1.3.8 C. intermedia Schur, Enum. Pl. Transs. 413 (1866). Es adi: C. longifolia
Reichb. var. brevibracteata Andrae in Bot. Zeitung 13:313 (1855), C. brevibracteata
(Andrae) Simonkai Enus. Pl. Transs. 342 (1887), C.vulgaris L. f. leptophylla
Hausskn. In Mitt. Bot. Ver. Ges. 6:26 (1888) pro parte, non Griesselich (1836), C.
semiamplexicaulis Form. var. angustifolia Form in Verh. Nat. Ver. Briinn 32:163
(1893), C. vulgaris L. intermedia (Schur) Hayek, Prodr. Fl. Balc. 2: 694 (1931).
(Sekil 3.16, Sekil 3.17)

Genellikle ¢ok yillik, bazen iki yillik, semi-rosulat bitkiler. Gévde (25-)30-
45(-50) cm. Govde yapraklar: diiz ya da undulat, driincek ags1 tiiyliiden 6riincek ags:
-lanata kadar, kisa dikenli loblu, u¢ dikene dogru dereceli olarak daralir, rozet
yapraklar 8-20 cm, dar lanseolat, alt ve orta gévde yapraklarma dogru kademeli
kiigilir. Orta gévde yapraklar1 6-8 cm, lanseolattan oblong-lanseolata dogru degisir;
ist gdvde yapraklar: 2-3.5 cm, lanseolattan ovat-lanseolata kadar. Kapitulumlar (1-)
2-2.5 cm genislikte, involoukrum kecemsi tiiyli. Dis fillariler = dé.glmk pulsu
dikenli, i¢ fillarilerden kisa, i¢ fillariler saman rengi. Korolla 12-15 mm; anterler 9-
11 mm, korolladan 0.5 mm kadar disar1 ¢ikmis, saman rengi. Papus 12-14 mm.
Akenler 3-4 mm, sik beyaz tiiylii.

Ciceklenme zamani: Haziran- Agustos

etisme ortamu: otlu bayirlar, makiler, otlaklar, 250m

Genel yayilisi: Orta & gliney dogu Avrupa.

Sintip:[Rumania] an waldigen Orten und zwischen Gebiischen der Hiigelund
Berggion, vonziiglich auf Kalkboden, oberhalb der Weinberge bei Hammersdorf, auf
dem Schlossberge bei Kronstadt, 460-915m, Jul. Aug., Schur.

Tiirkiye’deki yayihisi: Kuzey bati Anadolu (A1)E Karklareli: Uskiip, 300m
Yildiz&Dirmenci, (BY16526)! A2(E) Istanbul: Zekeriyakoy, 29 vi 1891, Azn.,
A2(A) Istanbul: Beykoz, Kirazli, 100m, yol kenari, 9.8.2001, H. Altinézlii HUB
3681! A3 Karabiik: Yenice arasi, 200 m,Yildiz& Dirmenci, (BY14542)!
Sakarya:Hendek yakinlari, Ibrik deresi, 250 m, Czeczott 716.

Genel yayilisi: Orta& Giineybati Avrupa.
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Sekil 3.16 Carlina intermedia Schur’'nin Tirkiye’deki Yayilisi

Notlar: Tirkiye’de sadece bati Marmara Bolgesi ve Bati Karadeniz’de
bulunan bu tiir, yapraklarmin alt yiiziinde sik kegemsi- 6riimeek ags: tliylli olmasi ve
kapitulumun daha kii¢iik olmasiyla (en fazla 2 cm eninde), i¢ fillarilerin krem rengi

olmastyla C. vulgaris ve C. biebersteinii’den farklidir.
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Sekil 3.17 Carlina intermedia Schur'nin Genel Goriintimil. (A rozet yaprak, B alt
govde yapragi, C-D orta govde yapragi, E iist gévde yapragidir, Olgekler 2em’yi

gostermektedir)
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3.1.3.9 Carlina biebersteinii Bernh. ex Hornem. Hort. Hafn. Suppl. 94 (1819). Es
Ada: C.longifolia Reichb., P1. Crit. 8:25, t. 1008 (1830), non Viv. (1824), C. vulgaris
L. f. leptophylla Griesselich, KI. Bot. Schr. 1:104 (1836), C. vulgaris L. var.

stenophylla Rota, Prosp. Fl. Prov. Bergamo 55 (1853), C. longifolia Reichb. var.

pontica Boiss., Fl. Or. 3:449 (1875), C. vulgaris L. subsp. longifolia (Reichb.), Nym.
Consp. 401 (1879), Cstricta (Rouy) Fritsch, Excursionsfl. Osterr.ed. 2, 635 (1909).
Ic: Hegi, III. F1. Mittel-Eur. 6(2):823 (1928). ( Sekil 3.18, 3.19)

Genellikle iki yillik, semi-rosulat bitkiler, gévde (12-)15-30 cm. Yapraklar
genellikle diiz, alt yliz 6riimcek ags1 tiiyliiden lanata kadar, dentat dikenli, uca dogrmu
dereceli olarak daralir. Rozet yapraklar 10-20 cm, lanseolat, alt ve orta gdvde
yapraklarina dogru dereceli olarak kiigiilir. Orta gévde yapraklar: (6-)7-13 cm; {ist
gévde yapraklari (3-)4-6(-7) cm, oblong-lanseolat. Kapitulumlar (2-)2.5-3.5 cm.
Korolla 10-11mm korolla disleri mor, anterler 10 mm korolladan 2mm disar1 ¢ikmig
orta kisimlar1 mor, papus 17-19mm, akenler 4-6mm beyaz tiiylii. Dis fillariler lineer-
lanseolat, spinose-denticulat, i¢ fillarilere yakin egitlikte, i¢ fillariler saman rengi.
Sekil 3.17, 3.18)

Ciceklenme zamani: Haziran- Agustos

Yetisme ortami: step bozkir, 1600-2000m

Tiirkiye’deki yayihisi: Kuzeybati Anadolu & Bati Anadolu cevresi A2(A)
Istanbul: Beykoz, Kirazli, 100 m, yol kenari, 9.8.2001, H. Altinézlii HUB 3682!
Bursa: Uludag: Bakacik, 4.8.1944, M. Basarman ISTF 4646! A3 Bolu: Yedigoller
yolu, 900 m, 11.8.1988, K. Alpmar&H. Hart ISTE 59452! A4 Ankara: Cubuk-
Karagél arasi, Pinus- Populus karisik orman, 15.8.1973, S. Erik (407) HUB 11120!
A6 Sivas: Yildiz dagi, Wiedemann., Marag ¢ukuru, 1400 m, step, 25.7.2010, Yildiz
17116! A7 Trabzon: Soganl gecidi, 1600 m A8 Trabzon: Caykara- Bayburt yolu,
Caykara’dan 22 km sonra, Kéknar Koyii, 100 m, 6.10.1982, E. Nyholm ISTE 49801!
Erzurum: Dijimil (Cimil), 2000 m, Rize: Ikizdere, Derekdy- Ciftekopril arasi, 1200
m, kayalik, 22.8.1985, A. Giiner,M. Vural (AG 6885) HUB 31125! Caml1 Hemsin,
Meydan-Cat Koyleri arasi, 1050 m, 25.8.1983, 4. Giiner (5378) HUB 31121!
Erzurum: Erzurum Ispir arasi, Catak K6yliniin batisi, MezraaTepe, Populus ormani,
2150 m, 17.8.1976, A. Tath (5447) HUB 1119! A9 Erzurum: Olur-Akdaglar arasi,
1500 m, Yildiz, (BY16891)! Senkaya- Yaymese Koyl (Armigen), P. sylvestris
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acikligi, 2500 m, 11.9.1993, Y.Altan GAZI 5701!. Oltu- Basbaglar Koyii arasi, 2150

m Yildiz, (BY 16342!).

Genel yayilisi: Kuzey, orta & bat1 Avrupa, Yugoslavya.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
_J IR Bl
/-,
= ' & - & 0| e
=
B
3 =L
C ﬂf““&
D B
Vi N e e e O O

Sekil 3.18 Carlina biebersteinii Bernh. ex Hornem. nin Turkiye’deki Yayilis1

Notlar: C. biebersteinii C. vulgaris’e yakin bir tiirdlir. Ancak gdévde orta

yapraklart 10 em kadar, lineer lanseolat ve lanseolat olmasiyla farklidir.
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Sekil 3.19 Carlina biebersteinii Bernh. Ex Hornem.’nin Genel Gorlinimii. (A {ist
gbvde yapragi, B orta govde yapragi, C alt gbvde yapragi, D rozet yapragidir.
Olgekler 2cm’yi gostermektedir)
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3.1.3.10 Carlina sp. (BY 16509) ( Sekil 3.20, Sekil 3.21)

Cok yillik, genellikle tabanda dallanmis. Govde 40- 70 cm, dik, govde
dallanmaz, bazen ugta 1-2 dalla aynlmistir. Bazal yapraklar bilinmiyor. Goévde
yapraklar1 uca dogru kademeli olarak kiigiilir. Orta gdvde yapraklari biiylik
kulakeiklidir ve sapsiz, 1/2’sine kadar pargali, 6-7x3-4cm (1-2mm ug dikenler dahil),
ovatdan ovat lanseolata kadar. Ust gévde yapraklar1 ovat, 1/3’{ine kadar pargali, 4-
5x3cm (dikenler dahil) govdeyi kismen sarar. Kapitulum biyiik, dis fillariler hari¢
3cm’e genigligine kadar. Dis fillariler 3cm’e kadar orta damara kadar boéliinmils, i¢
fillarilerden ¢ok uzun. Orta fillariler kiiclk, lanseolat Smm (u¢ dikeni harig
yuvarlak). Papusun tabami paleamsi, sorguglu (plumose). Anterler 1.5-2 mm
kuyruklu, kuyruk kismi titylii 10-12 mm dallanmis. I fillariler 20 x 2cm uglar uzun
sivri uclu, saman rengidir.

Ciceklenme zamani: Temmuz-Agustos

Yetisme ortamu: Meselik agikliklari, 500 m.

Tiirkiye’deki yayilisi: (A1)E Kurklareli: Kofcaz-Bocek deresi, 500 m, Yildiz,
Dirmenci, (BY16509)!

Genel yayihisi: Akdeniz elementi.
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Sekil 3.20 Carlina sp. (BY 16509) nin Tiirkiye’deki Yayilist

Notlar: Yukarda belirtilen tek lokaliteden toplanan érnekler C. corymbosa’ya

yakindir. Tiim bitki sik kegemsi tiiyliidiir.
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Sekil 3.21 Carlina sp. (BY 16509)’nun Genel Goriinlimii (A rozet yaprak, B alt
gbvde yapragi, C orta govde yapragi, D ist gdvde yapragidir. Olgekler 2em’yi

gostermektedir)
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3.1.4 Filogenetik Analiz icin Kullanilan Morfolojik Karakterler

Caligtlan &rneklerin morfolojik karakterlerine gore teshisleri yapildi. Elde
edilen morfolojik 6zelliklerin atasal ve tiiremis karakter durumlarini belirlemek i¢in
ilgili kaynaklar tarandi [60, 61, 64, 31, 118-120]. Bu aywrt edici karakterler
filogenetik analiz igin bir tabloda toplandi. Tablo 3.1°de karakter durumlan sayisal
kodlama sekilde diizenlendi.

Taksonlar i¢in kodlanan karakter durumlari, ayri bir tabloda bir matris

olusturacak sekilde asagida toplandi. Bu veriler PAUP [101] filogenetik analiz
programu kullanilarak yorumlandi.
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3.2 Molekiiler Bulgular
3.2.1 ITS ve trnL-F Dizilenmesi

Calismada kullanilan Carlina taksonuna ait drneklerin PCR reaksiyonu ile ITS ve
tml-F bolgeleri gogaltildi. Dizi analizi icin bu konuda calisan ticari bir sirket olan
Refgen’e oOmekler gonderildi. Diziler Forward ve Revers primerleriyle c¢ift yonli
okutuldu. Dizi analizi i¢in gonderilmek iizere hazirlanan orneklerden bazilarinin PCR

gorintiileri asagidaki sekillerdedir.

M1 2 2 4 &5 87 8 510 1112 13 14 1518 17 18 15 20 21 22

Sekil 3.22 C. graeca ve C. biebersteinii tirlerinin frnL-F PCR driinlerinin (450bp) Jel
Fotografi ( 49,51,52 °C’de farkli sicaklik araliklarinda ve 1,107,107, 10° farkli yogunluk

konsantrasyonlarr)

M 1 2 3 4 5 & 7 g § 10 M

Sekil 3.23 Farkli Lokalitelerden alinan C. oligocephala, C. involucrata Tirleri ve
Carthamus dentatus’un (farkli konsantrasyonlar1 (10,102 ITS PCR Uriinlerinin (700bp)
Jel Fotograf
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Sekil 3.24 C. oligocephala, C.involucrata tiirleri ve Cardopatium corymbosum’un farkls
konsantrasyonlar (2,1,10™,10%,10%) ITS PCR Uriinlerinin (700bp) Jel Fotografi

3.2.2 Dizilerin Filogenetik Analizi

DNA dizileme igin internette ticretsiz olan ClustalW programi kullamldi [100]. Bu
program yardimiyla gimdiye kadar gerekli dizi verileri elde edilen taksonlarm DNA
dizinleri hizalandi.

Daha sonra giintimiizde diinya ¢apinda ¢ok yaygin olarak kullanmilan PAUP
filogenetik analiz yazilimunin uygun parametreleri kullanilarak elde edilen DNA
dizilerinden asil veri olan filogenetik agaglar olugturuldu [104]. Ayrica UPGMA ve/veya
NJ metotlartyla da fenetik analizlere bakild: [104].

Parsimoni verilerin degerlendirilmesi i¢in en sik kullamilan metottur. Olas1 biitiin
agaglan degerlendirmek ve se¢im yapmak i¢in her birine farkl bir kriter ya da skor verme
esasina dayanir. Maksimum parsimoni en tutumlu olan yani iligkiyi en gergekei yansitan

agaci belirlemektir,
Bunun i¢in PAUP analizinde; parsimoni kriteri segilerek heuristic search yapildi.

Branch-and Band, Strict Consensus ve Bootstrap agaglari olugturuldu. Ayrica birgok agag
topolojisini karsilastiran Distance kriteri secilerek de UPGMA ve NJ agaglar: olusturuldu.
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3.2.2.1 Temel Veri Setleri

3.2.2.1.1 Morfolojik Karakterler Kullanilarak Yapilan PAUP Analizi

Parsimoni kriteri kullanilarak yapilan analizlerde 28 morfolojik karakter
kullanilmigtir. Branch-and-Bound analizi sonucuna g6re 27 karakter bilgi verici
(informative) karakter, 1 karakterde bilgi edinilemeyen (uninformative) karakterdir.

Maksimum agag sayisi 1000, tekrar sayis1 100 segilmistir.
1

Cardopatium corymbosum

Carlina corymbosa
\

Carlina greaca

1.klad

Carlina Involucrata
~

Carlina lanata ™

Carthamus lanatus

2.klad

Carthamus dentatus

Carlina 16509 _
"\

Carlina vulgaris

3.klad

Carlina intermedia

Carlina biebersteinii

Atractylis cancellata

4 klad

Carlina oli subsp oligocephala

Carlina oli subsp pallescens

Sekil 3.25 Morfolojik Verilere Dayali Branch-and-Bound Analizinde Olusan Aga¢ Topolojisi
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Analizde 106 en iyi agag belirlendi ve bunlardan 2 tanesi en giivenilir aga¢ topolojisine
sahip agactir. Asagida bu iki agac topolojisi Sekil 3.25 ve Sekil 3.26°da verilmisgtir.
1 2

Cardopatium corymbosum

\

Carlina corymbosa

Carlina greaca

1.klad

Carlina involucrata

Carlina lanata /

Carlina vulgaris ™
2.klad

Carlina biebersteinii

Carlina intermedia

Atractylis cancellata __/

Carlina oli subsp cligocephala
3.klad
Carlina oli subsp pallescens
Carlina 16509
4 klad

Carthamus lanatus

Carthamus dentatus

Sekil 3.26 Morfolojik Verilere Dayali Branch-and-Bound Analizinde Olugan AgZag

Topolojisi
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Strict
Carlina corymbosa\

Carlina greaca

1.klad

Carlina involucrata

Carlina lanata W,

Carlina vulgaris 3\

Carlina biebersteinii

2 klad

Carlina intermedia

Atractylis cancellata ./

Carlina oli subsp oligocephala

3.klad

Carlina oli subsp pallescens

Carlina 16509 ™

Carthamus lanatus 4.klad

Carthamus dentatus

Cardopatium corymbosum

Sekil 3.27 Morfolojik Verilere Dayali En iyi 106 Agacin Strict Consensus Agag¢ Topolojisi -

97



Hearustic search ile olusturulan Strict Consensus agaci verilerinde 1000 tane
mesafe temelli yontemler kullanilarak olusturulan UPGMA ve NJ agaglan sirasiyla Sekil
3.29 ve Sekil 3.30’da verilmistir, En yakin komsu agac topolojilerinin karsilastirmali
istatistiksel analizi yaplldlgmda agac tizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gére

ayrilma onceligini belirtmektedir.

Bootstrap

Carlina corymbosa

1.klad

Carlina greaca |

Carlina oli subsp oligocephala

58 2 .klad

Carlina oli subsp pallescens

Carlina involucrata \

Carlina lanata

Carlina vulgaris

Carlina intermedia

Carlina biebersteinii 3.IKlad

Carlina 16509

Cardopatium corymbosum

Atractylis cancellata

Carthamus lanatus

Carthamus dentatus j

Sekil 3.28 Morfolojik Verilere Dayali Bootstrap Aga¢ Topolojisi
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UPGMA
Carlina corymbosa

1.klad

Carlina greaca

Carlina oli subsp oligocephala

2.klad

Carlina oli subsp pallescens

Carlina involucrata \

Carlina 16509

3.klad

Cardopatium corymbosum

Carthamus lanatus

Carthamus dentatus _J

Carlina lanata

Carlina vulgaris ™

Carlina intermedia
4 klad

Carlina biebersteinii ,

Atractylis cancellata

Sekil 3.29 Morfolojik Verilere Dayali UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Aritmetic Mean) Agac Topolojisi




NJ

Carlina corymbosa

1.klad

Carlina greaca

Carlina oli subsp oligocephala

Carlina oli subsp pallescens

Carlina involucrata \

Carlina lanata

Carlina 16509

Carthamus lanatus

Carthamus dentatus /

Carlina vulgaris

Carlina intermedia

Carlina biebersteinii

/

Atractylis cancellata

Cardopatium corymbosum
0.1 changes

2.klad

3.klad

4 klad

Sekil 3.30 Morfolojik Verilere Dayali NJ (Neighbour Joining) Agac Topolojisi

100




3.2.2.1.2 ITS Sonug¢lart Kullamlarak Yapilan PAUP Analizi

1000 agac seti segilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni agaglari olusturulmus ve total 803 afa¢ olugsmustur. deZismeyen (constant)
deger 494, degisken (variable) deger 180, bilgi verici (informative) deger 129, en iyi agag
sayist 444 ve en giivenilir afa¢ sayist 24 bulunmugtur. Sekil 3.31, Sekil 3.32 ve Sekil
3.33’de analizin sectigi {i¢ aga¢ topolojisi verilmisgtir,

Heuristic Search yapilarak olusturulan Strict Consensus agacinda; yine Maksimum

agac sayis1 1000, tekrar sayis: 100 secilmistir (Sekil 3.34).

Bootstrap analizi i¢in aym kriterlerde segilen agag¢ topolojisinde total, degismeyen
(constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine ayni olup en iyi

agac skoru 461, yeniden diizenlene (rearragement) deger 6412 ‘dir ( Sekil 3.35).

Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NJ analizleride Sekil 3.36 ile Sekil 3.37°de
verilmigtir. En yakin komsu aga¢ topolojilerinin karsilastirmali istatistiksel analizi
yapildifinda agag tizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gore ayrilma 6nceligini

belirtmektedir.
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-\

Carlina biebersteinii

1.klad

Carlina vulgaris

Carlina intermedia

Carlina oligocephala subsp. ol ‘\

Carlina subsp.pallescens

Carlina corymbosa

Carlina subsp.libanotica

Carlina graeca

Carlina 16509 /

Carlina lanata

Carlina involucrata subsp. libano

Carthamus dentatus I

Carthamus lanatus

Cardopatium corymbosum

Atractylis cancellata J

Sekil 3.31 ITS Verilerine Dayali Branch-and-Bound Aga¢ Topolojisi
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2 klad

Dis grup




Carthamus dentatus

Carthamus lanatus

Cardopatium corymbosum J

Carlina biebersteinii

Carlina vulgaris

Carlina intermedia

Carlina oligocephala subsp. ol \

Carlina subsp.pallescens

Carlina graeca

Carlina corymbosa

Carlina subsp.libanotica

Carlina 16509

Carlina lanata

Carlina involucrata subsp.

Atractylis cancellata

Sekil 3.32 ITS Verilerine Dayali1 Branch-and-Bound Aga¢ Topolojisi
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~

Di1s grup

1.klad

2.klad

libano




Carthamus dentatus A

D1s grup
Carthamus lanatus
Cardopatium corymbosum
J
Carlina biebersteinii )
1.klad

Carlina vulgaris

Carlina intermedia  _/

Carlina oligocephala subsp. ol \

Carlina subsp.pallescens

Carlina graeca 2.klad

Carlina corymbosa

Carlina subsp.libanotica

Carlina 16509 J

Carlina lanata

Carlina involucrata subsp. libano

Atractylis cancellata

Sekil 3.33 ITS Verilerine Dayali Branch-and-Bound Aga¢ Topolojisi
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Strict

Carlina biebersteinii )
1.klad
Carlina vulgaris
Carlina intermedia <
Carlina oligocephala subsp. ol \
Carlina subsp.pallescens
Carlina graeca
2.klad
Carlina corymbosa
Carlina subsp.libanotica
Carlina 16509
Carlina lanata
Carlina involucrata subsp. libano ]
Carthamus dentatus ™
Carthamus lanatus
Dig grup

Cardopatium corymbosum

ey

Atractylis cancellata

Sekil 3.34 ITS Verilerine Dayali En Iyi 24 Agacin Strict Consensus Agac Topolojisi
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Bootstrap

72

89

100

59

81

55

100

86

Carlina biebersteinii ™

Carlina vulgaris

Carlina intermedia -~/

1.klad

Carlina oligocephala subsp. ol \

Carlina subsp.pallescens

Carlina graeca

Carlina corymbosa

Carlina subsp.libanotica

Carlina 16509

Carlina lanata

2 klad

Carlina involucrata subsp. libano j

Carthamus dentatus ~

Carthamus lanatus

Cardopatium corymhosum

Dis grup

Atractylis cancellata =

Sekil 3.35 ITS Verilerine Dayali Boorstrap Aga¢ Topolojisi
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UPGMA

Carlina biebersteinii

1.klad

Carlina intermedia

Carlina vulgaris J

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina subsp.pallescens )

2.klad

Carlina graeca

Carlina corymhbosa J

Carlina 16509

Carlina lanata

Atractylis cancellata

Cardopatium corymbosum

Carlina involucrata subsp. libano

Carthamus dentatus

Dis grup

L Carthamus lanatus

Carlina subsp.libanotica

Sekil 3.36 ITS Verilere Dayali UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic
Mean) Agac¢ Topolojisi
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NJ

Carlina biebersteinii i
Carlina vulgaris 1.klad
Carlina intermedia )

Carlina oligocephala subsp. ol

- Carlina subsp.pallescens

{—— Carlina 16509

~ Carlina graeca

Carlina corymbosa

Carlina lanata

I—- Carthamus dentatus

L Carthamus lanatus

Cardopatium corymbosum

Afractylis cancellata

—— 0.01 substitutions/site

\

Carlina subsp.libanctica

Carlina involucrata subsp. libano

Dis grup

Sekil 3.37 ITS Verilere Dayali NJ (Neighbour Joining) Agac Topolojisi
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o

2.klad




3.2.2.1.3 trnL-F Sonuglari Kullamilarak Yapilan PAUP Analizi

1000 agag seti secilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni agaclar olusturulmus ve total 534 aZa¢ olugsmustur. Degismeyen (constant)
deger 219, degisken (variable) deger 91, bilgi verici (informative) deger 224, en iyi agac
sayis1 425 ve en giivenilir aga¢ sayisi 16 bulunmustur. $ekil 3.38°de analizin sectigi aag

topolojisi verilmigtir.

Heuristic Search yapilarak olusturulan Strict Consensus agacinda; yine 1000 agag
seti segilerek 100 tekrarli analiz yapildiginda agagla ilgili aym verilere ulagilmistir.
Yeniden diizenlenen (rearragement) deger 17276°dir (Sekil 3.39)

Bootstrap analizi i¢in aym kriterlerde se¢ilen agag¢ topolojisinde total, degismeyen
(constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine aym olup en iyi

agac skoru 413, yeniden diizenlene (rearragement) deger 77580 ‘dir (Sekil 3.40).

Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NI analizleride Sekil 3.41 ile Sekil 3.42°de
verilmigtir. En yakin komsu agac topolojilerinin karsilagtirmali istatistiksel analizi
yapildiginda agac {izerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gore ayrilma 6nceligini

belirtmektedir.
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Carthamus dentatus

Carlina lanata \

Cardopatium corymbosum

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina graeca

1.klad

Carlina biebersteinii

Carlina invelucrate subsp. libano

Carthamus lanatus

Atractylis canceliata

Carlina intermedia

Carlina subsp.libanotica —/

Carlina corymbosa

2 klad

Carlina 16509

Carlina vulgaris it

Sekil 3.38 irnL-F Verilerine Dayal1 Branch-and-Bound Agag Topolojisi

110



Strict

Carlina lanata

Cardopatium corymbosum
Carlina oligocephala subsp. ol
Carlina involucrate subsp. libano
Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Carlina intermedia

Carlina suiasp.libanotica
Carlina corymbosa

Carlina 16509

Carlina vulgaris

Carthamus dentatus

Sekil 3.39 #7#L-F Verilerine Dayal1 En Iyi 16 Agacin Strict Consensus Agac Topolojisi




Bootstrap

64

90

100

82

78

Carlina lanata

Carlina involucrate subsp. libano

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carlina oligocephala subsp. ol

Cardopatium corymbosum

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Carlina intermedia

Carlina subsp.libanotica

Carlina corymbosa

Carlina 16509

Carlina vulgaris

Carthamus dentatus

Sekil 3.40 trnL-F Verilerine Dayal1 Bootstrap Aga¢ Topolojisi
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1.klad




UPGMA

Carlina lanata

Carlina involucrate subsp. libano N
1.klad

Carlina biebersteinii
Carlina graeca

J
Carlina oligocephala subsp. ol
Cardopatium corymbosum ™

Di1s grup

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Carlina corymbosa

2 klad

— Carlina 16509

Carlina vulgaris

Carlina subsp.libanotica

Carthamus dentatus

Carlina intermedia

Sekil 3.41 frnL-F Verilerine Dayali UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Aritmetic Mean) Aga¢ Topolojisi
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NJ

Carlina lanata
Cardopatium corymbosum
Carlina oligocephala subsp. ol \

— Carlina biebersteinii

1.klad

—— Carlina graeca

— & Carlina involucrate subsp. libano !

Carthamus lanatus

Carlina subsp.libanotica

L— Carlina intermedia

Carlina corymbosa 2 klad

Carlina 16508

Carlina vulgaris

—— Carthamus dentafus

— 0.05 substitutions/site

Atractylis cancellata

Sekil 3.42 trnL-F Verilerine Dayali NJ (Neighbour Joining) Aga¢ Topolojisi
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Birlestirilmis Veri Setleri

ITS ve trnL-F Sonuc¢lan Kullamlarak Yapilan PAUP Analizi

10000 aga¢ seti segilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni afaglan olusturulmus ve total 1337 aga¢ olugsmustur. Degismeyen (constant)
deger 728, degisken (variable) deger 258, bilgi verici (informative) deger 351, en iyi agag
sayis1 952 ve en giivenilir agag sayisi 1 bulunmustur. Sekil 3.43°de analizin sectifi agag

topolojisi verilmigtir.

Heuristic Search yapilarak olugturulan Strict Consensus agacinda; yine 1000 agag
seti segilerek 100 tekrarl analiz yapildifinda agagla ilgili aym verilere ulagilmistir. (Sekil
3.44)

Bootstrap analizi i¢in aym kriterlerde secilen agag topolojisinde total, degismeyen
(constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine ayni olup en iyi
agag skoru 971, yeniden diizenlenen (rearragement) deger 1509°dir. (Sekil 3.45)

Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NJ analizleri de Sekil 3.46 ile Sekil 3.47°de
verilmigtir. En yakin komsu aBa¢ topolojilerinin karsilastirmali istatistiksel analizi
vapildifinda agag fizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gére ayrilma &nceligini

belirtmektedir.
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Carthamus dentatus

Carlina lanata

Carlina involucrata subsp. libano

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carthamus lanatus N

. Das grup
Atractylis cancellata
Cardopatium corymbosum
Carlina oligocephala subsp. ol
Carlina corymbosa \
Carlina 16509

1.klad

Carlina subsp.libanotica

Carlina vulgaris

Carlina intermedia _}

Sekil 3.43 ITS ve trnL-F Verilerine Dayali Branch-and-Bound Aga¢ Topolojisi
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Strict

Catrlina lanata

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Cardopatium corymbosum

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina corymbosa \

Carlina 16509

Carlina subsp.libanoctica

Carlina vulgaris

Carlina intermedia _/

Carthamus dentatus

Carlina involucrata subsp. libano

1.klad

Sekil 3.44 ITS ve trnL-F Verilerine Dayali En Iyi 952 Agacin Strict Consensus Agag

Topolojisi
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Bootstrap

83

99

93

70

91

89

100

99

96

88

66

Sekil 3.45 ITS ve trnL-F Verilerine Dayali Bootstrap Aga¢ Topolojisi

Carlina lanata

Carlina involucrata subsp. libano

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Cardopatium corymbosum

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina corymbosa

Carlina 16509

N

Carlina subsp.libanotica

Carlina vulgaris

Carlina intermedia

Carthamus dentatus

J

Da1s grup

1.klad




UPGMA

——  Carlina lanata \

Carlina involucrata subsp. libano

Carlina biebersteinii |

1.klad

Carlina graeca

Cardopatium corymbosum

Carlina oligocephala subsp. ol

Atractylis cancellata
Carthamus lanatus j

| ——— Carlina corymbosa \

Carlina 16509

Carlina vulgaris 2 klad

Carlina intermedia

Carthamus dentatus

Carlina subsp.libanotica )

Sekil 3.46 ITS ve trnL-F Verilerine Dayali UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Aritmetic Mean) Agac Topolojisi
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NJ

— Garlina lanata \

— Carlina involucrata subsp. libano

— Carlina biebersteinii

—| —— Carlina graeca 1.Xklad

- Carthamus lanatus

— ———————— Atractylis cancellata

Cardopatium corymbosum

Carlina oligocephala subsp. ol _/

— Carlina corymbosa ™

— Carlina 16509
] 2.klad

— Carlina vulgaris

Carlina subsp.libanotica

ol

Carlina intermedia

Carthamus dentatus
— 0.01 substitutions/site

Sekil 3. 47 ITS ve frnL-F Verilerine Dayali NJ(Neighbour Joining) Aga¢ Topolojisi
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3.2.2.2.2 Morfoloji ve ITS Sonug¢lar: Kullanilarak Yapilan PAUP Analizi

1000 aga¢ seti segilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni agaglarn olusturulmug ve total 831 aga¢ olugmustur. Degismeyen (constant)
deger 494, degisken (variable) deger 180, bilgi verici (informative) deger 157, en iyi agac
sayis1 568 ve en glivenilir aga¢ sayis1 2 bulunmugtur. Sekil 3.48 ve Sekil 3.49°da analizin
sectigi agac topolojisi verilmistir.

Heuristic Search yapilarak olusturulan Strict Consensus agacinda; yine 1000 agag
seti segilerek 100 tekrarli analiz yapildiginda agacla ilgili aym verilere ulagilmistir.
Yeniden diizenlenen (rearragement) deger 2810°dir (Sekil 3.50).

Bootstrap analizi igin aym kriterlerde se¢ilen agac topolojisinde total, degismeyen
(constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine ayn1 olup en iyi

agag skoru 545, yeniden diizenlene (rearragement) deger 3738 “dir (Sekil 3.51).

Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NJ analizleride Sekil 3.52 ile Sekil 3.53°de
verilmistir. En yakin komgsu agac topolojilerinin karsilastirmali istatistiksel analizi
yapildifinda aga¢ tizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gére ayrilma 6nceligini

belirtmektedir.
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Carthamus dentatus B

Dis grup

Carthamus lanatus

Cardopatium corymbosum

Carlina biebersteinii h

1.klad

Carlina vulgaris

Carlina intermedia ~

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina lanata

Carlina subsp.pallescens 7

2.klad

Carlina graeca

Carlina corymbosa

Carlina subsp.libanotica
4 3 klad

Carlina involucrata subsp. libano

Carlina 16509

Atractylis cancellata

Sekil 3.48 Morfoloji ve ITS Verilerine Dayali1 Branch-and-Bound Aga¢ Topolojisi
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Carthamus dentatus M

Carthamus lanatus

Cardopatium corymbosum -/

~
Carlina biebersteinii
Carlina vulgaris
Carlina intermedia J

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina lanata

Carlina subsp.pallescens N

Carlina graeca

Carlina corymbosa W,

Carlina subsp.libanotica

Carlina involucrata subsp. libano

Carlina 16509

Atractylis cancellata

Dis grup

1.klad

2.klad

3.klad

Sekil 3.49 Morfoloji ve ITS Verilerine Dayali Branch-and-Bound Agag Topolojisi
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Strict

Carlina biebersteinii B

1.klad

Carlina vulgaris

Carlina intermedia _

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina lanata

Carlina subsp.pallescens

Carlina graeca

Carlina corymbosa

Carlina subsp.libanotica 3 klad
Carlina involucrata subsp. libano

Carlina 16509

Carthamus dentatus 3\

Carthamus lanatus Dis grup

Cardopatium corymbosum

Atractylis cancellata J

Sekil 3.50 Morfoloji ve ITS Verilerine Dayal: En Iyi 568 Agacin Strict Consensus Agag
Topolojisi
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Bootstrap

Carlina biebersteinii )
73
1.klad
100 Carlina vulgaris
61 Carlina intermedia g
Carlina oligocephala subsp. ol
Carlina subsp.pallescens
Carlina graeca
86 Carlina corymbosa
Carlina lanata
Carlina subsp.libanotica 2 Xlad
62 '
Carlina involucrata subsp. libano
Carlina 16509
Carthamus dentatus w
100
100 Carthamus lanatus 3 klad
Cardopatium corymbosum

Atractylis cancellata J

Sekil 3.51 Morfoloji ve ITS Verilerine Dayali Bootstrap Agag Topolojisi
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UPGMA
—— Carlina biebersteinii

1.Xklad

Carlina intermedia

Carlina vulgaris

J

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina subsp.pallescens

\
. 2 klad

—— Carlina graeca

Carlina corymbosa y

Carlina 16509

Carlina lanata

Atractylis cancellata

Cardopatium corymbosum

Carlina involucrata subsp. libano
—— Carthamus dentatus

Di1s grup

Carthamus lanatus

Carlina subsp.libanotica

Sekil 3.52 Morfoloji ve ITS Verilerine Dayali UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Aritmetic Mean) Agag Topolojisi
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NJ

Carlina biebersteinii B

1.Xlad

Carlina vulgaris

Carlina intermedia W,
Carlina oligocephala subsp. ol
( Carlina subsp.pallescens ™

—— Carlina 16509
2.klad

- Carlina graeca

Carlina corymbosa S

Carlina subsp.libanotica

Carlina lanata

Carlina involucrata subsp. libano

|— Carthamus dentatus N

L Carthamus lanatus Dlg grup

Cardopatium corymbosum

Atractylis cancellata J

—— 0.01 substitutions/site

Sekil 3.53 Morfoloji ve ITS Verilerine Dayali NJ (Neighbour Joining) Agag¢ Topolojisi
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Morfoloji ve frnL-F Sonu¢lar Kullanilarak Yapilan PAUP Analizi

1000 aga¢ seti segilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni agag¢lari olusturulmus ve total 562 afa¢ olusmustur. degismeyen (constant)
deger 219, degisken (variable) deger 92, bilgi verici (informative) deger 251, en iyi agag
say1si 647 ve en giivenilir agag sayist 1 bulunmustur. Sekil 3.54°de analizin sectigi iki agag
topolojisi verilmistir.

Heuristic Search yapilarak olusturulan Strict Consensus agacimda; yine 1000 agag
seti segilerek 100 tekrarli analiz yapildifinda agacla ilgili aym verilere ulagilmstir.
Yeniden diizenlenen (rearragement) deger 1134 (Sekil 3.55).

Bootstrap analizi igin aym kriterlerde segilen aga¢ topolojisinde total, degismeyen
(constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine ayni olup en iyi

agag skoru 557, yeniden diizenlene (rearragement) deger 1601°dir (Sekil 3.56).

Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NJ analizleride Sekil 3.57 ile Sekil 3.58°de
verilmigtir. En yakin komsu afa¢ topolojilerinin karsilastirmali istatistiksel analizi
yapildiginda agag tizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gore ayrilma onceligini

belirtmektedi.
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Carthamus dentatus

Carlina lanata \

—— Cardopatium corymhbosum

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina involucrata subsp. libano

1.klad

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Carlina intermedia

Carlina subsp.libanotica j

N

Carlina corymbosa

2.klad

Carlina 16509

Carlina vulgaris J/

Sekil 3.54 Morfoloji ve frunL-F Verilerine Dayali1 Branch-and-Bound Aga¢ Topolojisi
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Strict

Carlina lanata \

Cardopatium corymbosum

Carlina cligocephala subsp. ol

Carlina involucrata subsp. libano

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Carlina intermedia

Carlina subsp.libanotica J

Carlina corymbosa N

2.klad

Carlina 16509

Carlina vulgaris

Carthamus dentatus

Sekil 3.55 Morfoloji ve trnl-F Verilerine Dayali En Iyi 547 Agacin Strict Consensus
AgacTopolojisi
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1.klad




Bootstrap

53

69

100

62

86

88

63

Carlina lanata

Carlina involuerata subsp. libano

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carlina oligocephala subsp. ol

Cardopatium corymbosum

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Carlina intermedia

Carlina subsp.libanctica

Carlina corymbosa A

Carlina 16509

Carlina vulgaris

Carthamus dentatus

\

J

2.Xklad

Sekil 3.56 Morfoloji ve trnL-F Verilerine Dayali Bootstrap Agag¢ Topolojisi
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1.klad




UPGMA

Carlina lanata

Carlina involucrata subsp. libano

Carlina biebersteinii

Carlina graeca

Carlina oligocephala subsp. ol

Cardopatium corymbosum

Carthamus lanatus

Atractylis cancellata

Carlina corymbosa \

Carlina 16509

Carlina vulgaris

Carlina subsp.libanotica

Carthamus dentatus

Carlina intermedia )

hY

1.klad

2.Xklad

Sekil 3.57 Morfoloji ve frnL-F Verilerine Dayali UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Aritmetic Mean) Agac¢ Topolojisi
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NJ

Carlina lanata \

Cardopatium corymbosum
Carlina oligocephala subsp. ol
— Carlina biebersteinii

— Carlina graeca

—| - Carlina involucrata subsp. libano

Carthamus lanatus

/

Atractylis cancellata

Carlina subsp.libanotica -\

—— Cairlina intermedia

Carlina corymbosa

2 klad

Carlina 16509

Carlina vulgaris

—— Carthamus dentatus
——— 0.05 substitutions/site

Sekil 3.58 Morfoloji ve trnL-F Verilerine Dayali NJ (Neighbour Joining) Aga¢ Topolojisi
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1.klad




3.2.2.2.4 Morfoloji, ITS ve frnL-F Sonu¢lar1 Kullanilarak Yapilan PAUP

Analizi

1000 aga¢ seti secilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni agaglart olusturulmus ve total 1356 afa¢ olusmustur. Degismeyen (constant)
deger 681, degisken (variable) deger 301, bilgi verici (informative) deger 374, en iyi agac
sayist 1070 ve en giivenilir aa¢ sayist 1 bulunmustur, $ekil 3.59°de analizin sectigi iki

agac topolojisi verilmistir.

Heuristic Search yapllarak olusturulan Strict Consensus agacinda; yine 1000 agag
seti segilerek 100 tekrarli analiz yapildiginda afagla ilgili ayni verilere ulasilmigtir.
Yeniden diizenlenen (rearragement) deger 2630°dur (Sekil 3.60).

Bootstrap analizi i¢in aym kriterlerde segilen agag topolojisinde total, degismeyen
(constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine aymi olup en iyi

agag skoru 10835, yeniden diizenlene (rearragement) deger 866°dir. (Sekil 3.61)

Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NJ analizleride Sekil 3.62 ile Sekil 3.63°de

verilmigtir. En yakin komgu afa¢ topolojilerinin karsilagtirmali istatistiksel analizi

7 yapildiginda agag tizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gore ayrilma onceligini

belirtmektedir.
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Atractylis cancellata

Carlina corymbosa

1.klad

Carlina graeca

Carlina biebersteinii

Carlina involucrata subsp. libano

Carthamus dentatus ™

D1s grup

Carthamus lanatus

Cardopatium corymbosum W,

Carlina 16509

Carlina lanata

Carlina subsp.libanotica

Carlina vulgaris A

2 klad

Carlina intermedia

Carlina oligocephala subsp. ol Y,

Sekil 3.59 Morfoloji, ITS ve trnL-F Verilerine Dayali Branch-and-Bound Agag

Topolojisi
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Strict

Sekil 3.60 Morfoloji, ITS ve #rnL-F Verilerine Dayali En Iyi 1070 Agacin Strict

Consensus Aga¢ Topolojisi

136

Carlina corymbosa

Carlina graeca

Carlina biebersteinii

Carlina involucrata subsp. libano

Carthamus dentatus

Carthamus lanatus

Cardopatium corymbosum

Carlina 16509

Carlina lanata

Carlina subsp.libanotica

Carlina vulgaris

Carlina intermedia

Carlina oligocephala subsp. ol

Atractylis cancellata

2 klad



Bootstrap
Carlina corymbosa A

73

1.klad

Carlina graeca

52

Carlina biebersteinii

Carlina 16509

100

Carlina involucrata subsp. libano

94 ———— Carthamus dentatus )
100

Dis grup

Carthamus lanatus

100

Cardopatium corymbosum

Carlina vulgaris A
100

2.klad
90 Carlina intermedia

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina lanata

Carlina subsp.libanotica

Atractylis cancellata

Sekil 3.61 Morfoloji, ITS ve #ruL-F Verilerine Dayali Bootstrap Aga¢ Topolojisi

137



UPGMA

Carlina corymbosa

1.klad

Carlina graeca

Carlina 16509

Carlina biebersteinii

Carlina involucrata subsp. libano

Cardopatium corymbosum A
Dis grup
Carthamus dentatus
Carthamus lanatus )
. . A
Carlina vulgaris
2.klad

Carlina intermedia

Carlina oligocephala subsp. ol y

Carlina lanata

Atractylis cancellata

Carlina subsp.libanotica

Sekil 3.62 Morfoloji, ITS ve trul-F Verilerine Dayali UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Aritmetic Mean) Aga¢ Topolojisi
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NJ

Carlina corymbosa

Carlina graeca

Carlina 16509

Carlina involucrata subsp. libano

—— Carlina biebersteinii

Carlina vulgaris

Carlina intermedia

Carlina oligocephala subsp. ol

Carlina lanata

Atractylis cancellata

— 0.01 substitutions/site

Sekil 3.63 Morfoloji, ITS ve frnL-F Verilerine Dayali NJ (Neighbour Joining) Agagc

Topolojisi

— Carthamus dentatus

Carthamus [anatus

Cardopatium corymbosum

2.klad

Carlina subsp.libanotica
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4. SONUC VE TARTISMA

Filogenetik analizler son yillarda cok genis bir kullanim alanina sahip
olmugtur. Verilerin degerlendirilmesi igin Parsimoni en sik kullanilan metottur,
Olas1 biitiin agaglari degerlendirmek ve se¢im yapmak i¢in her birine farkls bir kriter
ya da skor verme esasina dayanir. Maksimum parsimoni en tutumlu olan yani

iliskiyi en gergekei yansitan agact belirlemektir.

Bu analizin diginda, genetik uzaklik metodu ise; dizi ¢iftleri arasindaki
farklilik ve uzaklhipin derecesine dayamr. Belirlenen uzaklik taksonlar arasinda
uzaklik matrisi olusturulmasinda kullanilir. Bu algoritmalarda kiime temelli yani
benzer dizi ¢iftleri kullanilarak yapilan UPGMA ve NJ ile bir¢ok agag topolojisini
karsilagtirarak en uygun olami belirleyen optimalite temelli algoritmalar kullamilir.

Bootstrap ¢alismasiyla elde edilen agacglarda ise; parsimoni kriterleri
kullanilarak istatistiksel olarak en giivenilir dali bulmak amaglanir. Yapilan galisma
ile elde edilen dallarda yiizdelik olarak ne oranda desteklendigi analiz edilir.
Bootstrap degeri %0-100 arasinda degisen degerlerdir. Kress ve arkadaslarinin
(2002) belirledigi bootstrap destek kriterlerine gore, >=%85 giiclii, %70-85 orta,
%50-70 zay1if, <%50 gok zayif olarak tanimlamiglardir.

Tiirkiye’de dogal yayilisa sahip olan Carlina taksonlar {izerinde yapilan
morfolojik gozlemler ve molekiiler sistematik analizler bir araya getirilerek bu temel
prensipler dahilinde filogenetik analiz yapilmistir. Yapilan ¢alismada olusturulan
farkll agaclarla, Carlina taksonlarinin akrabalik dereceleri morfolojik karakterlerle

beraber desteklenerek yorumlanmistir.

ITS, trnL-F ve morfoloji ile ilgili matrisler kullanilarak ayri ayrn PAUP
analizi yapilmstir. Branch- and —Bound aragtirma setinde, ideal kriter (optimality
criterion): Parsimony (MP), ek dizi (Addition sequence): furthest, ¢oklu agaglar
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(Multrees) secenegi etkili, bag (initial ‘MaxTrees’ setting) dizileme: 100, eer
maksimum dal vzunlugu sifir ise dal ¢6kmiis (collaps), kriter politomi (polytomies),
topolojik siirlama uygulanmamustir (topological constraints not enforced), agag

kokstiz tammlanmugtir.

Bootstrap analizi (Felsenstein) [116] 1000 tekrarli olarak filogenetik analizi

istatistiksel analizle destekleyen, dallarin giivenilirligini sunmaktadir.

PAUP analizlerinde dnce karakter temelli yontemlerden parsimoni kriterleri
kullanilarak Heuristik arama analizleri yapildi ve ortak karakter (consensus) agaglari
olusturuldu. Heuristic analizler maksimum 10000 agag {izerinden olacak sekilde
smirlandirildi. Olusan dallar degerlendirmek igin programda TBR (Tree- Bisection-
Reconnection) secildi. Tiim karakter tipleri sirasiz (unordered) ve esit agirlik olacak
sekilde belirlendi. Strict consensus, Bootstrap analizleri yapildi. Mesafe (Distance)
temelli yontemlerde ise UPGMA aritmetik ortalama kullanarak yapilan agirlikl
olmayan ¢ift grup yontemi ile komsu birlestirme yontemini iceren NJ metotlar

kullanildi.

ITS ve truL-F primerleri igin 15 taksonla dizileme yapildi. PAUP analizinde
Parsimoni ile yapilan heuristic search kriterlerine gore aga¢ olusturulmustur. DNA
dizilerine ilave olarak 28 morfolojik karakter kullamlmigtir. Yapilan Parsimoni
agaclarinin veri setleri ile ayri ayri birlestirilmis parsimoni agaglarinin veri setleri

beraber olarak verilmistir. (Tablo 4.1)
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! Tablo 4.1 Parsimoni Analizinde Temel ve Birlestirilmis Veri Setlerinin Durum Ozeti

Temel veri setleri Birlestirilmis veri setleri
ITS+ ITS+ truL- ITS+trnlLF+
ITS trnL-F | Morfo. | trul-F | Morfo. | F+tMorfo Morfo.
Toplam karakter 803 534 28 1337 831 562 1356
Bilgilendirici
karakter 129 224 - 351 157 251 374
(informative)
degismeyen
karakter 494 219 - 728 494 219 681
| (constant)
degisken 180 91 - 258 180 92 301
karakter(variable)
en iyl agag sayist 444 425 106 952 568 547 1070
en givenilir agag 24 16 2 1 2 1 1
say1sl
yeniden
diizenlenen deger | 6412 17276 - 1709 2810 1134 2630
(rearragement)
4.1 Temel Veri Setleri

4.1.1 Morfolojik Karakterlere Dayah Yapilan Filogenetik Analiz

PAUP analizi i¢in MP kriterlerinden “Kes-Bagla (Branch-and-Bound)”
algoritmasi kullanmlmistir. Optimizasyonlari birbirine ¢ok yakin olan agag topolojileri
arasindan gercegi en dogru yansitan dallanmayr bulmayr amaglayan bu analizde,
belirlenen algoritmalardan elde edilen 106 tane en iyi parsimoni agacindan
yararlamlmigtir. Bunlardan 2 tanesi en giivenilir agag topolojisine sahip agactir
(Sekil 3.25, Sekil 3.26).

Morfoloji igin yapilan Parsimoni analizinde toplam 28 karakter kullanilmgtir.

Sekil 3.25 ve Sekil 3.26°daki aga¢ topolojilerine bakildiginda dig grup olarak segilen

Cardopatium corymbosum, Carlina taksonlarina en uzak tiir olarak belirlenmistir.
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Carthamus ve Atractylis tirleri Carlina’ya daha yakin tiirler olarak géziikmektedir.
Carlina tiirleri ise kendi icinde beklendigi sekilde gruplagmustir (Sekil 3.25, 3.26).

Her iki agacta da C. corymbosa, C. greaca ve C. involucrata monofiletik bir
grup olarak ayrlmistir. Bu durum kalict roset yapraklara sahip olmamalari,
kapitulalarinin genis ve saman renginde olmasi, parcalt yaprakli ve belirgin tepe
dikenleri ile desteklenir. C. lanata 6zellikle 1. afagta diger tiirlerden tek yillik
olmas: ve fillarilerinin pembe-mor olmas: ile daha iyi ayrilmugtir. C. vulgaris, C.
biebersteinii ve C. intermedia her iki aga¢ topolojisinde de monofiletik bir grup
olusturmuslardir. Bu tiirlerin iki yillik, saman rengi fillarilere sahip olmalari, gévde
yapraklaninin ovat-lanseolat, dereceli veya ani kisalmasi ile beyaz oriimcek agsi
tiylenmenin  ortak olarak gozlenmesiyle aga¢ topolojisindeki ayrim
desteklenmektedir. C. oligocephala subsp. oligocephala ile C. oligocephala subsp.
pallescens taksonlar1 monofiletik bir grup olarak ayrnlmistir. C. oligocephala 'nin iki
alttliri olan bu taksonlar benzer ortak &zellik olarak genelde tabanda dallanmus,
kalic1 roset yaprakli, saman rengi fillarili, stk oriimcek ags: tiiylii lineer-lanseolat
yaprakli olmalariyla diger taksonlardan ayrnlmustir. Carlina sp. (BY16509) olarak
verilen her iki agag¢ topolojisinde de diger taksonlardan tamamen ayr diismiistiir.
Cok yillik, tabanda genelde dallanmusg, dig fillarilerin igtekileri gegmesi ve Oriimcek
ags1 tiiylenmenin belirgin olmasina ragmen ovat-oblong yapraklariyla diger yakin
tiirlerden belirgin olarak ayrilmistir. Bu durum agag topolojisinde de gézlenmektedir
(Sekil 3.25, 3.26).

Sekil 3.27°da verilen heuristik search yapilarak belirlenen strict consensus
agact biitlin dallan karsilagtirarak en fazla olusan dallarin bir araya getirildigi,
olabilecek en giivenilir aga¢ topolojisini vermistir. Bu agac incelendiginde; dis grup
olarak belirlenen tiirler ve Carlina sp. (BY16509) olarak verilen Carlina drnekleri
belirgin olarak diger Carlina taksonlarindan ayr diismiistiir. Bu dal ayrimi Branch-
and-Bound analizinde tartisilan morfolojik gzlemlerle yine uygunluk gostererek
desteklenmistir. C. oligocephala subsp. oligocephala ve C. oligocephala subsp.
pallescens taksonlar1 monofiletik grup olusturmustur. C. intermedia, C. biebersteinii
ve C. vulgaris tiirleride beraber monofiletik grup olusturarak morfolojik veriler

desteklenmistir. C. corymbosa ile C. graeca ve C. involucrata ile C. lanata tiirleri
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monofiletik gruplar olugtururken hepsi bir arada gozlendiginde parafiletik bir grup
olusturmuslardir. Bu kardes gruplar yine yukarida belirtilen morfolojik zelliklerle
desteklenmistir (Sekil 3.27).

Sadece 1 dal bootstrap degerinde %69 ile %50°nin lizerinde anlamli bir
glivenirlik vermistir. Analizinde %69 ile C. oligocephala taksonlari arasindaki
monofiletiklik desteklenmistir. Carlina’nin diger tiirleri ve dig grup olarak belirlenen
tirler arasinda istatistiksel veriler %50°nin ¢ok altinda kaldifindan, agag
topolojisinde gorilinfir bir ayrima imkan vermediginden yorumlanamamistir. Bu

tiirler politomi gostermektedir (Sekil 3.28, Sekil 4.1).

Maksimum Parsimoni yontemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmigtir. UPGMA Analizi sonucu olugan filogenetik
agac Sekil 3.29°da, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ Sekil 3.30°da
gOsterilmistir.

Genetik uzaklik metodu, dizi c¢iftleri arasindaki farkin derecesine ve
uzakligina dayamir. Bu uzaklik taksonlar arasinda uzaklik matriksi olugturmak igin
kullamilabilir. Uzaklik metodunda iki farkli algoritma kullamilir. Bunlardan biri
kiime temelli digeri ise optimalite (en iyilik) temelli algoritmalardir. Kiime temelli
algoritmalarda uzaklik matriksi en benzer dizi ciftlerinden baslanarak yapilir.
UPGMA ve NJ olmak fizere iki ¢esidi vardir. Optimalite temelli algoritmalarda ise
birgok aga¢ topolojisini kiyaslar ve agaglar arasinda verilere goére en iyl uydugu

diistiniileni secer.

Filogenetik agagtaki uzun olan dallar giintimiize en yakin olan atayi
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski(ilkel) atay1r gostermektedir. Sekil
3.31°daki UPGMA analizinde dal uzunluklari esit olarak hesaplanmaktadir. Bu
metot ilk kullamlan metot olup giinlimiizde kardes taksonlarin aym oranda
mutasyona ugrama sartlarimin gecerli kabul edilmemesinden dolay:r Neigbbour
Joining (Komsu Katilim) metoduyla mesafelerin 6lgiilmesi geregini ortaya
¢ikarmistir ve yaygin bir sekilde kullamlmaktadir (Sekil 3.29). Sekil 3.30°da ise NJ
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analizi sonucunda olusan filogenetik agagtaki dal uzunluklarmn biribirinden farkli

oldugu gozlemlenmektedir. Filogramdaki bu dal uzunluklarinmin farkli olmas: tiirlerin

hangisinin daha dnce veya sonra evrimlestigini gosterir.

Dis

grup

L Calnageaca

L Carihames lanaiins
T | Disgrup

Caina 16500

. Carina bieberslein

Dis grup

88

— Cana ol subsp oBpocephala

L Colna ol subsp pallescens

Sekil 4.1 Morfoloji Verilerine Dayali Branch-and-Bound 1 numarali Agag Uzerine

Bootstrap Degerleri Islenmis Agag Topolojisi
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4.1.2 ITS Sonuglarma Dayah Yapilan Filogenetik Analiz

PAUP analizi igin MP kriterIerinden“Kes-Bégia (Branch-and-Bound)”
algoritmast kullanilarak yapilan analizde 444 tane en iyi parsimoni aZacindan
yararlamilmistir. Bunlardan 24 tanesi en glivenilir aga¢ topolojisine sahip agagtir ve
ilk ti¢ agac secilerek tartigilmigtir (Sekil 3.31, Sekil 3.32, Sekil 3.33) .

ITS igin yapilan Parsimoni analizinde toplam 803 kriter kullanilmistir. Sekil
3.31, Sekil 3.32 ve Sekil 3.33°deki aga¢ topolojilerine bakildiginda dis grup olarak
secilen Cardopatium corymbosum, Carthamus lanatus, Carthamus dentatus ve

Atractylis cancellata tiirleri Carlina taksonlarindan beklendigi gibi ayn diismiigtiir.

Her ii¢ agagta da C. vulgaris, C. biebersteinii ve C. intermedia agag
topolojisinde de monofiletik bir grup olugturmuglardir. Bu tiirlerin iki yillik, saman
rengi fillarilere sahip olmalari, gévde yapraklarinin ovat-lanseolat dereceli veya ani
kisalmas: ile beyaz Oriimcek agsi tiiylenmenin ortak olarak gozlenmesiyle, agag
topolojisindeki ayrim morfolojik olarakta desteklenmektedir. C. lanata ¢ agagtada
diger biitiin Carlina taksonlarindan ayri bir dalda gozlemlenmektedir. Bu tiir diger
tirlerden morfolojik olarak tek pembe kapitulali ve tek yillik olmasiyla da
aynlmaktadir. C. oligocephala subsp. oligocephala ve C. oligocephala subsp.
pallescens monofiletik bir grup olarak ozellikle 2. ve 3. aga¢ topolojilerine
ayrilmigtir. Bu durum kalici roset yapraklara sahip olmamalari, kapitulalarinin genig
ve saman renginde olmasi, pargali yaprakli ve belirgin tepe dikenleri ile morfolojik
olarak ta desteklenir. Carlina sp. (BY16509) olarak tanimlanan Carlina tirl her {ig
agac topolojisinde de diger taksonlardan ‘tamamen ayr1 digmistiir. Ama C.
oligocephala subsp. pallescens, C. corymbosa, C. greaca ve C. involucrata subsp.
libanotica tiirlerine daha yakin durarak monofiletik grup iginde degerlendirilebilir.
Cok yillik, tabanda genelde dallanmig, dis fillarilerin ictekileri gegmesi ve driimeek
agsi tilylenmenin belirgin olmasina ragmen ovat-oblong yapraklariyla diger yakin
tiirlerden belirgin olarak ayrilmistir. Bu durum morfolojik olarakta desteklenmektedir
( Sekil 3.31, Sekil 3.32, Sekil 3.33).
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Sekil 3.34°de verilen heuristik search yapilarak belirlenen strict consensus
agac1 biitlin dallar1 karsilagtirarak en fazla olugan dallarn bir araya getirildigi
olabilecek en giivenilir afa¢ topolojisini vermistir. Bu aZa¢ incelendiginde; dig grup
olarak belirlenen tiirler Carlina taksonlarindan ayri diigmiistir. C. intermedia, C.
biebersteinii ve C. vulgaris tlirleri beraber monofiletik grup olusturmuslardir.
Yukarida verildigi gibi morfolojik verilerle de bu durum desteklenmistir. C.
oligocephala subsp. oligocephala tiirii bu {i¢ tlirle monofiletik bir grup olustururken
icteki fillarilerin renginin saman rengi olmasi ve yapraklarin lineer-lanseolat olmasi
oriimeek ags1 tily durumuyla da morfolojik olarak ta benzerlik géstermektedir.
C.lanata beklenildigi gibi Carlina tiirlerinden ayr1 diismiistiir. Tek pembe fillari
durumuylada morfolojik olarak ayrilan bir tiir olarak molekiiler analizlerde de
ayrimistir. C. oligocephala subsp. pallescens, C. graeca, C. corymbosa C.
involucrata subsp. libanotica taksonlar1 ve Carlina sp. (BY16509) 6rnegi tek bir
kokten dallanarak politomi olugturmustur. Bu durum yapilan analizlerde ortak bir
dal yogunluguna ulagilamamasindan olabilir (Sekil 3.34).

Bootstrap analizinde %89 ile C. biebersteinii ve C. vulgaris tiirleri %100 gibi
tam bir degerle de bu iki tiirden ¢ok iyi bir giivenilirlikle ayrilmistir. C. intermedia’
daki bu aynm morfolojik olarak dig fillarilerin ictekilerden kisa ve yaprak
boyutlarinin iki tiirden farkli olmasiyla desteklenebilir. C. oligocephala subsp.
oligocephala %59 ile desteklenmistir. C. oligocephala subsp. pallescens, C. graeca,
C. corymbosa C. involucrata subsp. libanotica ve Carlina sp. (BY16509) tiirleri %55
ile zay1f desteklenerek yine politomi géstermektedir. C. oligocephala tiirleri %81 ile
kuvvetli desteklenerek ayrilmustir. Dis grup olarak belilenen Carthamus tiirleri
%100 tam desteklenerek, bu tiirler %86 ile yine kuvvetli desteklenerek Cardopatium
corymbosum ile Atractylis cancellata’dan aynlnustir. %72 ile Carlina taksonlar1 dig
gruplardan iyi derecede desteklenerek ayrilmigtir (Sekil 3.35, Sekil 4.2).

Maksimum Parsimoni yontemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmistir. UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik
aga¢ Sekil 3.36°da, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ Sekil 3.37°de

gOsterilmistir.
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120
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Filogenetik agactaki uzun olan dallar giiniimiize en yakin olan atayi
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski (ilkel) atayr gostermektedir. Sekil
3.36’daki UPGMA analizinde dal uzunluklar esit olarak hesaplanmaktadir. Bu
metot ilk kullamlan metot olup gliniimiizde kardes taksonlarin aymi oranda
mutasyona ugrama sartlarinin gegerli kabul edilmemesinden dolay1 Neigbour Joining
(Komsu Katilim) metoduyla mesafelerin 6lgiilmesi geregini ortaya ¢tkarmistir ve
yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir. Sekil 3.37°de ise NJ analizi sonucunda olusan
filogenetik agactaki dal uzunluklarimin birbirinden farkli oldugu gézlemlenmektedir.
Filogramdaki bu dal uzunluklarinin farkli olmas: tiirlerin hangisinin daha énce veya

sonra evrimlegtigini g&sterir.

4.1.3 trnL-F Sonuclarina Dayali Yapilan Filogenetik Analiz

PAUP analizi igin MP kriterlerinden“Kes-Bagla (Branch-and-Bound)”
algoritmas1 kullanilarak yapilan analizde 425 tane en iyi parsimoni afacindan
yararlanilmistir. Bunlardan 16 tanesi en giivenilir agag topolojisine sahip agagtir ve

bu aga¢lardan en giivenilir tek bir aga¢ olusmustur (Sekil 3.38).

trnL-F i¢in yapilan Parsimoni analizinde toplam 534 kriter kullanilmustir.
Sekil 3.38"deki agag topolojisine bakildiginda C. corymbosa, C. vulgaris ve Carlina
sp. (BY16509) tiirleri monofiletik bir grup olusturmustur. Bu tiirler saman rengi
fillarilere ovat ya da ovat- lanseolat yaprakli olmalar1 ve seyrek tiiylii olmalariyla da
morfolojik olarak desteklenmektedir. Diger Carlina tlirleri ise dis gruplar ile
monofiletik bir grup olusturmaktadir. Sadece Carthamus dentatus biitiin tlirlerden
ayr diismiistiir. Diger dis grup tiirii olan Carthamus lanatus 'dan pembe kapitulumlu
olmasryla morfolojik olarak da ayrilarak agag¢ topolojisini desteklemektedir. (Sekil
3.38)

Sekil 3.39’de verilen heuristik search yapilarak belirlenen strict consensus
agaci biitiin dallann karsilastirarak en fazla olusan dallarn bir araya getirildigi
olabilecek en glivenilir afa¢ topolojisini vermektedir. Bu aga¢ incelendiginde; C.
corymbosa, Carlina sp. (BY16509), C. vulgaris, Carthamus dentatus, C. subsp.

libanotica gerekli siklikta aymi dali vermediginde ayrilamamis ve politomi
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olusturmustur. Yine aym sekilde C. involucrata subsp. libanotica, C. biebersteinii,
C. graeca gerekli siklikta aym dali vermedifinde ayrilamamis ve politomi
olusturmustur.  C.lanata Cardopatium corymbosum ile C. oligocephala subsp.
oligocephala monofiletik grup olusturmuglardir. C.lanata ile Cardopatium
corymbosum’un pembe-mor yakin kapitulum rengine sahip olmalan morfolojik
olarak ta bu dal1 desteklemektedir.

Bootstrap analizinde %64 ile C.lanata, C. involucrata subsp. libanotica, C.
biebersteinii, C. graeca, C. oligocephala subsp. oligocephala, Cardopatium
corymbosum; C. corymbosa, Carlina sp. (BY 16509), C. vulgaris, Carthamus
dentatus politomi gostermektedirler. Dolayisiyla zayif desteklenmesi beklenmistir.
Bu grupla Carthamus lanatus %90 desteklenerek aynlir, Atractylis cancellata ise bu
grubun hepsinden %100 tam desteklenerek ayrlmustir (Sekil 3.40, Sekil 4.3).

Maksimum Parsimoni yéntemine ek olarak mesafe temelli yéntemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NIJ
(neighbor joining) analizleri yapilmigtir. UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik
aga¢ Sekil 3.41°de, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ Sekil 3.42’de
gOsterilmisgtir.

Filogenetik afactaki uzun olan dallar giiniimiize en yakin olan atay:
gOstermektedir, kisa olan dallar ise en eski(ilkel) atayr gostermektedir. Sekil
3.41°deki UPGMA analizinde dal uzunluklar esit olarak hesaplanmaktadir. Bu
metot ilk kullamilan metot olup giinlimiizde kardes taksonlarn aymi oranda
mutasyona ugrama gartlarimn gegerli kabul edilmemesinden dolay1 Neigbour Joining
(Komsu Kafilim) metoduyla mesafelerin &lgiilmesi gerefini ortaya ¢ikarmistir ve
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Sekil 3.42°de ise NJ analizi sonucunda olusan
filogenetik agactaki dal uzunluklarinin birbirinden farkli oldugu gézlemlenmektedir.
Filogramdaki bu dal uzunluklarinin farkli olmas: tiirlerin hangisinin daha 6nce veya

sonra evrimlestigini gsterir.

150



!
|
Caifhamus dentains] D15 grup
* "
M Wlnm:n:l g
grup
) b Py pi . _d
!
| & Catina bichersisng
| 90 _
| mﬂmm.ﬁmn
100
Canlhvams lanmlis
Dis grup
- AiracyEs cancelab
78
:

Carli vl !

Sekil 4.3 #rnL-F Verilerine Dayali Branch-and-Bound 1 numarali Aga¢ Uzerine
Bootstrap Degetleri Islenmis Agac Topolojisi

151



4.2 Birlestirilmis Veri Setleri

4.2.1 ITS ve trnL-F Sonug¢laria Dayali Yapilan Filogenetik Analiz

PAUP analizi i¢in MP kriterlerinden“Kes-Bagla (Branch-and-Bound)”
algoritmasi kullanilarak yapilan birlestirilmis analizde 952 tane en iyi parsimoni
agacindan yararlanilmigtir. Bunlardan 1 tanesi en giivenilir aga¢ topolojisini

vermigtir ve bu tartisilmustir (Sekil 3.43).

ITS ve trnL-F i¢in yapilan birlegtirilmis Parsimoni analizinde toplam 1337
kriter kullanilmigtir. Sekil 3.43 ve Sekil 3.44’°de verilen heuristik search yapilarak
belirlenen strict consensus agact incelendifinde aym aga¢ topolojisiyle
kargilasilmigtir.  Bu iki afa¢ Bootstrap analizi ile beraber tartisildiginda dallarin
glivenilir ayrimi daha iyi yorumlanabilir. C. lanata, C. involucrata subsp. libanotica,
C. biebersteinii, C. greaca, Carthamus lanatus, Atractylis cancellata, Cardopatium
corymbosum, C. oligocephala subsp. oligocephala tiirleri diger Carlina tiirlerinden
%100 tam destekle ayrilarak monofiletik bir grup olusturmustur. Yine bu tiirler
Bootstrap agacinda %70-99 arasinda degisen c¢ok iyi desteklenen dallar
olusturmustur. Ozellikle dis grup olarak belirlenen tiirler olan Atractylis cancellata,
Cardopatium corymbosum, Carthamus dentatus ve Carthamus lanatus aZacta iyi

desteklenerek ayrilmigtir (Sekil 3.45).

C. corymbosa, Carlina sp. (BY 16509), C. subsp. libanotica, C. vulgaris, C.
intermedia tiirleride %99 gibi yiiksek bir giivenilirlikle diger tlirlerden ayrilmistir.
Kendi aralarinda monofiletik bir grup olusturan bu tiirlersn kendi aralarinda yine
%66-96 arasinda degisen bir iyi bir giivenilirlikle dal olusturduklar1 goriilmektedir
(Sekil 3.62) . Bu tiirler morfolojik olarak da saman rengi fillarilere sahip olmalari,
gbvde yapraklarimin ovat-lanseolat ya da lineer-lanseolat beyaz Griimcek ags1 tiiylii
olmalari, kapitula biiyiikliklerinin yakin olmasi dallanma g@stermelerini
desteklemektedir (Sekil 3.45, Sekil 4.4).

Maksimum Parsimoni yontemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
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(neighbor joining) analizleri yapilmistir. UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik
, agag Sekil 3.46°da, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik afa¢ Sekil 3.47°de
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Filogenetik agactaki uzun olan dallar giiniimiize en yakin olan atay:
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski(ilkel) atay: gostermektedir. Sekil 3.46
"daki UPGMA analizinde dal uzunluklar1 esit olarak hesaplanmaktadir. Neigbour
Joining (Komsu Katilim) metoduyla mesafelerin Olglilmesi ile Sekil 3.47°de
filogenetik agagtaki dal uzunluklarinin birbirinden farkli oldugu gézlemlenmektedir.
Filogramdaki bu dal uzunluklarinin farkl: olmas: tiirlerin hangisinin daha &nce veya

sonra evrimlestigini gdsterir.
4.2.2 Morfoloji ve ITS Sonuclarina Dayah Yapilan Filogenetik Analiz

PAUP analizi i¢cin MP kriterlerinden “Kes-Bagla (Branch-and-Bound)”
algoritmasi kullamilarak yapilan birlestirilmis analizde 568 tane en iyi parsimoni
agacindan yararlamlmugtir. Bunlardan 2 tanesi en giivenilir afa¢ topolojisini

vermigtir ve bu agaclar tartisilmistir (Sekil 3.48, Sekil 3.49).

Morfoloji ve ITS igin yapilan birlestirilmis Parsimoni analizinde toplam 831
kriter kullanilmigtir. Sekil 3.48 ve Sekil 3.49°daki aga¢ topolojilerine bakildiginda
dis grup olarak secilen Cardopatium corymbosum, Carthamus lanatus, Carthamus
dentatus ve Atractylis cancellata tiirleri Carlina taksonlarndan beklendigi gibi ayrn
dismistlir. Carthamus tilirleri kardes grup olarak Cardopatium corymbosum ile
monofiletik grup olusturacak sekilde agag topolojilerinde yer almistir. Her iki agacta

da C. vulgaris, C. biebersteinii ve C. intermedia aga¢ topolojisinde de monofiletik

* bir grup olusturmuslardir. Bu tiirlerin iki yillik, saman rengi fillarilere sahip olmalar,

gtvde yapraklarinin ovat-lanseolat dereceli veya ani kisalmasi ile beyaz Oriimcek
ags1 tliylenmenin ortak olarak gtzlenmesiyle aga¢ topolojisindeki ayrim morfolojik
olarakta desteklenmektiedir. Ayri PAUP analizlerinde de bu tiirler i¢in aym
sonuglara ulasilmistir. C. lanata iki agacta C. vulgaris, C. biebersteinii, C.
intermedia ve C. oligocephala subsp. oligocephala ile monofiletik grup
olusturmustur. Bu tiir diger tiirlerden morfolojik olarak tek pembe kapitulali ve tek
yillik olmasiyla da ayrilmaktadir. C. involucrata'min farkli lokalitelerden toplanan
tiirleri beklendigi gibi kardes grup olarak bir araya dismistir. Carlina sp.
(BY16509) tiirti diger Carlina’lardan ayrilmis ve C. involucrata tiirti ile monofiletik
grup olusturmugtur. Kapitula renginin saman rengi ve yakin biiyiikliikte olmasi, dig
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fillarilerin ictekileri gecmesi ve 6riimcek agsi tliylenmenin belirgin olmasina ragmen
ovat-oblong yapraklariyla diger yakin tiirlerden belirgin olarak ayrilir. Bu 6zellikler
C. oligocephala subsp. pallescens, C. corymbosa, C. greaca ftiirlerinin hem kendi
aralarinda monofiletik grup olmasim hem de C. imvolucrata ve Carlina sp.
(BY16509) tiirleri ile olan monofiletikligi destekmektedir (Sekil 3.48, Sekil 3.49) .

Sekil 3.50’de verilen heuristik search yapilarak belirlenen strict consensus
agaci incelendiginde; ilk goze carpan durum C. oligocephala subsp. pallescens, C.
graeca ve C. corymbosa nin politomi géstermesidir. Bu durum Bootstrap analizi ile
de desteklenmistir. C. intermedia, C. biebersteinii ve C. vulgaris tiirleri beraber
monofiletik grup olusturmuslar ve Bootstrap analizinde bu monofiletiklik %100
desteklenmistir. C. involucrata tirleri Carlina sp. (BY16509) ile monofiletik grup
olusturmus ve bu durum Bootstrap analizinde C. involucrata tiirlerinde %62 olarak
orta derecede desteklenirken Carlina sp. (BY16509) ile olan durum %96’lik ¢ok
kuvvetli bir oranda desteklenmistir (Sekil 3.51, Sekil 4.5) .

Dis grup olarak belirlenen tiirler Carlina taksonlarindan ayr diismiistiir.
Carthamus lanatus, Carthamus dentatus, Cardopatium corymbosum ve Atractylis
cancellata %100 desteklenerek Carlina tiirlerinden beklendigi gibi ayrilmistir (Sekil
3.48, Sekil 3.49, Sekil 3.51).

Maksimum Parsimoni ydntemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden -
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmigtir. UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik
agag Sekil 3.52°de, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ Sekil 3.53°de

goOsterilmistir.

Filogenetik agactaki uzun olan dallar giiniimiize en yakin olan atay:
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski (ilkel) atay1r gdstermektedir. Sekil
3.52’deki UPGMA analizinde dal uzunluklar1 esit olarak hesaplanmaktadir.
Neigbour Joining (Komsu Katilim) metoduyla mesafelerin olgililmesi ile Sekil
3.53°de filogenetik agagtaki dal uzunluklarimin birbirinden farkhh oldugu
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gozlemlenmektedir.  Filogramdaki bu dal uzunluklanmn farkli olmasi tiirlerin

hangisinin daha 6nce veya sonra evrimlestigini gdsterir.
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4..2.3 Morfoloji ve trnL-F Sonuclarma Dayalh Yapilan Filogenetik Analiz

PAUP analizi igin MP kriterlerinden “Kes-Bagla (Branch-and-Bound)”
algoritmas: kullanilarak yapilan birlestirilmis analizde 547 tane en iyi parsimoni
agacindan yararlanilmigtir. Bunlardan 1 tanesi en glivenilir aga¢ topolojisini

vermistir ve bu agag tartisilmistir (Sekil 3.54).

Morfoloji ve trnL-F i¢in yapilan birlestirilmis Parsimoni analizinde toplam
562 kriter kullanilmistir. Sekil 3.54’deki analiz ile Sekil 3.55°deki heuristik search
yapilarak belirlenen strict consensus agaci incelendiinde; C. corymbosa ve Carlina
sp. (BY16509) tiirleri ile C. vulgaris monofiletiktir. Bu durum {i¢ tlirin de ovat-
lanseolat yaprakli, saman rengi fillarilere sahip, benzer tiiylenmenin olmasiyla
morfolojik olarak ta desteklenir. Carthamus dentatus tiirii Sekil 3.54 ve Sekil 3.55"de
ayni sekilde dis grup olmas: nedeniylede beklendigi gibi biitiin Carlina tiirlerinden
ayr1 diismiistir. Diger biitlin tiirler kendi aralarinda monofiletik grup
olusturmuslardir. '

C. lanata, C. involucrata subsp. libanotica, C. biebersteinii, C. greaca, C.
oligocephala subsp. oligocephala ile Cardopatium corymbosum Bootstrap analizinde
politomi gostermistir. Bu dallarin zayif olarak desteklendigi %53°liikk orandan da
belli olmaktadir (Sekil 3.56). Politomi olusturan bu tiirler %100 tam destekle
Atractylis cancellata’dan aynlir. C. corymbosa ve Carlina sp. (BY 16509) tiirleri
%88 gibi yliksek bir destekle monofiletik grup olustururlar. Bu durum ¢oky1llik bitki
olmalari, yapraklarimin ovat ya da ovat-lanseolat olmast ve tepe dikenlerinin yakin
uzunlikta olmalariyla da morfolojik olarak desteklenir. Ayrica bu iki tiir C. vulgaris
tlirti ile %63 desteklenerek monofiletik bir grup olusturmustur (Sekil 3.56, Sekil 4.6).

Maksimum Parsimoni yOntemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmigtir,. UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik
agac Sekil 3.57°de, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ Sekil 3.58°de

gdsterilmistir.
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Filogenetik agactaki uzun olan dallar giiniimiize en yakin olan atay:
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski (ilkel) atayr gOstermektedir. Sekil
3.58’deki UPGMA analizinde dal uzunluklari esit olarak hesaplanmaktadir.
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Neigbour Joining (Komsu Katiim) metoduyla mesafelerin &lglilmesi ile Sekil
3.59°da filogenetik agagtaki dal uzuniuklarimin birbirinden farkli oldugu
gbzlemlenmektedir. Filogramdaki bu dal uzunluklarmin farkli olmas: tlirlerin

hangisinin daha 6nce veya sonra evrimlestigini gdsterir.

4.2.4 Morfoloji, ITS ve frnL-F Sonuclarina Dayah Yapilan Filogenetik
Analiz

PAUP analizi i¢in MP kriterlerinden “Kes-Bagla (Branch-and-Bound)”
algoritmas1 kullanilarak yapilan birlestirilmis analizde 1070 tane en iyi parsimoni
afacindan yararlamilmigtir. Bunlardan 1 tanesi en glivenilir agag topolojisini

vermigtir ve bu agag tartisilmistir (Sekil 3.59).

Morfoloji, ITS ve trnL-F ile yapilan birlestirilmis Parsimoni analizinde
toplam 1356 kriter kullamlmistir. Sekil 3.59 ve Sekil 3.60°daki heuristik search
yapilarak belirlenen strict consensus agaci incelendiginde; C. vulgaris, C. intermedia
ve monofiletik bir grup olusturmuslardir. Saman rengi fillarilere sahip olmalari,
lanseolat yaprakli, kuvvetli dikenli olmalann ve C. oligocephala subsp.
oligocephala’'min dis fillarilerinin igtekileri gegmesiyle diger iki tiirle olan morfolojik
ayrimu ve kardes grup olmasi desteklenmistir. Bootstrap analizinde C. vulgaris, C.
intermedia %100 tam, C. oligocephala subsp. oligocephala ile olan monofiletiklikte
%90 kuvvetli desteklenerek dalin giivenilirligi agiklanabilir.

Agac topolojilerine bakildifinda dis grup olarak secilen Cardopatium
corymbosum, Carthamus lanatus, Carthamus dentatus ve Atractylis cancellata
tiirleri Carlina taksonlarindan beklendigi gibi ayr1 diismiistiir. Carthamus tiirleri
kardes grup olarak Bootstrap analizinde %100, Cardopatium corymbosum ile
monofiletik grup olusturmasi da %100 tam desteklenerek agac¢ topolojilerinde yer
almigtir (Sekil 3.59, Sekil 3.60, Sekil 3.61, Sekil 4.7).

C. corymbosa ve C. greaca tiirleri Sekil 3.59 ve Sekil 3.60°daki agac
topolojilerinde kardes grup olusturmustur. Bu durum Bootstrap analizinde %73 ile
orta derecede desteklenir (Sekil 3.61). Ayni sekilde bu monofiletiklik yapraklarin
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pinnatifit olmasi, kapitula renginin ve genigliginin yakin olmasi, dis fillarilerin
tabanda kalin olnas: ile de desteklenir. C. biebersteinii ve Carlina sp. (BY16509)
tiirleri ise C. corymbosa ve C. greaca tiirleri ile politomi olugturarak Sekil 3.61°de

Bootstrap analizinde %52 zayif ayrim ile desteklenmisgtir.

Ayn analizlerde C. lanata, C. subsp. libanotica ve Atractylis cancellata
politomi gdstererek ¢éztimlenememistir (Sekil 3.59) . Yine C. corymbosa, C. greaca,
C. biebersteinii ve Carlina sp. (BY16509) tiirleri ile C. involucrata subsp. libanotica
%100 tam desteklenerek ayrilmistir. Yapraklarin pinnatisekt olmasi ve kapitula
biiyiikligt ile fillarilerin genis topuz tabanli olmasi ile morfolojik olarak da bu

durum desteklenmistir.

Maksimum Parsimoni y&ntemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmistir. UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik
agac Sekil 3.62°de, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ Sekil 3.63’de
gosterilmistir.

Filogenetik agactaki uzun olan dallar giiniimiize en yakin olan atayi
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski (ilkel) atay1 gOstermektedir. Sekil
3.62°deki UPGMA analizinde dal uzunluklari esit olarak hesaplanmaktadir.
Neigbour Joining (Komgsu Katilim) metoduyla mesafelerin olgtilmesi ile Sekil
3.63’de filogenetik agagtaki dal wuzunluklarimin birbirinden farkli oldugu
gézlemlenmektedir.  Filogramdaki bu dal uzunluklarmin farkli olmasi tiirlerin

hangisinin daha 6nce veya sonra evrimlestigini gosterir.
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Bu ¢alismaya konu olan Carlina cinsi Asteraceae familyasinin problemli bir
cinsidir. Calisma Tiirkiye’de vyayihs gosteren Carling thrleri kullamlarak
gerceklestirilmistir.  C. traganthifolia tirii sadece adalarda tamimlanan bir tiir
oldugundan calismaya dahil edilememigtir. Cinsin Tiirkiye’deki dogal yayilis
alanlarma bakildiginda biitiin bdlgelere yayilmis oldugu goriilmektedir. Gezilen
herbaryumlarda gozlemlenen orneklerin lokaliteleri Flora of Turkey’de verilen
lokalitelere ilave edilerek cinsin glintimiizdeki yayilis sinirlar: daha net belirlenmeye
calisilmistir. En genis yayilisa C. oligocephala subsp. oligocephala taksonunun
sahip oldugu anlasilmugtir,

Carlina tlirleri arasinda 6ncelikle morfolojik inceleméler yapilnugtir.
Tiirlerin teshislerindeki eksik goériilen tanimlamalar yapilmistir. Cinsin kapitulum,
yaprak ozellikleri ve tiiylenme durumlan yeniden gézden gecirilmistir. Tiipsii ¢igek
ve aken 6zellikleri ilave edilmistir. En fazla C. corymbosa, C. graeca ile C. vulgaris,
C. biebersteinii tirleri arasmnda giiclilkler yasandifi gézlenmistir.  Diizgiin
orneklemenin yapilmamast bunun en &nemli nedenidir. Ornegin rozet ve gdvde
yapraklarindaki 6zellikler bu tiirlerin ayriminda 6nemli karakterlerdir. Bunlarin
eksikligi tiirlerin ayriminda sorun yaratmaktadir,

Morfolojik verileri desteklemek amaciyla ITS ve trnL-F primerleri ile
molekiiler analizler yapilmistir. ITS ve trnL-F ile yapilan molekiiler analizler
morfolojik veri setleri ile beraber yorumlanarak olusturulan birlestirilmis agag

topolojisinde beklenen sonuglara ulagilmistir.

Dis grup olarak belirlenen Atractylis cancellata, Carthamus dentatus,
Carthamus lanatus ve Cardopatium corymbosum tlirleri beklendigi gibi Carlina

tiirlerinden gii¢lii desteklenerek ayrilmistir (Sekil 4.7).
C. lanata Tirkiye Florasi’nda tek bir yillik, pembe c¢icekli tiir olarak

morfolojik ve molekiiler verilerle de desteklenerek deger Carlina tiirlerinden

ayrilmistir.
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Yine yapilan morfolojik gozlemler ve molekiiler analizlerle de farkliliga
desteklenen Carlina sp. (BY16509) olarak tanimlanan Kirklareli’den toplanan érnek
birlestirlmis aga¢ topolojisinde %100 kuvvetli desteklenerek deger Carlina
tiirlerinden ayrilmstir (Sekil 4.7).

Morfolojik gézlemlerde 6zellikle kapitulum bﬁyﬁklﬁgﬁ, yaprak ozellikleri ile
belirgin olarak ayrilarak grup olusturan tiirler birlestirilmis aga¢ topolojisinde de
beklendigi gibi ayrilmigtir (Sekil 4.7).

C. vulgaris, C. intermedia ve C. biebersteinii beraberce gdzlemlendiginde;
rozet yapraklari en kisa, gévde yapraklari genis olan tiirlin C. vulgaris oldugu
goriiliir. C. intermedia bu tiirler arasinda en kii¢iik kapituluma sahip tiirdiir. C.
biebersteinii ise lineer-lanseolat yapraklara sahip olmasiyla bu tiirlerden ‘daha farkli
bir ozellige sahiptir. Yakin benzerliklerin olmasinda yayilis alanlarimn yer yer

cakismasinin da etkisi olabilir.

C. corymbosa ve C. graeca’nin morfolojik Ozelliklerine ilk bakildiginda
birbirine ¢cok benzedigi goriiliir. Bu iki tiir C. corymbosa’nin govde yapraklarinin az
boliinmiis, tepe dikeninin belirgin ve daha kisa olmasiyla birbirinden ayrilabilir.
Ayrica C. gaeca’'min govde yapraklarinin lineer-lanseolat olmasida ayrimi

kolaylastirir. Bu yakin benzerlik molekiiler analizlerle de desteklenmis (Sekil 4.7).

C.involucrata subsp. libanotica tirli C. corymbosa ve C.graeca’ya yakin
morfolojik 6zellikler gstermektedir. Kapitulumun biiyiikliigli ve daha belirgin sert
dikenlere sahip olmast ile ayrilir. Bu ayrm molekiiler veriler ile desteklenerek

tiirlerin monofiletik iligkisini desteklemistir (Sekil 4.7).

C. involucrata subsp. libanotica Flora of Turkey’de C6 Adana’da tek
lokalitede tanimlanmistir. Gezilen herbaryumlardaki lokalitelerde ilave edildiginde
C3, C4 ve C6 da dogal yayilig gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan caligmaya C3
Antalya’dan toplanan 6rnek de ilave edilmistir. Birlestirilmis agag¢ topolojisinde; bu
6rnek, Adana 6megi ile uzak diisiiyor goziikiiyorsa da agacin biitiinline bakildiginda
Carlina’nin yakin tiirleri ile monofiletik bir grup olusturmustur. Sekil 3.47°ye
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bakildifinda Orneklere ait sonuclarin monofiletik grup olusturdugu yine
desteklenmektedir. Bu farkliligin lokalitelerin geniglemesi ile farkli ortamlara uyum

sonucu olugabilecek varyasyonlar sonucu olabilecegi fikrini gli¢lendirmistir.

Bu calismanin amaci, molekiiler teknikler kullamlarak sistematik agidan
problemli bir cins olan Carlina’nin diger yakin gruplarla ve kendi igindeki
taksonlarinin filogenetik iligkilerini arastirmaktir. Bulunan sonuglarla; Carlininae
alt tribusunun morfolojisini degerlendirmek, alt tribus icindeki geleneksel
siniflandirma ile molekiiler filogeniyi karsilastirmak, alt tribus taksonlari arasindaki
sinirlart belirlemek ve varsa celigkileri analiz etmek; dis grup olarak segilen
Cardopatium, Atractylis ve Carthamus cinslerinin Cardueae tribusundaki durumunu
degerlendirmektir. Clinkii yapilan son sistematik calismalarda Cardueae tribusu
icinde yer alan Carlina ve Atractylis Carlininae alt tribusuna yerlestirilmistir [17-
22]. Yine Cardueae tribusu i¢inde yer alan Cardopatium cinside Carlininae
subtribusunda yer almistir [17]. Bu taksonlar Tiirkiye Florasi’nda Cardueae
tribusunda yer alan cinslerdir. Bizim ¢alismamiz bu son diizenlemeleri desteklemekte
olup, Carlina ile Atractylis’in ¢ok yakin cinsler oldugunu gostermektedir (Sekil 4.7).
Atractylis; Carlina tirleri iginde C. vulgaris, C. inrermecfia ve C. oligocephala
tiirlerine daha yakin bir cins olarak goriilmektedir. Cardopatium cinsi yine diger
calismalar1 destekleyecek sekilde Carlina tiirlerine yakin olarak dis grup olarak
kuvvetli desteklenerek aynlmigtir. Yapilan bu galigmada elde edilen sonuglarin
kargilagtirilmas: ile cinslerin Tiirkiyé Florasi’ndaki yeri, yayilig alanlari ve
stattilerinin netlegﬁrilmesine katklaa bulunacaktir. | |

164




EKLER

ITS DNA Dizileri
>Carlina corymbosa

TGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGACCCGCGAACGCGTA
AAACACAACCGTCGGCGTGCGCCCGTGGCCTCCCCCCGGGGGGTCCCGGGCGTTCCGTCG
TCACGTAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGCG
CGTCCCGTGTCGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCATGGGCCGTGGCCTCTCTAGAACCACAAA
CGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGA
TACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCC
GAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCGACC
ACGCCTCCCCCACGGGGCGGAGTGACGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTCCCGTGCCCATG
GCGCGGCTGGCCCAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTAA
CGGCCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCGACAAAGACCCC
AACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCGGTCAGGCGGACCCT

>Carlina graeca

GTTTCCGGTAGGTGAACCTGCGGAGGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGACCC
GCGAACGCGTAAAACACAACCGTCGGCGTGCGCCCGTGGCCTCCCCCCGGGGGGTCCCG
GGCGTTCCGTCGTCACGTAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAACT
TAAGAAGGGCGCGTCCCGTGTCGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCATGGGCCGTGGCCTICTCT
AGAACCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTA
GCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
AAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGT
CGCTCCCGACCACGCCTCCCCCACGGGGCGGAGTGACGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTC
CCGTGCCCATGGCGCGGCTGGCCCAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGT
GGTGGTTGTAACGGCCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCG
ACAAAGACCCCAACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCG
GGGA

>Carlina oligocephala subsp. oligocephala

GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGACCCGCGAACGCG
TAAAACACAACCGTCGGCGTGCGCTCGTGGCCTCCCCTCGGGGTGCCTCGGGCGTTCCGT
CGTCACGTAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGG
CGCGTCACGTGTCGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCACGGGCGTGGCCTCTCTAGAACCACAA
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCG
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
CGAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCGACC
ACGCCTCCCCCACGGGGTGGAGTGCCGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTCCCGTGCCCATG
GTGCGGCTGGCCCAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTAA
CGACCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCGGCAAAGACCCC
AACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACCT

>Carlina oligocephala subsp. pallescens

TCCTTATCATTTITTGAGAAGGAGAAGTGGTTACAAGGTTCCCGTAGGTGAACCTGCGGAA
GGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGACCCGCGAACGCGTAAAACACAACCGTC
GGCGTGCGCCCGTGGCCTCCCCCCGGGGGGTCCCGGGCGTTCCGTCGTCACGTAAACAAA
CCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGCGCGTCCCGTGTCGCC
CCGTTCGCGGAGCGCGCATGGGCCGTGGCCTCTCTAGAACCACAAACGACTCTCGGCAA

CGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAA

TTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGC
CGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCGACCACGCCTCCCCCACG
GGGCGGAGTGACGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTCCCGTGCCCATGGCGCGGCTGGCCCA

165




AACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTAACGGCCCTCGTATCGA
GCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCGACAAAGACCCCAACGCGTCGCCTCGC
GACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGAACTACCTGGCTGAGTTTAAGCAT
ATCATAAAAGCGGAGGA

>Carlina involucrate subsp. libanotica

CCTAATTAACCTTTTGGGGAAGGACATTGTCGAACCCAGCACCCAGCAGAACGACCCGC
GAACACGTAATCAAAGCCGGGCGTCGGGAGGATCGGGCGTGAGCCCGGTGCCCGCGAAA
GCCCCCCCCGTCGACGTGCGTCCGCAATGCCCCGTGGAGAGGCCTCGAGGGTGTTCTGTC
GTCACCTAAACAAACCCCGGCACCCCATGTGCCAAGGAAAACAAAACATAAGGAGGACG
CGTCCCGTGTCGCCCCGTTCGCGGAGGGCGCATGGGCCGTGGCCTCTCAAGAACCAAAA
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCG
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
CGAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGAC
CACGCCTCCCCAACGGGGAGGAGTGCCGTCGGGGGCGGAGAATGGTCTCCCGTGCCCIT
GGCGTGGTTGGCCTAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTG
ACGGCCTTCGTATCGAGTCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCACCAAAGACCC
CAACGTGTCGCCTCGCGACGATGCTTCGACCGCAACCCCCAGGGTCAGGCGGGACTACC
CGCTGAGTTTAAGCATATCA

>Carlina subsp. libanotica

AACATGGTTTCGTAGGGGACCGGGGGAAGGTCATTTTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGA
CCCGCGAACGCTTAAAACACAACCGTCGGGCGTGCCCCCGTGGCCTCCCCCCGGGGGGG
TCCCGGGCGTTCCGCTCTCCCGGCAAACAAACCCGGGCCCACCCCGGGCCAGGGAAAAC
AAAAATTTAAAAAGGGGGCGTCCGGGGTCCCCCCGTTGGGGAAGGGGGCTGGGCCCGGG
CCTTCTCTAAAACCCCAAAGAATTCTGGGCAACGGATATTTTGGGTTCAGGCTTCGTTGA
AAAAGGAACCAAATGGGGATACTGGTGGGAAATTGCAAATTCCCGTGAACCTCCGAGTT
TTTGAACCCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGCCGAGGGCCACGCCTGCCTGGGCGTCACG
CATCGCGTCGCTCCCCGACCCCCCCTCCCCCACGGGGCGAAGTGACGTCGGGGGGGAAA
ACTGGCCTCCCGTGGCCATGGCGCGGCTTGCCCAAACAGGAGTCCCCCTCGACGGACGC
ACGACTAGTGGTGGTTGTTAACGGCCCTCGTTTCGAGCCGGTGCGTCTITGAGCCGCAAGG
GAAGCGCTCGGAAAAGACCCCAACGCGTCGCCTCGCGACGACGTTTCGACCGCGACCCC
AGTCAGGCGGACACCCCGC

>Carlina lanata

GTAGGTGAACTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGAACG
CGTAAAACACAACAGTCGCTGTGCGCCCGCGGCCTCCCCTCGGGGGGGTCTGTGGCGTCA
CGTCGGCGCGTAAACAAACCCCGGCACAACACCGTGCCAAGGAAAACGAAACTTAAGAA
GGGTGCGTCCCGTGTCGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCACGGGTCGTGGCCTCTCTGGAACC
ACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAA
TGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTG
CGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCC
GACCACGCCTCCCCCATGGGGTGGAGTGCAGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTCCCGTGCC
CACAGCGCGGCTGGCCCAAACAAGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTT
GTAAAGGCCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAGGGGAAGCTCTCGACAAAGA
CCCCAACGCGTCGCCTTGCGATGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGG

>Carlina vulgaris

GGTTTTCGGGTAGGTGTACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGA
CCCGCGAACGTGTAAAACACAACCGGCGGCGTGCGCTTGTGGCCTCCCTTTGGGGTGCCT
CAGGTGTTTCGTCGCCACGTAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAA
CTTAAGAAGGGCGCGTCCCGTGTTGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCACGGGCGTGGCTTCTIC
TAGAACCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGT
AGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTITGAACG
CAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCG
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TCGCTCCCGACCACGCCTCCCCCACGGGGTGGAGTGCCGTCGGGGGCGGAGACTGGCCT
CCCGTGCCCATGGCGCGGCTGGCCCAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAG
TGGTGGTTGTAACGGCCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCG
ACAAAGACCCCAACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCG
GGACTACCCGC

>Carlina intermedia

AGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGACCCGCGAACGT
GTAAAACACAACCGGCGGCGTGCGCTTGTGGCCTCCCTTTGGGGTGCCTCGGGTGTTTCG
TCGCCACGTAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGG
GCGCGTCCCGTGTTGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCACGGGCGTGGCCTCTCTAGAACCACA
AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTITTGAACGCAAGTTGCGC
CCGAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCGAC
CACGCCTCCCCCACGGGGTGGAGTGCCGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTCCCGTGCCCAT
GGCGCGGCTGGCCCAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTA
ACGGCCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCGACAAAGACCC
CAACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGG

>Carlina biebersteinii

CCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCAAAGCAGAACGACCCGCGA
ACGTGTAAAACACAACCGGCGGCGTGCGCTTGTGGCCTCCCTTTGGGGTGCCTCAGGTGT
TTCGTCGCCACGTAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGA
AGGGCGCGTCCCGTGTTGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCACGGGCGTGGCTTCTCTAGAACC
ACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAA
TGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTG
CGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCC
GACCACGCCTCCCCCACGGGGTGGAGTGCCGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTCCCGTGCC
CATGGCGCGGCTGGCCCAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTT
GTAACGGCCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTCGACAAAGA
CCCCAACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGG

>Carlina sp. (BY 16509)

CACAACCGTCGGCGTGCGCCCGTGGCCTCCCCCCGGGGGGTCCCGGGGCGTTCCGTCGTC
AGGTAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGCGCG
TCCCGTGTCGCCCCGTTCGCGGAGCGCGCATGGGCCGTGGCCTCTCTAGAACCACAAACG
ACTGTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATA
CTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTITTGAACGCAAGTTGCGCCCGA
AGCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCGACCACG
CCTCCCCCACGGGGCGGAGTGACGTCGGGGGCGGAGACTGGCCTCCCGTGCCCATGGCG
CGGCTGGCCCAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTAACGG
CCCTTGTATCGAGCCGTGCGTCTTGAGCCGCAAGGGAAGCGCTGAACAAACACCCCAAG
GCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCG

>Carthamus dentatus

GGTTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCACAGCAGAACGAC
CCGTGAACATGTAATCACAACCGGGCGTCGTGGGATTGGGTGTGAGCCTTAGCCCTACGA
TGCTCGTCGGCATGCGTGCAAGGTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGACGTTGTGTCGGCAC
AAAAACAAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTGCGTCT
TGTGTTGCCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCACAAACGACT
CTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTT
GGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTITGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGC
CATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCATGCTC
CCCCATGGGGACGTGTTTGGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCTCATGGTGCGGTT
GGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGCACGGCTAGTGGTGGTTGTCAAGGCCTTCG
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TATCGAGCCGTGCTGATGCTAGGGAATCGCTCTCTAAAGACCCTAACGTGTCGTICTTTAC
GACGATGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAG

>Carthamus lanatus

AGAAGGAGAAGTCGTAAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGA
AGCCTGCACAGCAGAACGACCCGTGAACATGTAATCACAACCGGGCATCGTGGGATTGG
GTGTGAGCCTTAGCCCTACGATGCTCGTCGGCATGCGTGCAAGGTGCTTATCTCTAGGCA
TCGTGGATGTTGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACA
AAACTTAAGAAGGGTGCGTCTCGTGTTGCCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCC
TCTCATTAACCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAA
CGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGGTGAAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCCGAGTTTT
TGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGC
ATCGCGTCGCCCCAGACCATGCTCCCCCATGGGGACGTGTTTGGTCTGGGACGGAGACTG
GTCTCCCGTGCTCATGGTGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGCACGGC
TAGTGGTGGTTGTCAAGGCCTTCGTATCGAGCCGTGCTGATGCTAGGGAATCGCTCTCAA
AAGACCCTAACGTGTCGTCTTTACGACGATGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGA
CTACCCCG

>Cardopatium corymbosum 7

AAACAGGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTGCACAGCAGA
ACGACCCGTGAATACGTACGACAACCGGGCGTCGGGGGTATCGGGCGCGAGCTCGATGC
CTGCGATGCTTCGTCGGTGTGCGTTCGTGGTGCCCCCTTCGGGACATCGTGGACGTCTCAT
CGGCACGAAAACAAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGC
TTCGTCTCGTGTCGCCCCGTTCGCGGTGCGCGCGCGGGTCGTGAGCTCTCTAGAACCACA
AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTITGAACGCAAGTTGCGC
CCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCAAC
CACGCCTTCCCCTTTGGGGACGCGTCGAGCTGGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGACTTT
GGAGCGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTCGGCGGACGCACGGCTAGTGGTGGTTG
TCAAGGCCCTCGTATCAAGCTGTGTGTCGTGAGCCGCGAGGAAGAGCTCTGCAAATACCC
CAACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTAACCC
CG

>Atractylis cancellata

ATAGAGAAGTCGTAAACAGGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAT
CCTGCACAGCAGAACGACCCGCGAACAAGTAAACACAACCCGGGCGTCGCGACATCGGG
TGAGAGCCCGGTGCCTCGGGGCCCTGTCGGCGTGCACGCAAGGCGTCCCCCTGGGGGCG
TCCAGAGCGTTCCGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACAACACGTGCCAAGGAAAACA
AGACTTAAGAAGGGCGCGTTTCGTGTCGCCCCGTTCGCGGTGCGCGCACGGGCCGTGGCC
TCTCTGGAACCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGA
ACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCAT
CGCGTCGCCCCCGACCACGCCTCCCCATGGGATCGCGTGACGTCGGGGGCGGATATTGGC
CTCCCGTGCCCACGGTGCGGCTGGCCTAAACAGGAGTCCCCTTCGACGGACGCACGGCTA
GTGGTGGTTGTAACGGCCCTCGTATCGAGCCGTGCGTCGTTAGCCGCAAGGGAAGCGCTC
GTCAACGACCCCAACGCGTCGCCTCGCGACGACGCTTCGACCGCGACCCCCAGGTCCAG
GCGGGACTACCCCCGCTGAGTTTAAGCATATATAA
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trnl-F DNA dizileri

>Carlina corymbosa

ATTTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCAACTATTCCTGATGTCTCATCCTCAT
TTTCATTTTACTAGATAACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCC
AGGTCCTATAATTTGTCAAAACAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAAT
ATCGATCGTGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTTATATATC
AAGAGAACAGCATTTTCGCCCAGATCCATTTGTATAAAGAGTAGTGAATGAGAAAGATA
AGGAATTTTGAACCGCTAACGAAAAAAAGTATAAAATAAATAAAAAGGATACGATAAAT
AATTAGGGAGTCAAATGGGGCCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCA

>Carlina graeca

TGGTTCAAGTTCCCTCTATCCCCAAAAAGGCCCATTTGACTCCCTAATTATTTATCGTATC
CTTTTTATTITATITTATACTTTTITITCGTTAGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTCTCATTCAC
TACTCTTTATACAAATGGATCTGGGCGAAAATGCTGTTCTCTTGATATATAACAAATGAA
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGA
AACTTACAAAGTTGTTCTTTTGTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATA
CCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAGACATCA
GGAATTAGTTTGGGAATTAGGTGAGTTGGGTGGAGCAGAGGACTGAAAATCCTCG

>Carlina biebersteinii

TGGTTCAAGTTCCCTCTATCCCCAAAAAGGCCATTTGACTCCCTAATTATTTTATCGTATC
CTTTTTATTTATTITTATACTITTTTTCGTTAGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTITCTCATTCAC
TACTCTTTATACAAATGGATCTGAGCGAAAATGCTGTTCTCTTGATATATAACAAATGAA
CATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGA
AACTTACAAAGTTGTTCTTTTGTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTITGTAATA
CCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAGACATCA
GGAATAGTGGGGTTAGCTCAGTTGGGTAGAGCAGAGGAACTGAAA

>Carlina vulgaris

TATTTGAACTGGGGACACGAGGATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCAA
CTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATAACTTGGGTCTATGTCAATTGA
AAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATAATTTGTTCAAAACAAAAGAACAACTTT
GTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCGGGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCT
CAAAGATGTTCATTTGTTATTTATCAAGAGAACAGCATTTTCGCTCAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTACCGAAAAAAAGTATAAA
ATAAATAAAAAGGATACGATAAATAATTAGGGAGTCAAATTGGGA

>Carlina intermedia

GCTCTCCCAACTGAGCTATCCCAACTTTTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTCGCCTA
GATAACTGGGGTCTATGTCAATTCAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATAAT
TTGTCAAAACAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCGTGAA
TCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTTATATATCAAGAGAACAGC
ATTTTCCCTCAGATCCATTTGTATAAAGAGTAGTGAAGGAGAAAGATAAGGAATTTTGAA
CCGCTAATGAAAAAAAGATTAAAAATAAATAAAAAGGATACGGGATAAAATAATAGCG
GGGAGTCAAAAGTGGCCTTCC
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>Carlina oligocephala subsp. oligocephala

TGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGGCCATTTGACTCCCTAATTATTTATCGTATCCT
ITTTATTTATTITTATACTTITTTTITCGTTAGCGGTTCCAAATTCCTTATCTTTCTCATTCACTA
CTCTTTATACAAATGGATCTGAGCGAAAATGCTGTTCTCTTGATATATAACAAATGAACA
TCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATA
CTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTITTGTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGT
AATACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAGA
CATCAGGAATAGTTGGGGGAATTAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGGGACTTTGA

>Carlina lanata

TTGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGGCCCTTCGACTCCCTAATTATTTATCGTATCC
TTTTTATTTATTTTATCCTTITITTITCGTTAGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTCTCATTCACT
ACTCTTTATACAAATGGATCTGAGCGAAAATGCTGTTCTCTTGATATATAACAAATGAAC
ATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGAA
ACTTACAAAGTTGTTCTTTTGTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATAC
CCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAGACATCA
GGAAAAGTTGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGGCAGAGGACTGAAAATCCT

>Carlina subsp.libanotica

ATTTTGAAGTGGGAACACCGAGGATTTCAAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCA
ACTATTCCTGAGGTCTCATCCTCATTTTCTITTITCCTTAGATAAACTTGGGTCTATGTCAAT
TGAAAGGGTATTACAAAAGCCTCATCCCAGGTCCTATAATTTGTCAAAACAAAAGAACA
ACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCGTGAATCATTCAAATGGGGATTCC
TTGCTCAAAGATGTTCATTTGTTATATATCAAGAGAACAGCATTTTCCCCCAGATCCATTT
GTATAAAGAGTAGGGAATGAGAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAACGAAAAAAAGT
AAAAAATAAATAAAAAGGATACGATAAAAATTATAGGGGAGTCAATTGGGC

>Carlina involucrate subsp. libanotica

CCTCTATCCCCAAAAAGGCCATTTGCCTCCCTAATTATITATCGTATCCTTTTTATTTATTT
TATACTTTITTITCGTTAGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACA

AATGGATCTGGGCGAAAATGCTGTTCTCTTGATATATAACAAATGAACATCTTTGAGCAA
GGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTITATTCATACTGAAACTTACAAAGTT
GTTCTTTTGTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGA
CATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTTGGG
ATAGCTCAGTTGGTTAGAGCAGAGGACTGAAAATCCTCGTGTCAA

>Carlina sp. (BY16500)

TATTTGAACTGGTGACACGAGGATTITTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCAA
CTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTITCATTTTACTAGATAACTTGGGTCTATGTCAATTGA
AAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATAATTTGTCAAAACAAAAGAACAACTTTG
TAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCGTGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTC
AAAGATGTTCATTTGTTATATATCAAGAGAACAGCATTTTCGCCCAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAACGAAAAAAAGTATAAA
ATAAATAAAAAGGATACGATAAATAATTAGGGAGTCAAATGGGC

>Atractylis cancellata

CCTCTATCCCCAAAAAGACCATTTGACTCCTTAATTATTTACCGGATCCTTTTITATTTATTT
TATCCTTTTTTCGTTITATTTATTTITATCCTTTTTTCGTTAGCGGTTCAAAATTCCTTATCTT
TCTCATTCACTACTCTTTATACAAATGGATCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTGATATATA
TGATAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTIT
TATTCATACTGAAACTTACAAATACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGTTTTGACAAAT
TATAGGACCTGAATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTA

170




]

GTAAAATGAAAATGAGGATGAGACATTAGGAATAGTCGGGATAGCTCAGTTGGGTAGAA
GCAAAGAGGGGACTGAAAATCCTCGTGTCA

>Carthamus dentatus

TATTTGAACTGGGGACACGAGGATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCAA
CTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATGACTCGGGTCTATGTCAATTG
AAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATAATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAG
TITCAGTATGAATAAAAATATCGATCGTGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAG
ATGTTCATTTGTATATGTATCATATATATCACATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTCA
CACCCATTTGTATAAAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCT
AAGGAAAAAGGATAAAATAAACAATAAAGGATAGGAGAAATAATTAGGGAGTCAAAGG
GTCT

>Carthamus lanatus

GGGTTCAAGGTCCTCTATCCCCAAAAAGATTTTTITGACTCCCTAATTATTTCTCCTATCCT
TTATTGTTTATTTTATCCTTTTTCCTTAGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTTCTITCTCATTC
ACTACTCTTTATACAAATGGGTCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATAT
ATGATACATATACAAATGAACATCTTTGAGCCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGA
TCGATATTITTATTCATACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTG
GATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCGAGTCATCTAGTAAAATGAAA
ATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTTGGGATAGCTGCAGTAGATAGGAGCAGAGGACCT
GAAAATCCTCGTGTCACAGGTTCAAATTA

>Cardopatium corymbosum

TGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGACCCATTITTGAATCCCTAATATTTATCGTATC
CTTTTTATTTATTTTATCCTTTITTCGTTAGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTCTCATTCACTA
CTCTTTATACAAATGGATCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCAAATGAACATCTTTGA
GCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTITATTCATACTGAAACTTACA
AAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTICAATTGA
CATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTCGGG
ATAGCTCAGTTGGTAGAGGCCAGGAGGAACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGGTTCAAAT

171




KAYNAKLAR

(1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

Cracraft, J., “The Seven Great Questions of Systematic Biology: An Essential
Foundation for Conservation and the Sustainable Use of Biodiversity”, Annals
of the Missouri Botanical Garden, 89/2, (2002) 127.

Wen, J., Vanek-Krebitz, M., Hoffmann-Sommergruber, K., Scheiner, O.,
Breiteneder, H, “The Potential ofBetviHomologues, a Nuclear Multigene
Family, as Phylogenetic Markers in Flowering Plants”, Molecular
Phylogenetics and Evolution, 8, (1997) 317.

Kellogg, E.A., Who's related to whom? Recent results from molecular
systematic studies, Current Opinion in Plant Biology, 1, (1998) 149.

Savolainen, V., Chase, M.W., A decade of progress in plant molecular
phylogenetics, Trends in Genetics, 19, (2003) 717.

Ro, K.E., Keener, C.S., McPheron, B.A., “Molecular Phylogenetic Study of the
Ranunculaceae: Utility of the Nuclear 26S Ribosomal DNA in Inferring
Intrafamilial Relationships”, Molecular Phylogenetics and Evolution, 8, (1997)
117.

Podoplelova, Y., Ryzhakov, G., “Phylogenetic analysis of the order
Nymphaeales based on the nucleotide sequences of the chloroplast ITS2-4
region”, Plant Science, 169, (2005) 606.

Yokoyama, J., Suzuki, M., Iwatsuki, K., Hasebe, M., “Molecular Phylogeny of
Coriaria, with Special Emphasis on the Disjunct Distribution”, Molecular
Phylogenetics and Evolution, 14, (2000) 11.

Vilatersana, R., Brysting, A.K, Brochmann, C., “Molecular evidence for hybrid
origins of the invasive polyploids Carthamus creticus and C.
turkestanicus(Cardueae, Asteraceae)”, Molecular Phylogenetics and Evolution,
44, (2007) 610.

Allan, G.J., Francisco-Ortega, J., Santos-Guerra, A., Boerner, E., Zimmer,
E.A., “Molecular phylogenetic evidence for the geographic origin and
classification of Canary Island Lotus (Fabaceae: Loteae)”, Molecular
Phylogenetics and Evolution , 32, (2004) 123.

172



[10]

Cohen, B.L., Weydmann, A., “Molecular evidence that phoronids are a
subtaxon of brachiopods (Brachiopoda: Phoronata) and that genetic divergence
of metazoan phyla began long before the early Cambrian”, Organisms
Diversity & Evolution, 5, (2005) 253.

[11] Endress, P.K., “Morphology and Angiosperm Systematics in the Molecular

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Era”, The Botanical Review, 68/4, (2003) 545.

Schweizer, M., Pawlowski, J., Duijnstee, I.A.P., Kouwenhoven, T.J., Van Der
Zwaan, G.J. , “Molecular phylogeny of the foraminiferal genus Uvigerina
based on ribosomal DNA sequences”, Marine Micropaleontology, 57, (2005)
3i.

Baldwin, B.G., Sanderson, M.J., Porter, J.M., Wojciechowski, M.F., Campbell,
C.S. & Donoghue, M.J., “The ITS region of nuclear ribosomal DNA: a
valuable source of evidence on angiosperm phylogeny”, Ann. Mo. Bot. Gard.
,82, (1995) 247.

Liston, A., Robinson, W.A., Pinero, D., Alvarez-Buylla, E.R., “Phylogenetics
of Pinus (Pinaceae) Based on Nuclear Ribosomal DNA Internal Transcribed
Spacer Region Sequences”, Molecular Phylogenetics and Evolution, 11, (1999)
95.

Liu, J.Q., Gao, T.G., Chen, Z.D., Lu, AM., *“ Molecular phylogeny and
biogeography of the Qinghai-Tibet Plateau endemic Nannoglottis
(Asteraceae)”, Molecular Phylogenetic and Evolution, 23, (2003) 307.

Panero, J. L., Funk, V.A.,, “The value of sampling anomalous taxa in
phylonenetic studies: Major clades of the Asteraceae revealed”, Molecular
Phylogenetics and Evolution, 47, (2008) 757.

Garcia-Jacas, N., Garnatje, T., Susana, A., Vilatersana, R., “Tribal and
Subtribal Delimitation and Phylogeny of the Cardueae (Asteraceae): A
Combined Nuclear and Chloroplast DNA Analysis”, Molecular Phylogenetics
and Evolution, 22/1, January, (2002) pp.51.

Funk, V.A., Susanna, A., Stuessy, T. F., Robinson, H.,Classification of
Compositae, (2009) 171. http://hdl.handle.net/10088/11409 (15.09.2011)

Héffner, E., Hellwig, F.H., “Phylogeny of the tribe Cardueae ( Compositae)
with emphasis on the subtribe Carduinae: an analysis based on ITS sequence
data”, Willdenowia, 29,(1999).

173




[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

Meusel, H., Kastner, A., Lebengeschichte der Gold- and Silberdisteln:
Monographie der mediterran-mitteleuropaischen Compositen-Gattung Carlina,
Band I.Osterr.Akad. Wiss. Math.- Naturwiss.KI.Denkschr, (1990) 127.

Meusel, H., Kastner, A., Lebengeschichte der Gold- and Silberdisteln:
Monographie der mediterran-mitteleuropaischen Compositen-Gattung Carlina,
Band II.Osterr. Akad. Wiss. Math.- Naturwiss.KI.Denkschr, (1994) 128.

Kadereit, J.W., Jeffrey, C. (eds.), “Flowering Plants. Eudicots:Asterales. In
Kubitzki K(ed.)”, The Families and Genera of Vascular Plants, vol.8,
Springer: Verlag Berlin Germany (2007).

Topashka- Ancheva, M., Taskova, R., Handjieva, N., Mikhova, B., Duddeck,
H., “ Clastogenic Effect of Carthamus lanatus L. (Asteraceae)”, Zeitschrift fiir
Naturforschung, 58, (2003) 833.

Garnatje T., Garsia S., Vilatersana R., Vallés J.,, “ Genome Size Variation in
the Genus Carthamus (Asteraceae, Cardueae): Systematic Implications and
Additive Changes During Allopolyploidization”, Annals of Botany, 97, (2006)
461.

Sehgal, D., Raina, S.N., Devarumath, R.M., Sasanuma, T., Sasakuma, T.,
“Nuclear DNA assay in solving issues related to ancestry of the demostricaled
diploid safflower (Carthamus tinctorius L.) and the polyploid (Carthamus)
taxa, and phylogenetic and genomic relationships in the genus Carthamus L.
(Asteraceae)”, Molecular Phylogenetics and Evolution, 53, (2009) 631.

Garcia- Jacas, N., Susana, A., Gamatje, T.,Vilatersana, R., “ Generic
Delimitation and Phylogeny of the Subtribe Centaureinae (Asteraceae):A
Conbined Nuclear and Cloroplast DNA Analysis”, Annals of Botany, 87,
(2001) 503. o

Peng, S., Feng, N., Guo, M., Chen, Y., Guo, Q., “Genetic variation of
Carthamus tinctorius L. and related species revealed by SRAP analysis”,
Biochemical Systematics and Ecology, 36, (2008) 531.

Vilatersana, R., Villodre, J.M., Susanna, A., Garsia-Jacas, N., Garnatje, T., ©
Pollen Studies in Subtribe Centaureinae (Asteraceae): The Carthamus
Complex and the Genus Aegialophila Analyzed with Electron Microscopy”,
Plant Biol., 3, (2001) 607.

Heywood, V.H., Flowering Plants of the World, Equinox Ltd., Oxford, UK,
(1985) 335, ISBN0709937784.

174



!

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[33]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

Yildiz, B., Aktoklu, E., Bitki Sistematigi (ilkin karasal bitkilerden bir
ceneklilere), Palme Yayincilik, Ankara, (2010).

Cronquist, A., The Evolution and Classification of Flowering Plants, The New
York Botanical Garden Bronx, New York 10458, (1988) 183.

Linne, C., Species Plantarum, Holmia Impensis Laurentii Salvii., 1, (1753)
http://www.biodiversitylibrary.org (01.03.2011)

Boissier, E., Flora Orientalis, vol:3, Soc. Phys. Genev., Soc. Linn. Londin,
(1875) 447.

Tutin, T.G., Heywood, V.H., Burges, N.A., Moore, D.M., Valentine, D.H.,
Walters, S.M., Webb, D.A., Flora Europea, Cambridge University Press,
(1968).

Tutin, T., Eclipta L. — In: Tutin, T. & al. (eds), Flora Europaea, Cambridge
Univ. Press, Cambridge, 4, (1976) 141.

Strid A, Tan K, Mountain Flora of Greece, Edinburg University Pres,
Volume2, (1991 ) 473.

http:// www.efloras.org (01.03.2011) ‘

http//en.wikipedia.org/wiki/list of native plant of palestine (C-D).
(01.03.2011)

Dothan, N.F., Koppel, R., Huber, E., Benyamini, L., Ferber, I., Stein, Y., Flora
Palaestina, The Israil Academy of Sciences and Humanities, Jerusalem, (1977)
10.

http:// www.tiuli.com(01.03.2011)

http://luirig.altervista.org/flora/carlina. htm(01.03.2011)

http:// www.floracyberia.net(01.03.2011)

http://www.maltawilgplants.com(01.03.2011)

Zareh, M.M., “Synopsis of the Family Asteraceae in Egypt (Review)”,
International Journal of Agriculture & Biology, 1560-8530, (2005) 832.

175



I

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

Bobrov, E.G., Bochantsev, V.P., Hjin, M.M., Linchevskii, I.A., Liphits, S.Y.,
Sergievskaya, E.V., Chemeva, O.V., Cherepanov, S.K., Yuzepchuk, S.V.,
Flora of The U.S.S.R., Volume Editors Shishkin, B.K. and Bobrov, E.G.,
Vol:27, Bishen Singh Mahendra Pal Singh and Koeltz Scientific Books and
printed at Shiva Offset Press, 14, Old Connaught Place, Dehra Dun-248 001,
India, (1997) 98.

Rehinger, K.H., Flora Iranica, No: 139a, Akademische Druck-II,
Verlangsanstalt Graz, Austria, (1979) 101.

Davis, P.H.(Ed.), Flora of Turkey and the East Aegean Island, Edinb. Un.
Press, Edinburg, 5, (1975) 597.

Davis. P.H., Kit Tan., M.R.D. (Eds.), Flora of Turkey and the East Aegean
Island, (supplement 1), Edinb. Un. Press, Edinburg, 10, (1988).

Dordevi¢, S., Petrovié, S., Dobrié, S., Milenkovi¢, M., Vudiéevi¢, D., Zizié, S.,
Kukié, J., “ Antimikrobial, anti-inflammatory, anti- ulcer and antioxidant
activies of Carlina acanthifolia root essential oil”, Journal of
Ethnopharmacology, 109, (2007) 458.

http://www.florahealth.com/flora/home (01.05.2011)

Pieroni, A., Giusti, M.E., Pasquale, C., Lenzarini, C., Censorii, E., Gonzales-
Tejero, M.R., S4nchez-Rojas, P., Ramiro-Gutiérrez, J.M., Skoula, M., Johnson,
C., Sarpaki, A., Della, A., Paraskeva-Hadijchambi, D., Hadjichambis, A.,
Hmamouchi, M., El-Jorhi, S., El- Demerdash, M., El- Zayat, M., Al-Shahaby,
O., Houmani, Z., Scherazed, M., “Circus- Mediterranean cultural heritage and
medicinal plant uses in traditional animal healthcare: a field survey in eight
selected areas within the RUBIA Project”, Journal of Ethnobiology and
Ethnomedicine, 2/16, (2006) 2.

http://prr.hec.gov.pk/chapters/2027-27(01.05.2011)

Grace, B., Sindel, B.M., Sheppard, A.W., Whalley, R.D.B., Ecology And
Management Of Saffron thistle (Carthamus lanatus L.) In New South Wales
Pastures, Twelfth Australian Weeds Conferance, Australian, (2010) 13.

Simth, L., “ Physiological host range of Ceratapion basicorne, a prospective
biological control agent of Centaurea solstitialis (Asteraceae)”, Biological
Control, 41, (2007) 120.

Ancheva M.T., Taskova R., Handjieva N., “ Mitogenic Effect of Carthamus
lanatus extracts, Fraction and Constituents”, Fitoterapia, 77, (2006) 608.

176




[56]

[57]
[58]

[59]

[60]
[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

http://www.znaturforsch.com(01.04.2011)

Daniele, C., Dahamna, S., Firuzi, O., Sekfali, N., Saso, L., Mazzati, G.,
“Atractylis gummufera L. poisining: an ethnopharmacological review”, Journal
of Ethnopharmacology, 97, (2005) 175.

Wolfe, K.H, Li, W.H., Sharp, P.M., “ Rates of nucleotide substitutions very
greatly among plant mitockontrial, cloroplast, and nuclear DNAs”, Proc. Natl
Acad , (Sci) , USA, 84, (1987) 9054.

Gruenstaeudl, M., Urtubey, E., Jansen, R. K., Samuel, R., Barfuss, M. H.J.,
Stuessy , T. F., “Phylogeny of Barnadesioideae (Asteraceae) inferred from
DNA sequence data and morphology”, Molecular Phylogenetics and
Evolution, 51, (2009) 572.

Herendeen, P.S., Lewis, G.P., Bruneau, A., “Floral Morphology in
Caesalpinioid Legumes:Testing the Monophyly of the Umtiza clade”, Int. J
Plant Sci., 164/5, (2003) 393.

Doyle, J.A., Eklund, H., Herendeen, P.S., “ Floral Evolution in
Chloranthaceae: Implications of a Morphological Phylogenetic Analysis”, Int.
J. Plant Sci., 164/5, (2003) 382.

Lewis, P.O., “A likelihood Approach to Estimating Phylogeny from Discrete
Morphological Character Data”, Sistematic Biology, 50/6, (2001) 913.

Bull, J.J., Huelsenbeck, P., Cunningham, C.W., Swofford, D.L.,Waddell, P.J.,
“Partitioning and Combining Data in Phylogenetic Analysis”, Systematic
Biology, 42/3, (1993) 384.

Hickey, L.J, Wolfe, J.A., “The Bases of Angiosperm Phylogeny: Vegetative
Morphology™, Annals of the Missouri Botanical Garden, 62/3, (1975) 538.

Batir B, Tirkiye’de Carlina L. cinsine ait taksonlarn (dsferaceae) polen
morfolojisi, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiist,
Y.Lisans Tezi, (2009).

Punt, W., Hoen, P.P., “ The Northwest European Pollen Flora, 70 Asteraceae-
Asteroideae”, Peview of Palaeobotany and Palynology, 157, (2009) 22.

Wortley, A.H., Funk, V.A., Robinson, H., Skvarla, J.J, Blackmore, S., © A
search for polen morphological synapomorphies to classify rogue genera in
Compositae (Asteraceae)”, Review of Paleobotany & Palynology, 146, (2007)
169.

177




[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

Osman, A.K., “Contribution to the polen morphology of Tribe Cardueae
(Cichorioideae- Compositae)”, Feddes Repertorium, 120, (2009) 145.

Jong, T.J., Klinkhamer, P.G.L., Heiden, J.L.H., “The effect of water and
mycorrhiza infection on the distribution of Carlina vulgaris on sand dunes”,
Ecography, 18, (1995) 384.

Klinkhamer, P.G.L., Jong, T.J., Heiden, J.L.H., “An eight-year study of
population dynamics and life-history variation of the “biennial” Carlina
vulgaris”, Oikos, 75, (1996) 259.

Balos, M.M., Akan, H., “Flora of the Region between Zeytinbahce and
Akargay (Birecik, Sanlwrfa, Turkey)”, Turk. J. Bot., 32, (2008) 201.

Tuzlaci, E., Datca Yarimadasi (Mugla) Florasi ve Bu Yoérede Halkin
Yararlandig: Bitkiler,14. Bitkisel ilag Hammaddeleri Toplantis, Bildiriler, 29-
31 Mayis 2002, Eskisehir, Eds. K.H.C.Baser ve N. Kirimer Web’de, Haziran,
(2004) ISBN 975-94077-2-8

Sheppard, A.W., Vitou, J., “The effect of a rosette-crown fly, Botanophila
turcica, on growth, biomass allocation and reproduction of the thistle
Carthamus lanatus™, Acta Oecologica, 21/6, (2000) 337.

Avise, J.C.,, Moleculer Markers, Natural History and Evolution,
Chapman&Hall One Penn Plaza, New York, NY 10119, (1994).

Yildirim, A., Bardakei, F., Karatas, M., Tanyolag, B., Molekiiler Biyoloji
(Protein Sentezi ve Yikimi), Nobel Bilim ve Aragtirma Merkezi, yayin no:2,
Fen ve Biyoloji yaymlar Dizisi: 39, (2007) 543.

Babalola 0.0., “ Molecular techniques: An overview of methods fort he
detection of bacteria (Minireview)”, Aftican Journal of Biotechnology, 2/12,
(2003) 710.

http//www.flmnh.ufl.edu (15.05.2011)

https//www.msu.edu (15.05.2011)

Baldwin, B. G., Kyhos D. V. & Dvorak, J., “Chloroplast DNA Evolution and
Adaptive Radiation in the Hawailan Silversword Alliance (Asteraceae)”,
Annual Botanical Garden, 77, (1990) 96.

178



[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

Baldwin, B.G., “Phylogenetic utility of the internal transcribed spacers of
nuclear ribosomal DNA in plants:an example from the Compositaae”,
Molecular Phylogenetic and Evolution,1, (1992) 3.

Baldwin, B. G., & Markos, S., “Phylogenetic Utility of the External
Transcribed Spacer (ETS) of 18S-26S rDNA. Congruence of ETS and ITS
trees of Calycadenia (Compositae)”, Molecular Phylogeny Evolution, 10,
(1999) 449.

Stappen, V. J., Van Campenhout, S., Gama Lopez, S., Volckgert G,
“Sequencing of the Internal Transcribed Spacer Region ITS1 as A Molecular
Tool in Detecting Variation in the Stylosanthes guianensis Species Complex”,
Theoretical Applied Genetics, 96, (1998) 869.

Liu, J.S., Scharal, C.L., “A Conserved Sequence in the Internal Transcribed
Spacerl of Plant Nuclear rRNA Genes”, Plant Molecular Biology, 26, (1994)
153,

Ohta, T., “Multigene families and the evolution of complexity”, Journal of
MolecularEvolution, 33, (1991) 34. :

Polanco, C., Gonzalez, A.l, De La Fuente, A., Dover, G.A., “Multigene
Family of Ribosomal DNA in Drosophila melanogaster Reveals Contrasting
Patterns of Homogenization for IGS and ITS Spacer Regions: A Possible
Mechanism to Resolve This Paradox”,Genetics, 149, (1998) 243.

Li, W., Molecular Evolution, Suderland, MA: Sinauer Assoc., Inc. (1997).

Taberlet, P., Gielly, L., Pautou, G., Bouvet, J., “Universal Primers for
Amplification Three Non-coding Regions of Chloroplast DNA”, Plant
Molecular Biology, 17, (1991) 1105. '

Deniz, G., “Tirkiye’de yetisen Ziziphora L. (Lamiaceae) taksonlarinin

molekiiler sistematigi”, Yiiksek lisans tezi, Balikesir Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti, Balikesir, Temmuz (2007).

www.dna-sequencing.org (15.05.2011)

Sambrook, J.F., E.F., Maniatis, T., Molecular Cloning, a laboratory manual.
Cold spring harbor laboratory Press New York., (1989).

Thompson, J.D., Higgins, D.G, and Gibson, T.J., “CLUSTALW: Improving the
Sensitivity of Pregressive Multiple Sequence Alignment through Sequence

179




Weighting, Position Specific Gap Penalties and Weight Matrix Choice”.
Nucleic Acid Research, 22, (1994) 4673.

[92] Notredame, C.a.H., D.G., “Saga: Sequence Alignment by Genetic Algorithm.”,
Nucleic Acid Research, 24/8, (1996) 1515.

[93] Freeman S. and Herron, J.C., Evrimsel Analiz. Ciplak, B., Basibiiytik. H. H.,
Karaytug. S. ve Giindiiz. 1. (eds.), Palme Yayincilik, 28-29, (1999) 438.

[94] Felsenstein, J., Estimation of hominoid phylogeny from a DNA hybridization
data set. Moleculer Evolution, 26, (1987) 123.

[95] Mount, D., Bioinformatics. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York, Chapter 7 Phylogenetic prediction, (2001) 281.

[96] TREEVIEW http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.(09.01.2011).

[97] PAUP http://paup.csit.fsu.edu/, (09.01.2011).

[98] MR BAYES. http://mrbayes.csit.fsu.edw/, (09.01.2011).

[99] PHYLIP. http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html, (09.01.2011)

[100] Chapman, M.A., Chang, J.C., Weisman, D., Kesseli, R.V., Burke, JM,, ©
Universal markers for comparative mapping and phylogenetic analysis in the
Asteraceae (Compositae)”, Theor Appl Genet, 115, (2007) 747.

[101] Spaniols, S., Bazakos, C., Spano, T., Zoghby, C., Kalaitzis, P., “The potential
of plastid #rnl. (UAA) intron polymorphisms for the identification of the
botanical origin of plant oils”, Food Chemistry, 122, (2010) 850.

[102] Cogkun, F., Parks, C.R., “ A Molecular Phylogeny of Cercis L. (Fabaceae)
Using the Chloroplast #rnL-F DNA Sequences”, Pak. J. Botany, 41/4, (2009)
1587.

[103] Taberlet, P., Coissac, E., Pompanon, F., Gielly, L., Miquel, C., Valentini, A.,
Vermat, T., Corthier, G., Brochmann, C., Willerslev, E., “Power and
limitations of the cloroplast #7#L (UAA) intron for plant DNA barcoding”,
Nucleic Acids Research, 35/3, (2007) 5.

[104] Hidalgo, O., Garcia-Jacas, N., Garnatje, T., Susanna, A., “Phylogeny of
Rhaponticum (Asteraceae, Cardueae- Centaureinae) and Related Genera

180




Inferred from Nuclear and Cloroplast DNA Sequence Data: Taxonomic and
Biogeogrphic Implications”, Annals of Botany, 97, (2006) 705.

[105] Tsai, L.C., Yu, Y.C., Hsieh, HM., Wang, J.C., Linacre, A., I Lee, J.C.,
“Species identification using sequences of the trnL intron and the trnL-tmF
IGS of cloroplast genome among popular plants in Taiwan”, Forensic Science
International, 164, (2006) 193.

[106] Wang, Y.J., Liu, J.O., “Phylogenetic analyses of Saussurea sect.
Pseudoeriocoryne (Asteraceae: Cardueae) based on cloroplast DNA #rnl-F
sequences”, Biochemical Systematics and Ecology, 32, (2004) 10009.

[107] Drabkova, L., Kirschner, J., Viéek, C., Pades, V., “TrnL-trnF Intergenic Spacer
and frnL. Intron Define Major Clades Within Luzula and Juncus (Juncaceae):

Importance of Structural Mutations”, Journal of Molecular Evolution,
59,(2004) 1.

[108] Fiz, O., Valcércel, V., Vargas, P., “Phylogenetic position of Mediterranean
Astereae and character evolution of daisies (Bellis, Asteraceae) inferred from
nrDNA ITS sequences”, Molecular Phylogenetics and Evolution, 25, (2002)
157.

[109] Ferndndez, 1.A., Aguilar, J.F., Panero, J.L., Feliner, G.N., “ A phylogenetic
Analysis of Doronicum (Asteraceae, Senecioneae) Based on Morphological,
Nuclear Ribosomal (ITS), and Cloroplast (f#uL-F) Evidence”, Molecular
Phylogenetic and Evolution, 20/1, (2001) 41.

[110] Susanna, A., Garcia-Jacas, N., Hidalgo, O., Vilatersana, R., Garnadje, T., “ The
Cardueae (Compositae) Revisited: Insights from ITS, #ruL-trnF, and mafK
Nuclear and Cloroplast DNA Analys1s” Annals of the Missouri Botanical
Garden, 93, (2006) 150. :

[111] White, T.J., Bruns, T., Lee, S., and Taylor, J., Amplifications and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics, In Innis M,
Gelfand D, Sninsky J, and White T (eds.), PCR protocols: a guide to methods
and applications, Academic Pres, San Diego, California, USA(1990) 315.

[112] Dellaporta, S.L., Wood, J., Hicks, J.B., “A Plant DNA Minipreparation:
Version Ii”, Plant Molecular Biology Reporter, 1/4, (1983) 19.

[113]Ciplak, B., Taksonomi Yaz Okulu Ders Notlari, Akdeniz Univ. Fen- Edeb. Fak.
Biyoloji Béliimi ve ODTU Fen-Edeb.Fak. Biyoloji Béliimi, 7-13 Eyliil 1997,
Antalya.

181




[1143] Thompson, J.D., Higgins, D.G., Gibson, T.J., “ CLUSTAL W: improving the
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence
weighting, positions-specific gap penalties and weight matrix choice”, Nucleic
Acid Research , 22, (1994) 4673.

[115] Wofford, D.L., Phylogenetic Analysis Using Parsimony and Other Methods. In
(PAUP* 4.0b10), Ed 4.0b10. Smithsonian Ynstitution&Sinauer Associates,
Washington, D.C.& Sunderland, MA, p Computer Program for Phylogenetic
Analysis , (2005).

[116] Felsenstein, J., “Confidence limits on phylogenies: An approach using
bootstrap” Evolution, 39, (1985) 783.

- [117] http://www.linnean-online.org/cgi/search/simple (17.09.2011)

[118] Radford, A.E., Dickison, W.C., Massey, J.R., Bell, C.R. et.al, Vascular Plant
Systematics, Seiler, M.S., Harper & Row Publishers, New York, Evanston, San
Francisco, London, (1974) 565.

[119] Benson, L., Plant Classification, Laudermilk, J., D.C. Heath and Company,
Boston, (1957) 296.

[120] Petit, D., “Generic interrelationships of the Cardueae (Compositae): a cladistic
analysis of morphological data”, PL Syst. Evol., 207, (1997) 173.

182




