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OZET

BITKi MOLEKULER FiLOGENISINDE KULLANILAN BAZI GEN VE
METODLARIN KARSILASTIRILMASI

Behcet iNAL

Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Damsman: Do¢. Dr. Mehmet KARACA
Temmuz 2011, 213 Sayfa

Canlilarin smiflandirilmasi ve canli birliklerinin sinirlarmin gizilmesi gozleme ve
deneye dayali sistemli bilgi Giretmeye baglanmasiyla birlikte karsilagilan en karmagik
problemlerden biri olmustur. Bu amagla aragtirmacilar bir¢ok kuram ve metot
geligtirerek var olan canli gegitliligini saptamava ¢aligmiglardir. Bu ¢egitliligi ortaya
koyan molekiiler sistematik caligmalart 6zellikle son 20 yildir hizla gelismektedir. Bu
geligme stirect i¢inde dizi analizlerinin kullanimi ve yemi filogenetik analiz metotlarinin
bulunmasi molekiiler sistematife de katki saglamaya baglamistir. Filogenetik bilgi
agisindan morfolojik karakterlerin yetersiz oldugu fosil kaynaklarmin bulunmadigi

durumlarda dizi analizleri filogenetik analizler i¢in ¢ok faydali olmaktadir.

Bu ¢aligmada, filogenetik ¢aligmalarda etkin olarak kullanilabilecek gen, gen bolgesi,
gen sayisi, genin hiicresel lokasyonu (kloroplast, niikleus), gen veva genler igin
hizalama yontemleri (alignment) ve hizalama yontemleri ile hizalanmig veriler vaygin
filogenetik analiz yontemleri ve programlari kullanilarak degerlendirilmistir. Caligmada
dort farkli alignment programi (CLUSTAL W, T-COFFEE, MAFFT, MUSCLE) ve bu

programlarda bulunan iki farkli algoritma kullanilmigtar.

Filogenetik yontemlerin kargilagtirilmasi ig¢in uzunluk (*Distance™), Maksimum Olasi
(Maksimum Liklelihood, ML), Maksimum Parsimoni (Maximum Parsimony, MP) ve
Bayes-MCMC (BI) yontemleri iki farkl veri seti kullanilarak karsilagtirilnugtir. Veri

setlerinden birincisi 44 pamuk (Gossypium) tirinden olusturulmus olup burada ITS1,



ITS2, ITS1-ITS2 niiklear ribozomal RNA’vya ait DNA dizileri, ikinei veri seti ise gali,
agacst, otsu, monokotiledon ve dikotiledondan olugan toplam 60 taksondan ve 5 farkhi

lokustan (matK, truH-psbA, accD, rpoCl, rpoB) olugturulmustur.

Caligmamiz sonucunda yaptigimiz analizlere dayanarak kullanilan alignment
(hizalama) programlarindan olan MAFFT 1in mevcut sekans verilerimizi en uygun bir
sekilde hizalayarak dogru Gossypium agag topolojisini vermigtir. Ayni zamanda
filogenetik metodlar analiz etmek igin mevcut veriye en uygun subtitisyon modeli
olarak GTR ve TN93 modeli dnerilmigtir. Caligmada kullanilan atmig bitki taksonu igin
ise bitki gruplarim yiiksek posterior probability degerleri ayirt ettiginden matK, ve trnH-
psbA ilgili bitki grubu igin markir geni olarak belirlenmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Filogeni, molekiiler sistematik, biyoinformatik, filogenetik

analiz
JURI: Dog. Dr. Mehmet KARACA (Danigman)

Prof. Dr. Kenan TURGUT
Prof. Dr. A. Naci ONUS
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ABSTRACT

COMPARISON OF SOME GENES AND METHODS USED IN PLANT
MOLECULAR PHYLOGENY

Behcet INAL

M.Sc. Thesis, Department of Field Crops
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet KARACA
July 2011, 213 pages

Drawing the boundaries of the classification of living organisms and living units to
produce systematic knowledge based on observations and experiments with the
introduction has been one of the most complex problems. For this purpose, researchers
have developed many theories and methods to determine the diversity of the livings.
The molecular systematic studies that reveal biodiversity have been rapidly evolving in
the last 20 years. In this developing process using sequence analysis and methods of
phylogenetic analysis of molecular systematic have also started to contribute the
phylogenetic studies. In terms of phlogenetic information when morphological
characters and fasils are insufficient for phylogenetic studies. DNA sequence analysis is

very useful for phylogenetic studies.

In this study, genes, gene regions, the cellular location of the gene (chloroplast,
nucleus), the number of genes, which use in phylogenetic studies efficiently, four
alignment programs (CLUSTAL W, T-COFFEE, MAFFT, MUSCLE), aligned data sets
with these alignment methods and algorithms using common phylogenctic analysis

programs were evaluated.
In order to compare phylogenetic methods Distance (D), Maximum Likelihood (ML),

Maximum Parsimony (MP), and Bayesian-MCMC (BI) were compared using two
different data sets. Hereby, the first data set was composed of 44 cotton (Gossypium)
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species. This set was assessed using I'TS1, ITS2, and ITS1-ITS2 DNA sequences of
nuclear ribosomal RNA. The second set composed of 60 taxa containing shrubs, woody,
herbaceous, monocotyledon and dicoytledon were evaluated using 5 different

chloroplast genes (matK, trnH-psbA, accD, rpoCl, rpoB).

The consequence of this study, based on our analysis, MAFFT alignment software
aligned our data the best fit and had gave the right tree topology for Gossypium species.
At the same time the most appropriate subtitiisyon models were GTR and TN93 for the
current data. Based on the bootstrap and posterior probability values matK and frrnH-
psbA genes were determined as the marker genes for the sixty plant taxa used in the

study.

KEYWORDS: Phylogeny, molecular systematic, bioinformatic, phylogeny analysis.

COMMITE:  Assoc. Prof. Dr. Mehmet KARACA (Supervisor)

Prof. Dr. Kenan TURGUT
Prof. Dr. A. Naci ONUS
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ONSOZ

Bitki molekiiler sistematigi 6zellikle son 20 yildir hizla gelismektedir. Bu geligme
dizi analizlerinin kullanilmasiyla ve yeni filogenetik analiz metotlarinin bulunmasiyla
molekiiler sistematige de katki saglamaya baglamigtir. Filogenetik bilgi agisindan
morfolojik karakterlerin ve fosil kaynaklan yetersiz oldugu zamanlarda dizi analizleri
filogenetik analizler ig¢in ¢ok faydali olmaktadir. Cinkii filogenetikgiler genellikle
dizilerin filogenisinin organizmalarin filogenisine ¢ok vyakin oldugunu farz
etmektedirler. Dizi analizi yontemleri canlilarin cografik orijinlerinin bulunmasmdan
canhlarin  filogenilerini molekiiler olarak ispatlamaya kadar bir¢ok alanda

kullanilmaktadir.

Bu Yiiksek Lisans Tez caligmasinda giderek oOnemi artan molekiler filogeni
caligmalarinda kullanilabilecek gen, gen bolgeleri, gen lokasyonlart farkli alignment
programlar1 ile analiz edilmis ve elde edilen veriler etkin niikleotit stibstitlisyon

modelleri ve filogenetik yontemler kullanilarak analiz edilmigtir.

Caligmalarmmi  yonlendiren, arastirmalarimim  her agsamasmda bilgi, o6neri ve
yardimlarini esirgemeyerek akademik ortamda oldugu kadar begeri iligkilerde de engin
fikirleriyle yetisme ve gelismeme katkida bulunan danigman hocam Sayin Dog. Dr.
Mehmet KARACA ya en igten tegekkiirlerimi sunarim. Her tarli bilgi ve deneyimi hig
esirgemeden benimle paylasan degerli hocam Saymn Dr. Ayse Gil INCE ye, yiiksek
lisans caligmamin her agamasinda desteklerini esirgemeyen, yoruldugum anlarda her
zaman yanimda olan sevgili arkadagim Saym Arag. Gor. Adnan AYDIN’a tegekkiir

ederim.

Degerli katkilart i¢in jiiri tyelerim Sayin Prof. Dr. Kenan TURGUT (Akdeniz
Universitesi) ve Saym Prof. Dr. A. Naci ONUS’a (Akdeniz Universitesi) tesekkiir
ederim. Tamidigim ilk giinden beri maddi ve manevi destegini hig esirgemeyen ve
pozitif’ diigtinceleri ile beni hep bilim diinyasina baglayan degerli Saymn Yrd. Dog. Dr.
M. Emre EREZ’e (Siirt Universitesi), bana tezim sirasinda tamidigi her tirli

imkanlardan dolay1 Sayin Yrd. Dog. Dr. Osman KARABACAK ’a (Siirt Universitesi) ve



tezim sirasinda desteklerini hep yanimda hissetigim Siirt Universitesi Biyoloji

boltimiiniin geri kalan tiim 6gretim tiyeleri ve 63retim elemanlarina tegekkilir ederim.

Bu ¢aligmaya 2011.02.0121.002 no’lu aragtirma projesi ile maddi destek saglayan
Akdeniz Universitesi Rektorligii Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,
maddi ve manevi desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyip, bu glinlere gelmemi saglayan

AILEME sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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“Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation”™
“National Center Biotecnology Informative™
“Phylogenetic Analysis Using Parsimony™
“Posterior Probability”

Parametre

“Polyvinylpolypyrrolidone, Insoluble™
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Triton X-100  “Octyl phenol ethoxylate™
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1. GIRIS

Organizmalarin smiflandirilmasi, birbirleri ve ilgili diger gruplarla iligkilerinin
saptanmasi, gecmigteki ve gelecekteki konumlarinin belirlenmesi bilim insanlarinin ¢ok
uzun stredir ilgilendigi konularin baginda gelmektedir. Bu amagla aragtirmacilar birgok
kuram ve metod geligtirerek var olan canli gegitliligini saptamaya ¢aligmiglardir. Bu
cesitliligi ortaya koyan molekiiler sistematik ¢aligmalan 6zellikle son 20 yildir hizla
geligmektedir. Bu geligme stireci icinde molekiiler dizi analizinin kullanimi ve yeni
filogenetik analiz metodlarinin bulunmasi1 molekiiler sistematife de katki saglamaya
baglamigtir. Filogenetik bilgi agisindan fosil kaynaklarinin bulunmamasi ve morfolojik
karakterlerin de ¢ofu durumda vetersiz olmasi nedeni ile molekiiler dizi analizleni

filogenetik analizler i¢cin ¢ok faydal olmaktadir.

Evrim insan oglunun yagaminda dogrudan gézlemleyecegi siire iginde meydana gelen
bir biyolojik stire¢ olmayip ¢ok uzun streler ve gartlar gerektiren bir biyolojik stireg ve
gergektir. Evrim stiregler dizini olup canlilarin nesilden nesile degigmesi, canlilarin yeni
ozellikler kazanmasi ve baz1  Ozelliklerin  kaybetmesi geklinde tanimlanabilir.
Organizmalarin  veya taksonomik gruplarinn  evrimsel gegmisini, hiyerargik
sistemlerini, genetik iligkilerini fosil, morfolojik veriler veva genetik analizlerle ortaya

konulmasi ise “filogeni™ olarak tammmlanmaktadir.

Biyolojik bir tiirGin tiirlerin veva bir organizma grubunun zaman siireci igerisinde bir
dizi morfolojik, fizyolojik, genetiksel degigimden gecerek sekillenmesi filogenez olarak
tamimlanir. Filogenez stireci filogenetik yontemler kullanilarak filogeni seklinde ortaya
konmaktadir. Filogenetik yontemlerde evrimsel iligkiler veya diger bir séylem ile
filogenez bir dallanma stireci olarak dugtnilir. Bu baglamda filogenetik bir agag,
organizmanin veya bir grup organizmanin tarihsel bir ge¢misgini gosterir. Ornegin
zaman iginde ne kadar degisime ugradigin1 ve bunun sonucu olarak farkli dallar halinde

nasil tiirlegtigi, birbiri ile melezlendigini ve/veya tikenerek son buldugunu gosterebilir.

Genel olarak filogenez iki yoldan gergeklesmektedir. Bu yollar dikey (vertikal) gen
transferi ve yatay (horizontal veya lateral) gen transferidir. Filogenez siirecine dikey ve
yatay gen transferi farkli diizevlerde etkili olmaktadir. Dikey gen transferinde genler

ebeveynlerden dollere aktarilmakta veya diger bir sdylem ile transfer edilmektedir.



Dikey gen transferi genellikle birbirileri ile ¢ok yakin iligkili tiirler arasinda ve tarler

icerisinde yaygin olan gen transfer seklidir.

Horizontal gen transferi ise, birbirleri ile iligkisiz organizmalar arasinda genlerin akigi
ile meydana gelir. Horizontal gen transferi prokaryotlarda sik rastlanan bir olgu olmakla
birlikte rekombinant gen transferi ile elde edilen transgenik organizmalarda (GDO)
horizontal gen transferi ile olusturulmaktadir. Horizontal gen transferi organizmalarin
filogenisinin belirlenmesini  zorlagtirmaktadir. Bu neden ile etkin bir filogenetik
analizde horizontal gen transfer 6zelligi olmayan genlerin kullanilmasi 6nemlidir.
Genlerin arasmda transfer yonii bakimundan farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin
ribozomal RNA (rRNA) genleri horizontal gen transfer 6zelligine sahip degildir. Bu
ozelligi nedeni ile en yaygin kullanilan filogenetik dizilerdir. Horizontal gen transfer
ozelliginin yani sira ribozomal gen dizilerinin molekiiler saat hipotezine daha yakin bir
ozellik gosterdigi bilinmektedir. Filogeni ¢aligmalarinda kullanilan genlerin 6zellikleri
yanisira taksonlara ait diziler arasinda olugturulan hizalama da (alignment) énemlilik arz
etmektedir. Filogeni g¢aligmalarinda kullanmilan genlerin ve alignment iglemlerinin
diginda 6nemli olan bir diger nokta ise dizilerin birbirileri ile kargilagtirilmasinda ve
filogenetik agaglarin olugturulmasinda kullanilacak ntikleotid subtitiisyon modellerinin
belirlenmesidir. Filogeni c¢aligmalarinda 6nemli olan diger bir unsur ise en uygun

filogeniyi tahmin edecek yontemin ve programin kullanilmasidir.

Bu aragtirmanin amaci filogeni ¢aligmalarinda etkin olarak kullanilabilecek gen, gen
bolgesi, gen savisy, genin hiicresel lokasyonu (Kloroplast, Niikleus) hizalama

yontemleri (alignment), filogenetik analiz vontemlerini ve programlarimi belirlemektir.

Caligmada toplam 6 gen sekansi kullanilmigtir. Gen bélgelerinin filogeniye etkilerini
belirlemek igin ITS1, ITS2, ITS1-ITS2 niiklear ribozomal RNA’ya ait dizilerini ve gen
sayisinil ve g¢esidinin etkisini ortaya koymak icin ise matK, trnH-psbA, accD, rpoCl,
rpoB, kloroplast genlerine ait dizilerden vararlanilmigtir. Ayrica bu genlerdeki ntikleotid

subtitiisyon modelleri aragtirilmagtar.

Caligmada kullanilan toplam bitki takson sayist 105 olup bunlardan 44 tanesi
(Gossypium tirlerinden (birinci veri seti), geri kalani ise 15 familyanin temsil edildigi 60

taksondan (ikinci veri seti) ve dig grup olarak kullamilan Origanun vulgare subsp.



hirtum taksonlarindan olugturulmustur. Calismada Gossypium taksonlarin kullanim
amaci bu cinse ait mevcut filogenetik bilgilerinin fosil, morfolojik ve molekiiler diziler
kullanilarak ortaya konulmug olmasi nedeni ile segilmigtir. Caligmada kullanilan 60
taksonun seg¢imi ise bu taksonlarm bittintinde matK, trnf-psbA, aceD, rpoCl, rpoB gen

dizilerinin belirlenmis olmasi ve filogenik agidan belirgin farkliliklar igermelidir.

Caligmada bilgisayar ve sire goz 6ntne alinarak 4 farkli  alignment  yontemi
(ClustalW, MAFFT, MUSCLE, T-COFFEE) ve her bir yontem i¢in 2 degisik algoritma

kullanilmigtir.

Filogenetik yontemlerin karsilagtirilmas: igin 3 farkli filgeni programi (PAUP,
MetaPIGA ve MrBayes) kullanilmistir ve bu programlarda var olan D, MP, MI., BI

filogeni yontemleri kullanilmigtir.

Caligmada elde edilen verilerin bir arada kullamldiginda MAFFT hizalama
programinin diger 3 programa gore daha dogru filogeni tahminini ortaya kovan

alignment programi oldugu tesbit edilmistir.

Aragtirmada farkli nitkleotid subtitiisyon modelleri kargilagtirilmig ve bu modeller
arasinda GTR (“General Time Reversible™), K2P (“Kimura's 2 parameter’™) ve TN93
(Tamura-Nei 1993) diger subtitiisyon modellerine goére daha uygun oldugu tesbit

edilmigtir.

Niiklear ITS1, ITS2, ITS1-ITS2 dizi verilerinin filogeni ¢aligmalari uygun oldugu
ancak 5.8 RNA dizi kismmin vzaklagtirilmasindan sonra ITS1-ITS2 bélgesinin daha
etkin sonu¢ olugturdugu belirlenmistir. Bu durum birden fazla gen bolgesinin daha
dogru filogeni tahmini yaptigi belirlenmigtir. ITS1 ve ITS2 dizileri arasinda subtitiisyon
model farklilig1 tesbit edilmigtir. ITS1 i¢in TN93, K2P. ITS2 i¢in GTR ve K2P modeli
onerilmigtir. ITS1-ITS2 dizilerinin birlikte analiz edildiginde de GTR modeli

kullanilmigtir.

Kloroplast genlerinden matK, frnH-psbA, accD, rpoCl, rpoB kargilagtinldig

caligmalarimizda en etkin filogeni tahmininin mafK ve trinH-psbA gen dizilerinden elde



edildigi ve bu genlerin filogeni ¢aligmalarinda markir gen olarak kullanilabilecegi teyit

edilmigtir.

Bu tez galismasinda elde edilen veriler 6z olarak verilmek istenirse bitki filogenisinde
kullanilan yontemlerin, lokuslarin, kargilagtirilmasi vyapilarak etkin ve yontemler
belirlenmigtir. Calisma ¢iktilart arasinda diger énemli bir nokta ise pamuk filogenisi ile
ilgili yeni veriler elde edilmig ancak c¢aligma konusundan uzaklagmamak adina
detaylandirilmamigtir. Sonug¢ olarak molektler filogenide kullamilan yontemlerden
birden fazlasinin kullamiminin vararhi olacag gortilmustiir. Ayrica tek gen dizisi yerine
3 farkli gen dizisinin birlikte kullamimimmin daha dogru topoloji tahminini ortaya

koyacagi tesbit edilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Evrim dogrudan gdzlemlenemeyecek kadar uzun streler iginde meydana gelen bir
biyolojik stirectir ve evrimsel degisim filogeni ile ortaya konulur. Genel bir tanimlama
ile organizmalarin taksonomik gruplarmin evrimsel geemigini, hiyerarsik sistemlerini,
genetik iligkilerini fosil, morfolojik veriler veya genetik analizlerle ortaya konulmasi

“filogeni” olarak tanimlanmaktadir.

Evrimsel degisiklikler genel olarak fosil kaynaklar kullanilarak anlasilabilmektedir.
Ancak fosil kaynaklarinin sayilarinin yetersiz olmasmin yaninda analizlerinde de bazi
sorunlar bulunmaktadir. Biyolojik bir tartin, tiirlerin veya bir organizma grubunun
zaman siireci igerisinde bir dizi morfolojik, fizyolojik, genetiksel degisimlerden gecerek
gekillenmesi filogenez olarak tamimlanir. Filogenez stireci filogenetik yontemler
kullanilarak filogeni seklinde ortaya konmaktadir. Filogenetik vontemlerde evrimsel
iligkiler veya diger bir sdylem ile filogenez bir dallanma stireci olarak diistiniiltir. Bu
baglamda filogenetik bir agag, organizmalarin tarihsel bir gecmisgini gosterir. Ornegin
zaman iginde ne kadar degisime ugradigimi1 ve bunun sonucu olarak farkli dallar halinde

nasil tiirlegtigi, birbiriyle melezlendigini ve tilkkenerek nasil son buldugunu gosterebilir.

Filogeninin bir aga¢ seklinde (yaprak, dal, sap ve kok) gosterilmesi ile filogenetik
aga¢ olusturulmaktadir (Suarez-Diaz vd 1998). Filogenetik agaglar, monofiletik,
parafiletik ve polifiletik olabilmektedir. Monofiletik iligkileri gdsteren agZaclarda,
organizmalanin tiiredigi ortak atasal kaynak tektir. Bu tip taksonomik gruplama veya
filogenetik aga¢ monofiletiktir. Diger taraftan bir taksonomik gruplamada, birden fazla
ortak atamin bulunmasi durumunda polifiletik kavram ortaya ¢ikar bu tip filogenetik

iligkilerde grup tiveleri igin en yakin ortak ata belirlenememistir.

Parafiletik filogenetik iligkilerde veya gruplamalarda ise ortak ataya sahip bir grup
organizma belirlenmigtir ancak bu grup igerisindeki bazi1 organizmalarin biitiin atalar
bulunmamaktadir. Ornegin modern siiriingenler bir atadan gelmiglerdir ancak kuglar bu
grupta yer almaz. Sicakkanli hayvanlarda hem memeliler vardir hem de kuslar vardir.
Kuglar ve memelilerin en yakin ortak atasi bu grupta ver almaz ve dolaysiyla polifiletik
bir filogenetik iligki vardir.



Lamarck (1809) tarafindan ilk kez evrimsel aga¢ (filogeni) ortaya konmusg ve bu
analizde balik, kug, memeliler ve bazi1 omurgasiz hayvan gruplarn aga¢ iligkileri olarak
ilk kez gosterilmigtir. Bu tiir filogeni uygulamalari yabani veya kiiltiir bitkilerinin
taksonomisinde giniimiizde yaygin olarak kullamilmaktadir. Gunimiizde DNA ve
protein dizileri bakteriden insana kadar farkli organizmalarin evrimsel tarihlerini veya
gecmislerinin arastinlmasinda énemli bir aractir. Molekiiler filogenetik caligmalarda
homolog genlere ait aminoasit ve DNA dizileri taksonomik siiflandirmalarin
vapilmasma, taksonlar arasindaki genetik ve biyocografik iligkilerin saptanmasinda,
protein kodlamayan diziler de dahil olmak tizere genlerin, proteinlerin ve diger
molekiiler dizilerin gruplandirilmasinda, epidemik arastirmalarda ve parazit konukgu

arasindaki paralel evrimlesme ¢aligmalarinda kullamlmaktadir (Smith vd 1981).

Molekiiler filogenetigin uygulama alanlarina 6mek olarak herbisit (“roundup:
glyphosate isopropylamine™) ve pestisit (Bacillus thuringiensis toksin) dayaniklilik
genlerin dogal bitki va da organizmalarda dayanikliligin kazanilmasinin saptanmasi ile
kullanilan herbisit veya pestisit dozlarinin ve ekim alanlarinin artirilmasi ile horizontal
gen akiginin belirlenmesi gosterilebilir. Filogeniden vararlanilarak ekonomik agidan
onemli olan kultir bitkilerinde var olan genetik kaynaklarin daha etkin kullanilabilmesi
icin gerekli genetik bilginin elde edilmesinde, 1slah metotlarinin uzun zaman igerisinde
genom yapisinda meydana getirdigi degigikliklerin durumunun saptanmasinda ve bu
degigiklerin erigtigi nokta hakkinda bilgi edinmede de olduk¢a vaygin olarak

kullanmlmalktadirlar.

Molekiiler filogeninin bagka ve yaygin bir kullanim alani da bitki molekitiler
sistematigidir. Bitki molekiiler sistematigi 6zellikle son 20 yildir hizla gelismektedir
(Wen vd 1997). Bu gelisme dizi analizlerinin kullamlmasiyla ve yeni filogenetik analiz
metotlarmin bulunmasiyla (Ro vd 2007) molekiiler sistematige de kapsamli katki
saglamaya baglamigtir. Filogenetik bilgi agisindan morfolojik karakterlerin yetersiz
oldugu zamanlarda dizi analizleri filogenetik analizler i¢in ¢ok faydali olmaktadir
(Yokoyama vd 2000). Cunki filogenetikgiler genellikle dizilerin filogenisinin
organizmalarin filogenisine g¢ok yakin oldugunu farz etmektedirler. Dizi analizi
yontemleri canlilarin cografik orijinlerinin bulunmasindan (Allan vd 2004) canlilarin

filogenilerini molekiiler olarak ispatlamaya kadar birgok alanda kullanmilmaktadir



(Cohen ve Weydmann 2005). Angiospermlerin molekuler filogenileri hakkinda yapilan
caligmalarda genellikle kloroplast DNA’s1 (Graham ve Olmstead 2000) mitokondri
DNA’s1 (Qui vd 1999) veya ¢ok tekrarli niiklear ribozomal DNA genleri kullanilmagtir.
Son zamanlarda vapilan g¢aligmalara gore bu tG¢ genomdaki DNA dizileri farklh
oranlarda degisime ugramiglardir. Nitklear genomda degisim daha hizliyken mitokondri

ve plastid (kloroplast) genomlarinin daha yavag degistigi tahmin edilmektedir.

Niiklear ribozomal DNA (nrDNA) bdélgeleri arasindaki farklh mutasyon oranlar
birgok taksonomik seviyede filogenetik sonu¢ alinmasina olanak saglar. ITS, (ITS1+ 5.8
ITS2 ) nrDNAnm en ¢ok gesitlilik gosteren boliimuidiir ve bitki filogenetiginin yeniden
yvapilanmasinda onemli bir lokus oldugu kanitlanmistir (Liston vd 1999). Bitki
molekiiler filogenetigini ortaya koymak ic¢in dnemli ve vazgegilmez bir arag olarak
biyoinformatik, molekiiler filogenetik vyontemlerinin kullamlmasinda, proteinlerin
primitif formlardaki durumunu belirlemede veya gelecekte doniigebilecekleri
formlarinin aragtirnlmasina kadar biyolojinin hemen her alaninda kullanilmaya
baglanmigtir. Ornegin aminoasit dizisi bilinen ancak fonksiyonu bilinmeyen bir protein
diger proteinlerle kargilastirilabilmekte ve benzerlik agag¢lar olugturulabilmektedir. Bu

analiz sonucunda proteinin olasi1 fonksiyonlar: tahmin edilebilmektedir.

Molekiiler filogenetik ¢alismalarin temelinde homolojii gosteren molekiiler dizilerin
birbirleri ile kargilagtirilarak hizalanmasi (alignment) ilk adimdir. Alignment igleminde,
karakterler arasinda olusturulacak iglemlerde homolog diziler arasinda var olabilecek
dizi (karakter) degisiklikleri [substitlisyon; transisyon ve transversiyon], eklemler
(insersiyon), ¢ikarmalar (delesyon), aymi dizi tzerinde farklhh kisumlarda bulunan
diizenleyici dizilerin varlifi veya voklugu, degisim oranlarmin farkliliklari, dizilerin
birbirlerine paralog, ortolog olabilmeleri, homoplasi durumlarmin varlifi nedeni ile
alignment iglemi o6nemlilik arz etmektedir. GUniimtze degin ¢ok sayida
biyoinformatiksek yazilim program gelistirilerek alignment islemlerinin dogrulugu

artirilmaya ¢aligilmaktadir (Cizelge 2.1)



Cizelge 2.1. Yaygin olarak kullanilmakta olan alignment yazilim programlari

Program Adx

BALI-PHY
CLUSTALW
KALIGN
MAFFT
MAYVID
MSA
MSAPROBS
MULTALIN

MUSCLE

OPAL
PECAN

POA

PROBALIGN

 PROBCONS
PRRN/PRRP
PSALIGN
SAGA
STATALIGN
STEMLOC
T-COFFEE

Homoloji (Homology) analizinde bir atadan gelmis bireylerde ortak olan 6zellikler

Dizi Tipi

‘. DNA/Protein

DNA/Protein

DNA/Protein

DNA/Protein

DNA/Protein
. DNA/Protein

Protein

DNA/Protein
MULTI-LAGAN |

DNA/Protein
DNA/Protein
DNA/Protein

| DNA

‘_ Protein
| Protein
Protein

Protein

DNA/Protein

Protein

7 DNA/Protein

RNA

DNA/Protein

Alignment
Tipi
Global

| Lokal/ Global
| Global
Lokal/Global

Global

' Lokal/Global

Global

| Lokal/Global

Global

| Lokal/Global
.. Lokal/Global

Global

| Lokal/Global

Global

' Lokal/Global
| Lokal/Global
| Lokal/Global
' Lokal/Global

Global

| Lokal/Global
| Lokal/Global

Referans

‘. Redelings ve Suchard 2010

Thompson vd 1994

Lassmann 2005
Katoh vd 2005

Bray ve Pachter 2004

| Lipman vd 1995
| Liu vd 2010
Corpet 1998

Brudno vd 2003

| Edgar 2004

Wheeler ve Kececioglu 2007

| Paten vd 2008
 Lee 2002

Roshan ve Livesay 2006

| Do vd 2005
‘_ Totoki 1991

Sze vd 2006

7' Notredame vd 1998

Novak vd 2008
Holmes 2005

Notredame vd 2008

(degisim gostermeyen ve korunmug karakterler), farkli olan 6zellikler ve yeni olugmusg

ozellikler (mutasyon, rekombinasyon) belirlenebilmektedir. Bu homolog ozellikler

paralog veya ortolog Ozelliklerdir. Genler bu ozelliklerine gore paralog ve ortolog

olarak simiflandirmaktadar.

Morfolojik ozellikler arasinda (anatomik ve morfolojik karakterler) paralog ve

ortolog vapilarm veya unsurlarin belirlenmesi goreceli olarak daha kolay olmasina

ragmen, bu ozelliklerin ¢evreden daha fazla etkilenmeleri, gelisim dénemlerine bagh

olmalan ve sayica az olmalar nedenleri ile kullamimlarinda sorunlar bulunmaktadir.

Diger taraftan morfolojik karakterlere gore molekiler dizilerin filogenide kullanimi

daha etkindir.



Ortolog diziler (genler) farkl tiirlerde bulunan ve benzer dizilere veya fonksiyonlara
sahip homolog diziler iken paralog diziler veya genler duplikasyon sonucu olugmug
veya aym tir igerisinde atadan gelen homolog dizilerdir. Ancak farkli genler tizerinde
bulunan niikleik asitlerin [toplamda 4. A, G, T, C] veya aminoasitlerin [toplamda 20
adet standart aminoasit] salt dizi siralanigina bakarak hangisinin digerine paralog veya
ortolog oldugu basit hizalama testleri ile belirlenmesi kolay bir iglem degildir. Bu
nedenle gliniimiize degin birgok alignment vazilim programlari ve bu programlarda

kullanilan farkli algoritmik ve istatistik yontemleri gelistirilmigtir (Cizelge 2.1).

Basit bir tanimlama ile en az iki molekiiler diziyi (pairwise alignment) veya sayi
olarak daha fazla dizilen (multi-alignment) birbirlerine  gore  niteliksel
konumlandirilmalar1 alignment olarak nitelendirilebilir. Alignment sonucu olugan
diziler birbirlerine homolog olabilirler ancak her zaman birbirlerine gore hizalanan
diziler homolog olmayabilir. Bu durum alignment iglemlerinin basit konumlama iglemi

olmadigini agik¢a gostermektedir.

Gunimiize degin geligtirilmis olan bazi alignment programlart aym anda
mutasyonlari (insersyon, delesyon ve siibtitiisyonlari) ortaya koyabilecek niteliktedirler.
Bu tir programlarda farkli diziler birebir olarak alignment edebilmektedir. Aym
zamanda bu programlarda mutasyonlar goz Ontine alinabilmektedir. Bu tir yazilim
programlarina ClustalW (BioEdit ve MEGA), Kalign, T-COFFEE, Sequencher,
MAFFT ve MUSCLE programlar 6rnek olarak gosterilebilir. Diger bazi algoritmalarda
olasilikli alignment analizleri, dizilerin bitiintinde (global) veya bir kisminda (lokal)
ayrt ayrit alignment analizleri gergeklestirilebilmektedir. Global algoritmalar bir
hizalamada dizinin butiiniinG g6z oOntine alirken bodlgesel algoritmalar hizalamada

dizilerin belirli bir kismini dikatte almaktadar.

Coklu sekans hizalamasi1 (CSH) biyolojik sekansi konu alan birgok karsilagtirmal
caligmalarda ¢ok oOnem tasmmaktadir. CSH, aym zamanda filogenetik c¢aligmalarda,
korunmug ve korunmamaig bolgelerin taninmasmda, kodlanmayan RNA (ncRNA)
bolgelerin belirlenmesinde ve daha birgok alanda yaygin bir bigimde kullanilmaktadir
(Katoh 2008). CSH kullamlarak, diziler arasinda homolojiden yararlanarak evrimsel

iligkiler ortaya konabilmektedir. CSH yontemleri ile nokta mutasyonlan ve delesyonlar



(indel) tespit edilebilmektedir. CSH iglevsel olarak o6nemli konumlarin tespit
edilmesinde kullanilabilir. Korunmug bolgelerin belirlenmesinde 6rnegin, baglanma
bolgeleri, aktif bolgeler veya diger anahtar fonksiyonlara kargilik gelen konumlar
bulunabilmektedir. CSH yontemlerinin  kullaniminda farkli  ozelliklerin  ya da
parametrelerin gz Oniine almak onemlilik arz etmektedir (Durbin vd 1998). Coklu
hizlama iglemi yukarida bahsedilen iglemlerin yam sira filogeni ¢ikarimlar igin oldukg¢a
glicliit bir arag¢ olup filogeni ¢aligmalarinda olduk¢a vaygin olarak kullamilmakatdir
(Gotoh 2003). Guinimuze degin gelistirilmis olan ¢ok sayida alignment yazilim
programlari meveut olup bunlarin bir kismi Windows igletim sistemine uyumlu iken bir

kismi1 Mac, Linux ve ag tabanl programlardir.

Kargilikli Dizilerlerin Hizalamasi (Pairwise Alignment) yonteminde g¢oklu diziler
icerisinde se¢ilmis bir dizi ile diger bir dizi kargilagtirilmakta ve daha sonra sirasiyla
diger diziler kargsilastirilmaktadir. ki dizi arasindaki uzaklik (Distance) bosluklar
dikkate alinmadan iki dizi arasinda birbirleri ile ayni olan unsurlarin (baz veya
aminoasit) toplam sayilarmin bitiin dizi toplamina boélinmesi ile belirlenmektedir.
Omegin A, B ve C dizileri arasmda uzaklik matrisi (Bkz. Cizelge 2.2) de

gosterilmektedir.

Alignment iglemlerinden sonra ikinci iglem olarak matriks bilgileri kullamlarak bir
aga¢ olusturulmaktadir (Bkz. Cizelge 2.2). Bu iglemin amaci ¢aligmada kullanilan
dizilerin birbirleri ile olan iligkilerini ortaya koymaktir. Bu agag¢ rehber agac¢ olarak
isimlendirilmektedir. Ancak bu rehber agacin filogenetik agidan bir degeri yoktur. DNA
kullanilarak vapilan birgok analizde arastiricilar genellikle gruplama analizleri ile

filogeni analizlerini karigtirmakta ve gruplama sonuglarini filogeni olarak sunmaktadir.

Alignment iglemlerinde Ugilinci adimda rehber agacina bakilarak veya kullanilarak
¢alismada kullamlmakta olan diziler yeniden siralanmaktadir. Ornegin Cizelge 2.2 deki
ornekte once A dizisi sonra B dizisi ve en son olarakta C dizisi siralanir. Bu siralama
gerekirse manuel olarak degistirilebilmektedir. Alignment ¢aligmalarinda ¢ogu durumda
manuel eklemeler ¢ikarmalara 6zellikle heliks, plaka veya diger diizenleyici bolgelerde

yapilarak olugturulan hizalamanin fonksiyonel 6zelligi artirilmaktadir.
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Manuel duzeltme oldukga 6nemli bir olgudur. Yanliy manuel duzeltmeler bazi
durumlarda yanlis sonucglarin alinmasina neden oldugu gibi manuel diizeltmenin
vapilmadigt durumlarda da yanlis sonuglar alinabilmektedir. Manuel dizeltmelerin
zorunlulugu yazilim programlarina sirali olarak verilen bir dizi grubunda hangisinin
atasal dizi ve Thangilerinin ise tiremig dizi oldugunun bilinmemesinden
kaynaklanmaktadir. Omegin ClustalW programinda genellikle alignment bir dizi
kullanilarak diger dizilerin kargilagtirilmasi ile gergeklegtirilmekte ve rehber dizi

tizerinde sadece bosluklar eklenerek diger diziler eglestirebilmektedir.

Cizelge 2.2. Alignment ve olugturdugu rehber agag

Ornekler

Alignment  iglemlerinin  tamamlanmasindan sonra filogenetik  galismalara
gecilmektedir. Son yillarda DNA dizi veya gen fragmentlerin filogenetik analizleri igin
¢ok sayida yazilim programlar1 ve analiz yontemleri geligtirilmigtir. Gintimiize degin
¢ok sayida filogenetik programlar geligtirilmig olmasma ragmen bu programlardan

hangisinin veya hangilerinin kullaniminin segimi oldukga dnemlidir (Cizelge 2.3).

Genel bir kural olarak filogenetik calismalarin en az iki farkli program veya yontemle
gergeklestirilmesinde varar bulunmaktadir. Ancak g¢alismada elde edilen verilere en
uygun olan metodun segilmesi gerekmektedir Ciinkii bir metot ya da yoéntemde var
olmayan bir algoritma diger bir yontemde bulunabilmektedir (Cizelge 2.4). Bircok
analizi bir arada gergeklestiren etkin bir filogenetik programinin gelistirilmesinde biiyik

vararlar bulunmaktadir.

Gunimiize degin filogenetik ¢aligmalarda PAUP yazilim programmin kullanilma

nedeni bu programda birgok algoritma veya kriterin bulunmasidir. Ancak PAUP
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programi alignment yapamamaktadir. Diger taraftan MetaPIGA gibi yeni programlar
dizi model testlerini gerceklestirirken uzaklik matrikslerini yapamamaktadir. Bu durum
molekiiler filogenetik ¢aligmalarinda birden fazla programin kullamilmasim zorunlu

kilmaktadir.

Cizelge 2.3. Yaygin olarak kullanilan bazi filogenetik programlar: ve kullandiklar

metodlar
Filogenetik Program Kullandig Metot
BATWING Bayes Ydntemi
BAYESPHYLOGENIES Bayes Yontemi
BOSQUE Distance, ML,
FASTDNAML ML
GENEIOUS NI, UPGMA
HYPHY MI, NJ, Distance
IQPNNI ML, NI
MEGA Distance, MP, ML
MESQUITE MP, Distance, ML
MOLPHY ML
MRBAYES Bayes Yontemi
NETWORK MedianJoming, Reduced Median, Steiner Network
NONA MP, Ratchet
PAML ML
PAUP* MP, Distance, ML
PHYLIP MP, Distance, ML
PHYLOQUART Quartet Method
QUICKTREE NI
RAXMIL-HPC ML, MP
SEMPHY ML, NI
TNT MP
TREEGEN Distance
TREEALIGN Distance, PM
TREEFINDER ML, Distance
TREE-PUZZLE ML
T-REX Distance, MP, ML
WINCLADA MP
XRATE Dal Uzunlugu Tahmini
MVSP Distance
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Cizelge 2.4. Yaygin olarak kullanilan baz1 analiz yontemleri

UPGMA NJ 7 MP | ML BI
Dal Uzunlugunu Dal Uzunlugunu | Dal Uzunlugunu Dal Uzunlugunu Dal Uzunlugunu
Verir . Verir | Vermez | Verir Verir
Atasal Kdk Atasal Kdksiiz Atasal Koksiiz Atasal Kdksiiz Atasal Koksiiz
Molekiiler Saat - | - Evrimsel Modeller
_ Hizli Analiz Hizli Analiz Yavas  Yavag Hizh Analiz
Divergen Diziler igin Divergen Diziler igin Yakmn Diziler Igin Yakin Diziler Igin Yakin Diziler Igin
Iyi Sonug Vermez Iyi Sonug Vermez Uygun Sonug¢ Verir Uygun Sonug Verir Usgun Sonug Vermez
Zavif Guivenilirlik ' Olduk¢a Hizli ve ' Orta Diizeyde Oldukea Ytiksek Oldukea Yuksek '
Givenilir Grivenilir Diizeyde Giivenilir Diizeyde Giivenilir

Molekuler filogenetik analizleri karakter tabanli ve numerik tabanli analizlerden
olugabilmektedir. Numerik analizlerde DNA markir analizlerine gore (varlik veya
yokluk markirlart) vyapilan analizler olup bu tip analizlerde uzaklik matriksleri
kullanilmaktadir. Numerik metotlarda yaygin olarak kullanilan yontemler ise Neighbor
Joining (NJ), Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA)

metotlaridir.

Karakter tabanli analizlerde morfolojik karakterler ve molekiiler karakterler (niikleik
asitlerde ve aminoasitlerde insersyon, delesyon, subtitiisyon) kullanilarak vapilan
analizler olup bu tip analizler yaygin olarak kullanilmaktadir. Karakter tabanh
analizlerde yaygin olarak kullanilan baglica analiz yontemleri ise maksimum ihtiyat
analizi (Maximum Parsimony, MP), maksimum olas1 analizleri (Maximum Likelihood,
ML) ve Bayes (Bayesian) analizleridir. Bu temel analiz metotlarina degisik istatistiksel

ve algoritmalar eklenerek gegitlendirilmiglerdir (Swofford 2002, Helaers 2010).

Analiz metodu ne olursa olsun filogenetik agaglarin ve topolojilerin elde edilmesinde
ve yorumlanmasmda baglica iki temel iglem bulunmaktadir. Bu islemler agag
topolojisinin tahmini olarak nitelenen bir agacin dallanma patterni ve digeri ise dal
uzunluklarinin tahmin edilmesidir. Topoloji bilindigi zaman dal uzunluklarinin tahmini
veya belirlenmesi degigik istatistiksel yontemler kullamilarak kolay bir gekilde
belirlenebilmektedir. Filogenetik ¢alismalarda zor olan topolojinin belirlenmesidir.
Ornek sayisinin artmasi olasi topoloji sayisini oldukga yilksek rakamlara ¢ikarmakta ve

bu durumda dogru olan topolojiyi belirlemek oldukea zorlasmaktadir. Genel bir kural
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olarak 6rmek sayisi n ile gosterilir ve olasi toplam koklendirilmemis topoloji sayist =

[(2Zn-5)! oldugundan ¢ok sayida topoloji olusturulmaktadir.

Yaygin olarak kullamilan UPGMA, NI yontemleri numerik metotlar olarak
adlandirilirken dizi tabanhi  yontemler ise MI, MP, Bayes ve diger olasilik
yontemleridir. Molekiiler filogenetik analizlerinde kullanilan yoéntemlere bagli olarak
degisik varsayimlarin  kabulti zorunludur. Bu varsayimlara o6mek olarak; 1)
kargilagtirilan dizilerin homolog diziler olmas1 sarttir. Iki dizinin birbirlerine homolog
olup olmadiklar1 aralarmda BLAST vyazilim programmm da vyer aldigi birgok
biyoinformatiksel programlarla protein ve DNA dizilerinde belirlenebilmektedir, ii)
birden fazla dizi birbirlerine hizalanabilmektedir (“multiple alignment™), iii)
kargilagtirilacak dizilerin aym tipte dizilerden (6rnegin ntlikleik asit dizileri, aminoasit
dizileri) olugurlar, 1v) karsilastirmaya alinan diziler birbirlerinden bagimsiz olarak
ormeklenmigtir, v) kargilagtirilan diziler 6rnegin genler veya proteinler farkli olarak
evrimlegmiglerdir, vi) niikleik asit ve aminoasit dizileri igerisinde bulunan karakterler

birbirlerinden bagimsiz evrimlesmistir.

Molekiiler evrimsel genetikte molekiiler saat kavrami (MS) olduke¢a onemlidir ancak
molekiiler saat kavramimin dogrulugu onlarca yildir tartisilmaktadir. Molekiiler saat
hipotezine gore belirli bir gen ve 6zellikte degisim zaman stirecinde belirli bir degigim
stireci gosterir ve organizmanin gegmisi ile giniimizdeki durumu zaman igerisinde

belirli bir diizende degistigi kabul edilmektedir.

MS kavrami degigik programlar tarafindan kullanmilmaktadir, 6rnegin UPGMA
yonteminde. UPGMA yonteminde MS hipotezi kabul edilir. MS hipotezinin dogru
oldugu caligmalarda bu yontem kullanilmalidir, UPGMA yontemi MS hipotezine bagl
olmast nedeni ile vyaygin olarak kullanilmamaktadir. UPGMA yonteminde NJ
yonteminden farkli olarak koklendirilmis agaclar tretilir. UPGMA yonteminde bir
matriks kullanmilarak dendogramlar tretilir. Bu ydntem morfolojik, bivokimyasal,
numerik ve dizi analizlerinde kullanilabilmektedir. Bu yontemde veriler birebir incelenir
ve birbirine en yakin iki grup belirlenir ve daha sonra bu guruba diger bir grup

eklenerek bir tist gruba tagir (Sekil 2.1).

14



oTU| A | B | ¢© 4,2
B | 0.1 — A
c | 03] 05
D | 06 | 06 | 066

—005 B

dipgyc = (dac + dgc)/2  diag)p = (dap + dgp)/2

0.05
OTU| AB | C 015 [ —A
c |04 5
D 0.66 0.05
C

0.2 (=dnpc/2)
Sekil 2.1. UPGMA agacinda dal uzunluklar hesaplanmasi

Iki grup arasindaki biitiin uzakliklar veya yakinliklarin ortalamasi almarak
gruplamalar yapilmaktadir. Ornegin A 6megi ile B érmegi arasindaki uzaklik 0.1 ve A
ile B agacta en sondaki vaprak ise, UPGMA agacinda A’dan kdke 0.05 ve B den koke
0.05 ve A’dan B’ye dal uzunlugu 0.1 dir. UPGMA gruplama yénteminde uygulanan
yaklasim asafidaki tabloda orneklendirilmistir. Cok sayida taksonun kullanildigi
dgrneklerde dnce en yakin olan gruplar belirlenir ve daha sonra bu gruplar birbirleri ile

karsilastinlarak agag formunda dénistiriliir.

Molekiiler filogenetik calismalarda karakterlerin evrimsel degisiminin esit oldugunu
varsayan ve esit olmadigi varsayan vaklasimlar kullamlmaktadir. Omegin Jukes ve
Cantor ydntemlerinde deisimlerin esit oranda oldudu varsayilmaktadir. Bazi
karakterler digerlerine oranla daha fazla deZisim go0stermektedir. Bu durumda
karakterler arasinda dengenin saglanmasi amaci ile agirhk yapilabilmektedir. Genel
olarak transisyon (adeninden guanine veya guaninden adenine) transversiyona
(guaninden sitozine, timinden adenine) gore agirhklandirilir. Omegin F84, Kimura ve

digerleri niikleik asit analizlerinde agirlik kullanilmaktadir, diger taraftan PAM (Point
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Accepted Mutations) yonteminde ise aminoasit dizi analizlerinde agirlik yontemlerini

kullanmlmaktadar.

Algoritmik (numerik) metotlardan NJ ve UPGMA yaygin olarak kullanilmakta olup
bu tip vontemlerde tek bir agag 6zel bir algoritmaya bagh olarak belirlenir. Algoritmik
metotlardan farkli olarak Eniyilik kriterlerinin (“optimality criterion’™) kullanildig
yontemler ise MP, ML ve Bayes metotlaridir. Enivilik kriterlerinin kullanildig: filogeni
yaklagimlariyla elde edilen topoloji ve agaglar ayni1 olmamaktadir. Bu durum &zellikle
karmagik filogenetik ¢aligmalarda daha belirgindir. Birden fazla agacin elde edilmesini
onleyen veya birden fazla afag¢ igerisinde dogruya daha yakin olan agaglarin
belirlenmesi i¢in degisik yontemler gelistirilmigtir.  Genel olarak bagvurulan
yontemlerden simiilasyon, yontemlerinden vyararlanilarak subtitisyon matriksleri ile
gergek verilerin kargilagtirilmaktadir. MP ve ML vontemlerinde subtitiisyon matriksleri
olugturulmakta ve daha sonra bu matriksler vardimi ile gergek veriler analiz edilmekte
ve filogenetik agacglar olusturulmaktadir. Distance yontemlerinde ise Distance matriksi

olusturulmakta ve daha sonra filogenetik agaclar olusturulmaktadir.

Uzaklik Metotlar1 (“Distance Method™) yardmiyla olusturulan topolojilerde
tizerinde ¢aligilan dizilerin kendileri ve bu dizilerin elde edildigi genler ve bu genleri
tagiyan organizmalarin Ozellikleri olduk¢a etkili olmaktadir. Uzaklik metotlarinin
kullanildig1 analizlerde eger diziler arasinda ve diziler tzerinde farkli diizeylerde
transisyon, transversiyon farkh dizeylerde gerceklesivor olmasi veya delesyon ve
insersiyonun farkli dizeylerde gerceklesiyor olmasi veva subtitiisyonlarin  farkh
diuzeylerde  gergeklesmesi nedenleri  ile elde edilen topolojiler gergegi

yvansitmayabilmektedir.

Bunlara ek olarak alignment islemlerindeki uyumsuzluklar veya hizalama
iglemlerinin  gerge8i yansitmamasi durumlarinda da uzaklik tabanh filogenetik
caligmalar glivenilir sonuglar ortaya koyamamaktadir. Bu gibi durumlardan dolay1 genel
olarak uzaklik tabanli filogenetik ¢aligmalarda cinsler veya tiirler arasindaki iligkiler
orta dizeyde saptanilabilirken vyakin tir veya ¢esitler arasinda sorunlar

yaganilabilmektedir.
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Uzaklik metotlarinda evrimsel uzaklik belirlenebilmektedir. Uzaklik metotlarindaki
evrimsel uzaklik kavrami ise belirli bir gen veya DNA fragmaninda veya aminoasit
dizilerinde var olan degisikliklerdir. Diziler arasindaki degigiklikler karakter farklilig:
(subtitiisyon), karakter ekleme (insersyon) veya karakter ¢ikarma (delesyon) olaylar
sonucunda olugmaktadir. Uzaklik yontemleri ile olusturulmug bir filogenetik topoloji,
dizilerin birebir karsilikhi karsilagtirmalardan elde edilen veriler bir algoritma veya
optimizlegtirme iglemi kullanilarak elde edilmektedir. En  yaygin  kullanilan
algoritmalara 6rnek olarak unweighted pair-group method with arithmetic averages
(UPGMA) Fitch-Margoliash (FM) ve neighbor-joining method (NJ) verilebilir.
Optimizasyon yontemlerinden ise yaygin olarak kullanilmamakla birlikte minimum
evrim metodudur. Uzaklik tabanlhi filogenetik agaglar ise hesaplanmig olan evrimsel
uzakligin kriter olarak kullanmilmasivla elde edilmektedir. Cok sayida kistas veva kriter
olmasima ragmen c¢ogu kriter genel olarak minimum evrim (ME) veva en dugtik kareler

(LS) kriterlerinden tlretilmigtir.

En Digtik Kareler Yontemine [Least-Squares (LS)] gore secilmis agag
topografyasinda se¢im birebir (pairwise) uzaklik hesaplarindan elde edilen verilerden en
digiik kareler toplamimi vermesi prensibine gore gerceklestirilmektedir. Bu tiir topoloji
bulma prensipleri DNA ve protein dizilerinde uygulanabilmektedir. LS ydnteminde
degisik modifikasyonlar bulunmakta olup bunlar agirliklili LS metodu veya
genellesgtirilmis 1S metodu olarak adlandirilmaktadir. 1S vyontemiyle elde edilen
topolojilerdeki dal uzunluklarinda bazi durumlarda negatif degerlerin elde edilmesi bu

yontemin en buytik dezavantajidir.

Minimum Evrim Metodunda (Minimum Evolution (ME)) vine birebir karsilagtirmali
uzaklik degerleri elde edilir ve bir agacin dal uzunlugu belirli algoritmalar kullanilarak
tahmin edilmektedir. Bu yontemde toplam dal uzunlugu en az olan agac topografyasi
secilir. Bu yontemde dal uzunluklarinin hesaplanmasinda aralarinda LS metodunun
bulundugu farkli metotlarda kullanilmaktadir. LS yonteminde oldugu gibi ME
yonteminde de elde dilen agacin gercek aga¢ oldugu kesin degildir. ME ydnteminin

LS’de oldugu gibi negatif degerler vermesi degisik algoritmalarla énlenmis olmasina
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karsin bu modifiye yontemlerin biiyilk zaman almasi ve giicli analiz iglemlerinin

gerektirmesi gibi dezavantajlar bulunmaktadir.

Neighbor Joining (NJ) yontemi 1973 yilinda Sneath ve Sokal tarafindan olugturulan
rakamsal gruplama analizi olup daha sonra Saito ve Nei (1987) tarafindan gelistirilerek
filogenetik ¢aligmalarda kullamlmaya baglanmigtir. Bu yontemde ilk olarak biitiin dizi
veriler birebir olarak kargilagtirilarak bir uzaklik matrisi olusturulur ve NJ algoritmasi
kullanilarak agag olugturulur. Bu yontemde molekiler saat hipotezi kullamlmaz ancak
ME yonteminin bir tirevi olan FM veya diger yaklagimlar kullanilir. Bu yontemle
alignment sonucu olusturulmug diziler dogrudan kullanilarak gruplama gerceklestirilir.
NIJ yonteminde analiz baginda i¢sel dallarin vzunlugunun sifir olarak kabul edilir ve
analiz swrasinda dallar arasinda en kiigiik uzunluklar birlegtirerek analiz devam edilir.
Ornegin eger 10 takson varsa (N=10) maksimum dal sayisi1 toplam 6rnek sayisinin bir
eksigidir (N-1). Uzaklik matriksleri genellikle FM yontemi kullanilarak hesaplanir.
Ornek sayis1 ve drneklere ait verilerin biiyikluga ile NJ topolojisi arasinda bir iliskinin
varligi ve 6rnek sayismin artmasi ile NJ topolojisinin dogrulugu arasinda bir iligki tespit
edilmigtir. NJ metodu bazi aragtiricilara gore birkag potansiyel topoloji yerine tek bir
agac Uretmekte ve aZactaki dallarin istatistiksel olarak desteklenmesi durumunda
giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir. Ancak NI topolojisinde istatistiksel olarak
desteklenmeyen dallarin fazlalifi durumunda diger metotlar kullanilmalidir. Yaygin
olarak NJ metodundan elde dilen agaglarin dogrulugu bootstrap vontemiyle

belirlenmektedir.

Evrimsel uzaklilik hesaplamalar1 ve olusturulan topolojilerin 6rnekler arasindaki
degigimlerin bilinmesi durumunda dogru olarak hesaplanmaktadir. Ancak gergekte bu
degigimler tam olarak bilinmez ve bunlarin hesaplanmasi i¢in degigik tahmin vontemleri
geligtirilmigtir. Degigik aragtiricilar tarafindan degigik yontemler gelistirilmis olup biitiin
bu yontemlerin ortak amaci gergekte var olan degigimleri (ekleme, ¢ikarma veya
degigtirme) ortaya koymaya yoneliktir. Omegin Kimuar veya Hasegawa tarafindan
geligtirilen yontemlerde degisimin hesaplanmasi (d mesafesi) basit orantisal hesaplama
(diizeltilmemis p mesafesi) yontemine gore daha dogru sonug vermektedir. Mesafe d

hesaplamalarinda ortaya ¢ikan yiiksek varyasyon Jukes-Cantor mesafesi ile daha da
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azaltilmigtir. Diger bir sdylemle dogru topoloji daha dogru olarak ortaya
konabilmektedir.

Maksimum parsimoni metodu [Maximum Parsimony (MP)] yvontemi ilk olarak Eck
ve Dayhotf 1966 tarafindan kullamilmigtir MP yonteminde filogenetik farklilik en kiigtik
karakter farklilifina dayanmakta ve boylece elde edilen veya tahmin edilen filogeni
nikkleik asit veya aminoasit degigimlerini yansitmaktadir. Algoritmik yontemlerin
aksine MP yonteminde bir istatistiksel ozet ile degil de, filogenetik iligki karakter
farkliligina dayanmaktadir. MP yonteminde elde edilen agac en kisa agag ve taksonlarin
ise birbirlerinden en az fakli olanlar birlegtirilmektedir. Ancak elde edilebilecek agag
veya topoloji sayist dizi uzunlugu ve 6zellikle 6rmek sayisina bagl oldugundan, en iyi
agacin bulunmasi hem zaman agisindan uzun bir siire gerektirmekte hem de elde edilen
agacin dogrulugunun kesin olmamasi durumlart bu yontemin dezavantajidir. Bu
yontemde vaygin olarak dal degisim yontemi kullanmilmakta olup bu vaklagimda
baglangi¢c asamasinda bir aga¢ tahmin edilmekte ve sonra bu agag iki dala ayrilmakta ve

sirasal eklemeli olarak yenileri eklenerek en uygun agag belirlenebilmektedir.

Agac arama algoritmalarinda genel bir kural olarak en az varsayimi kullanan
yontemin daha dogru oldugu diigiiniiliir. Bu nedenle varsayimi en az olan algoritmalar
tercih edilmektedir. Ornegin aga¢ ayirma ve tekrar tamma (tree bisection and
reconnection) bu tip algoritmalara érnektir. Genel olarak agag arama yontemlerinde ilk
clde edilen agag¢ sonraki agaglarin olugumunda biliyiilk éneme sahip olmasi nedeni ile
genellikle tekrarlamali aramalar (addition sequence replicates) kullanilmaktadir. Bu
yontemde ntkleik asit dizisi veya aminoasit dizisi kullanilarak belirli varsayimlar
altinda filogenetik iligkiler incelenmektedir. Bu analizde kullanilan varsayimlarda
niikleik asitlerde ve aminoasitlerde her ydone mutasyonun varligr dikkate alinmakta ve
en digtk degisim goz ontine alinarak olasi topolojiler hesaplanmaktadir. Miimkiin olan

olas1 topolojiler arasinda en az defisimi gosteren topoloji gergek agag olarak kabul

edilmektedir.
MP vyontemi kullanilan diziler arasinda, dizilerde ¢ok sayida varyasyonun

bulunmamasi ancak yeterli bir dizeyde degisimin bulunmasi durumunda dogru

topolojivi tespit edilebilmektedir. Pratikte niikleik asitlerde olugan degisimler geriye
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veya paralel degisimler (transisyon veya transversiyon) bulunmaktadir. Bu durumun
varligi MP analizinde sorunlar olugturmaktadir. Ancak filogenetik analizler arasinda
MP c¢kleme ve ¢ikarmalari (indels: insersivon ve delesyon) en iyi degerlendiren bir
topoloji yontemidir. MP topolojilerinin belirlenmesinde yaygin olarak iki algoritma
kullanilmaktadir. Bu algoritmalardan biri dal-ve-sinir olarak adlandirilan (branch-and-
bound) yontemdir. Bu yontemde ¢ok sayida topoloji ayr ayr analiz etmek yerine dal
uzunluklar kisa olan topolojiler kullanilmaktadir. Diger bir yontem ise deneyimsel
(heuristic) metot olup ¢ok sayida alt parametrelerden olugmaktadir. Deneyvimsel metotla
birlikte dal-degigimi (branch swapping) genetik algoritmalar, (genetic algorithms),

simtilasyon baglamalan (simulated annealing) kullanmilmaktadir.

MP yonteminde dal degigim algoritmasi kullamildiginda baglangigta bir agag tahmin
edilmekte ve bu aSaca basamaksal olarak diziler eklenmekte ve burada olusturulan
agaclar alt agaglar olarak birbirleri tizerine yerlegtirilir. Dogal olarak bir analizde ne
kadar az varsavim kullamilirsa o analiz dahi iyi bir analizdir. Algoritmalardan agag-
ayirimi ve tekrar baglama olarak adlandirilan (“tree bisection and reconnection™)
yonteminde az sayida varsayim kullanilmaktadir. Bu tiir yontemlerde en iyi topolojiyi
belirlemede aga¢ arama baglangicta varsayilan veya kurulan agaca bagimlhi olacagindan
aga¢c aramalart ¢ok savida tekrarlanmaktadir. Baglangic noktasina eklemeli
tekrarlamalar (“addition sequence replicates™) olarak isimlendirilmektedir. Filogenetik
caligmalarda MP analizleri ile olugturulan topolojilerde bazi durumlarda birden fazla
topoloji elde edilebilmektedir. Bu agacglarin birden fazlasinda en kisa dal uzunlugu
bulunabilmektedir (“multiple equally-parsimonious trees™). Bu gibi durumlarda
aragtiricilar bir kesin konsensus aga¢ veya analizlerde ortak olarak bulunan (a majority

rule consensus’™) agaglarini kullanabilmektedir.

Genel olarak MP analizleri transisyon ve transversivon durumunda ve diziler arasinda
vilksek degigim oranlart bulunan 6meklerin analizinde zorluklar ortaya koymaktadir.
Gergekte bu farkli degisim orammmin varligi so6z konusudur ancak MP analizi bu
degisimlerin esit oldugunu varsaymasi nedeniyle sonuglar farkli topolojiler ortaya
koyabilmektedir. Bu durumu ortadan kaldirmak amaciyla transversiyon veya

genomdaki daha az degigimler iceren bolgelere daha agirlik vermek veya daha hizl
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degisim gosteren genomik bolgelere daha az agirlik vermek sgeklinde ortadan
kaldinlabilmektedir. Ancak ¢ogu durumda tizerinde calisilan dizilerin hizli veya yavag
degigim bolgelerini teshis etmek mumkiin degildir ancak dinamik agirlikli parsinomi
yvontemleri gelistirilmistir (“Dynamically Weighted Parsimony™). MP analizleri ile elde
edilen aga¢lar minimum sayida aminoasit veya niikleik asit dizilerindeki degigimi
gosterir. Parsimoni analizinde iki temel kargilagtirma bulunmaktadir. Birinci yaklagim
Henning (1966) tarafindan geligtirilmis olup bu yontemde verilerin paylagilmig
karakterler ve ¢lde edilmis karakterler olmak tizere iki gruba boélunir ve sadece elde
edilmig ortak karakterler (“synapomorphs™) parsimoni analizi igin kullanmilir. Ancak bu
yaklagim molekiiler verilerde kullanilamaz ¢linkii normalde atasal ve elde edilmis
(tiretilmig) karakterler bilinmez. Parsimoni yontemlerinde homoplasi, evrimsel stirecin
dontgtimla (“unrooted™) veya dontigtimsiz (“rooted™) ve ¢oklu karakter durumlart goz

ontine alinarak alternatif yontemler gelistirilmistir.

Parsimoni yontemlerine 6rnek olarak Camin ve Sokal parsimoni metodu, Dollo
Parsimonisi ve Fitch-Wagner Parsimoni verilebilir. Camin ve Sokal parsimoni metodu
tipik bir parsimoni metodu olup Camin ve Sokal (1965) tarafindan gelistirilmistir. Bu
yontemde atasal durum mutlaka bilinmesi gerekmekte ve tek bir karakter degigimi
vardir ve bu degisim sadece tek bir yonedir. Bu yéntem geri dontisimii olmayan kiigtik
DNA delesyonlarinin varligi durumunda filogenetik ¢aligmalarda kullanilmaktadir.
Ancak dizi analizlerine uygun bir yontem degildir. Dollo parsimonisi yontemi Dollo
yasasina dayanmaktadir. Bu metoda gore déniismiis bir karakter tekrar dontigsmez diger
bir sOylemle evrim geriye donlismez. Bu ydntem restriksiyon enzim fragman
analizlerine uygun bir yéntemdir. Fitch-Wagner Parsimoni yontemde geriye dontgtimli
evrimsel stregte kabul edilir ve analizler bu yonde gergeklestirilir. Bu yontem dizi
analizlerinde kullanilabilmektedir. Bu metot PHYLIP paketinde bulunan DNAPARS ve
DNAPROT programlanyla veya diger bazi programlarla gerceklegtirilebilmektedir.

Maksimum Olas1 [Maximum Likelihood (ML)] metodu parametrelerin tahmininde
kullanilan geligmig bir istatistiksel yontemdir. Filogenide ML’ nin kullanimi ilk olarak
Cavalli-Sforza ve Edwards (1967) tarafindan 6ngoriilmiis ve daha sonra J. Felsenstein
(2002) tarafindan PHYLIP ve DNAMI. program paketivle birlikte molekiiler dizilerde
kullanilmigtir. ML ile ilgili degisik yontemler FastDNAmI programinda bulunmaktadir.

ML yonteminde en yiiksek olasilikli aga¢ subtitlisyon modellerinin kullanilmasiyla elde
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edilmektedir. DNA ve protein dizilerinde ML, yontemi yaygin olarak kullanmilmaktadir.
Ornegin MOLPHY protein filogenetik analizlerinde kullanilan yaygin bir ML
metodudur. Bu vontem belirli bir olasilikta en diigiik varyasyonu fazla sayida 6rnegin

kullanilmas1 durumunda ortaya koymaktadir.

Filogenetik ¢aligmalarinda ML yontemi kullanildiginda en iyi agag topolojisini elde
etmek i¢in en yiiksek (maksimum) olasilik kullanilir. Ancak farkh topolojiler farkli
olasilik diizeylerinde elde edilebilir ve bu nedenle elde dilen en yiiksek olasi topoloji
bile bazi durumlarda dogru topolojiyi ortaya koyamamaktadir. MI. metodunun amaci
olas1 mimkiin butiin topolojiler igerisinde en yiksek olasilifa (maksimum olasi) sahip
topolojinin belirlenmesine yoéneliktir. ML analizlerinde analizlere baglamadan &nce
aminoasit veva niikleotidler i¢in uygun bir modelin belirlenmesi gerekmektedir.
Guniimuze degin ¢ok sayida model geligtirilmigtir ve bu modellerin biyiik bir kismi
ijModelTest, PAUP veya MetaPIGA gibi programlarda mevcuttur. Bu modellerin
se¢imi buyiik dnemlilik arz etmektedir. Modellerin belirlenmesinde degigik yontemler
kullanilmaktadir. Guintimiizde degisik programlar kullamilarak uygun modeller
belirlenebilmektedir. Ornek programlar olarak niikleik asitler i¢in Modeltest veva
MrModeltest verilebilir. ML yoénteminin ¢ok uzun sitire almasi dezavantajidir ancak
GARLI ve RAxMI, algoritmalart kullanilarak analiz stiresinde kisaltmalar
gergeklestirilmektedir. ML, yonteminde elde edilen topolojiler Bootstrap ve Jackknife
yontemleri ile incelenebilmekte, elde edilen dallarin isitatistiksel vonden dogrulugu

belirlenebilmektedir.

Bayes Filogeni Tahmini (BI) yontemi ML yontemi ile tam olarak ortava konamayan
filogenetik 1iligkilerin ortaya konmasmda kullamilmaktadir. Bu yontemde analizler
olasiligi en yiiksek olan bir a prior topoloji ile baglar ve agaclar Markov Zinciri Monte
Carlo (MCMC) yontemi kullanilarak simiile edilir ve en iyi topolojiler yakalanir ve
posterior olasiliklilart viksek olan agaglar agag dosyalarina yazilir. Bayes yonteminde

dikkat edilmesi gereken 6nemli noktalar;

1) Cok sayida vakin iligkili diziler kullanilmamali aksi takdirde ¢ok kisa dallar
elde edilmekte,
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1) Birbirlerine ¢ok uzak olan diziler kullanilmamali aksi takdirde g¢ok uzun
dallar olusarak “Felsenstein-zone™ olugmakta ve elde edilen agaglarin
gtivenilirligi azalmaktadir. Bayes yonteminin givenilirligini artirmak
adina ¢ok yakin diziler kendi aralarinda bir digsal dizi veya diziler
(“outgroup”) analiz edilmelidir,

i) Birbirleri ile aym olan diziler uzaklastinlmalidir. Miimkiin olan biitiin
taksonlar analize dahil edilmelidir aksi durumda bir taksonun yvoklugu
biitiin bir analizi yanlig kilabilmektedir,

iv) Etkin takson sayisi ile vapilan analizlerde topoloji simetriktir. Tirlegme ve
yok olma bir denge halindedir. Kompleks topolojinin varhi§ yiksek

oranda tiirlegsme veva yok olmayi gostermektedir.

BI metodu hizalanmig dizi verileri ile evrimsel bir model ve bir filogenetik agacin
MCMC ile birlikte filogenetik ¢aligmalarda kullamlmaktadir. Molekiiler filogenetikte
Bayes yaklagimi ile tirlerin filogenisi ve evrimsel degigimleri belirlenebilmektedir.
Bayes-MCMC yontemi ML yontemi ile kargilagtirildiginda hiz bakimindan oldukga
ustindir. ML yonteminde oldugu gibi Bayes-MCMC yonteminde de birden fazla
topoloji elde edilmektedir. Bu durum ML ve Bayes-MCMC ¢ok sayidaki agacin
konsensus analizleri ile 6zetlenmesi ile sonuglar yorumlanabilmektedir. Bayes-MCMC
yonteminde ozellikle “star” agag olaraktan isimlendirilen gok dalli ve gergekte olmayvan
aga¢ topolojilerinin olusumu gibi dezavantaja sahiptir. Ancak bootstrap ydonteminin

kullanilmasi ile bu durumun saptanmasi saglanabilmektedir.

Gunimlze degin yapilan c¢aligmalarda NJ, UPGMA, ML, MP, BI en vyaygn
kullanilan yontemlerdir ancak bu yontemlerin disinda oldukga fazla diger yaklagimlarda
bulunmaktadir. Filogenetik yontemlerin birbirleri ile kargilagtirildiginda tutarli, etkin ve
gliclii sonug vermesi yonlerinden karsilagtirilabilir. Filogenetik yonteminin bir evrimsel
modelde tutarli sonu¢ vermesi demek bu ybdntemin verilerinden daha az etkilenmesi
anlamina gelir. Filogenetik yontem etkinligi ¢ok veri kullaniminda dahi analiz stiresinin
kisaligi ve dogru agaci vermesidir. Filogenetik yontem gliclidiir demek evrimsel
modellerin 6ngdrdiigi varsayimlarin ithlali durumunda dahi dogru agaci verebilmesidir

(Hillis 1995).
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Filogenetik yontemlerin kullamirken yontem i¢in uygun bilgisayar platformunda
(uygun isgletim siteminde), uygun veri formatinda, uygun modeller altinda
gergeklestirilmelidir.  Filogenetik vontemleri 1) hesaplama hizi, 1) olusturulan
topolojinin tutarlilifi, ii1) olugturulan topolojinin dogruluk derecesi ve iv) dal
uzunluklarinin dogrulugu yoniinden kargilagtirilabilmektedir. Bu yontemler hesaplama
hiz1 yoninden kargilagtinldiginda NJ metodu bootstrap analizi dahil diger yontemler
oranla hizlidir. Diger taraftan MP, LS, ME, BI ve ML metotlarinda agaglarin elde
edilmesi igin biitiin olasi topolojiler incelenmektedir bu da analizin hizina oldukga
vavaglatmaktadir. Ancak bazi degigik agag¢ arama algoritmalart geligtirilmis olup bu
yontemlerin hizlan artirilmistir. Olugturulan topolojinin tutarhigi genel olarak kullanilan
DNA dizisinin sayisiin  veterli olmast  ve  degisimlerin  dogru bir gekilde
tamimlanmasiyla NJ, ME ve LS metotlar1 tutarli topolojiler olugturabilmektedir. Pratikte
bu genelde var olmayan bir durum oldugundan dolay1 iyi bir aga¢ programinda tutarlilik
tam anlamiyla elde edilememektedir. Gliniimtzde en yavgin istatistiksel model testi NJ
ve ME topolojileri ig¢in kullanmilabilmektedir. Ayrica kesin istatistiksel testler
genellegtirilmis LS metodunda da uygulanmaktadir. Diger taraftan ML topolojilerinde

vaygin olarak kullanilan testler bulunmamaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda veterli sayida genin kullamlmasiyla olugturulmug topolojilerin
kargilagtirilmasinda NJ, ML, ve MP metotlar1 arasinda farkli sonuglarin alinmadigi tespit
edilmigtir. Bu ¢aligmalarda farkli algoritmalara gerek duyulmadan NI, MI. ve MP
benzer sonuglar tretmiglerdir. Ancak bazi genlerin filogenetik ¢aligmalarda kullanimi
ile NJ, ML ve MP farkli sonuglar tretmiglerdir. Bu durum bazi genlerin filogenetik
caligmalarda kullaniminin daha avantajh oldugu ve sonuglarin daha giivenilir oldugunu
ortaya koymaktadir. Yapilan c¢aligmalarda eger uygun genlerin  kullamlmamasi
durumunda yiiksek diizeyde algoritmalarin kullanilmasinda dahi dogru topolojilerin
elde edilemedigi belirlenmistir. Diger taraftan vapilan ¢aligmalarda filogeni
caligmalarinda kullanilan gen veya DNA fragmanlarin birbirlerine vakin olmalar

durumunda daha gilivenilir topolojilerin alinabildigi gézlenmigtir.

Caligmalarda elde edilen agaglarin dogru agag olup olmadiklari analiz sonucuna gore
belirlenemez ancak en iyl sonucu Uretebilecek modellerin kullanilmas: ile en dogru

agacm elde edilebilecegi digtiniilmelidir. Bilgisayar simiilasyon ¢aligmalarinda iyi bir
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topolojinin elde edilmesinde en dnemli faktortin niikleik asit veya aminoasit dizilerinin
buytikliginiin olduk¢a 6nemli oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle filogenetik
caligmalarda kullanilacak gen dizi sayisinin uzunlugunun énemi bir kez daha ortaya
konulmugtur. Elde edilen topolojilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi iki kategori

altinda incelenebilmektedir;

1) Agacin veya topolojinin giivenilirliginin test edilmesi,
2) Aymi veriden elde edilen iki veya daha fazla aSacin topolojilerinin test

edilmesidir.

Bir agacin dogrulugunun test edilmesinde i¢ dallarin test edilmesivle ortaya konabilir.
Bu yontem ozellikle uzunluk metotlarniyla olugturulan agaclarin test edilmesinde
kullanilan bir yontemdir. I¢ dallarin testi ile ilgili birkag algoritma ve analizler
geligtirilmigtir. Bu testlerde dal uzunluklan istatistiksel olarak analiz edilereck normal
dagilim gosterip gostermemesine gore belirlenmektedir. I¢ dallarm testinde kullanilan
diger bir test yontemi ise bootstrap testidir. Bootstrap testinin birkag farkli uygulamasi
bulunmaktadir. Bootstrap testinde karakterler veya diziler rastlantisal olarak belirli bir
sayvida tekrar tekrar analiz edilir. Her bir dal uzunlugu belirli bir topoloji igin analiz
edilir. Bu analizde genellikle 1000 veya daha fazla oranda topoloji olusturulur. Bu
topolojilerden en yaygin olan topolojiler gergek iligkiyi ortaya kovan topoloji olarak
distintltor. Genel bir kural olarak bootstrap degeri 0.90 veya %90 degerinin Ustiindeki
degerler gugli degerler, 0.75 ile 0.89 arasindaki degerler ise orta diizeyde destek
degerleri olarak kabul edilmektedir.

ML agaglarinda mumkiin olan topoloji sayist oldukga buytiktir. Bu durum ML
agaclarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir. ML
agaclanindaki yiiksek diizeydeki topolojilerden en dogrusunu segmek genellikle
bootstrap degerlerinden yararlanilarak gergeklegtirilmektedir. MP topolojilerinde en
digiik sayidaki degisimlerin belirlenmesinin zorlugu nedeni ile parametrik bir testin
olusturulmasi zordur. Bunun yaninda Felsenstein bootstrap testi en yaygin olarak MP ile

birlikte kullanilmaktadir.

Filogenetik ¢aligmalarda vaygm olarak kullanilmakta olan NJ, ME, MP ve ML

metotlar1 bir arada incelendiginde simiilasyon verilerine dayanilarak bu metotlardan
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givenilir sonuglarin alinabilecegi belirlenmis olup burada en énemli unsurun g¢aligilan

gen ve aminoasit dizlilerinin sayis1 ve lokus tipi oldugu tespit edilmigstir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Filogenetik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan molekiiler markirlar

Organizma Gen Lokasyonu Niiklear
7 (Sitozol/Mitokondri/Kloroplast)
Bakteri 1685, 23S rRNA. kodlayan diziler _
Fungus 125 rRNA 185, 285, ITS rRNA,
7 | RPB,ATP6,EF1l-u
Bitkiler | rbcL, atpB, matK, NDHF, psbA-tmIL rpl32— | ITS, 26S rRNA, CT
| trnl, frnK—matK 7
Hayvanlar ' mtCOI, mtCytB, mtCR, 16S rRNA | 188, 288, ITS rRNA,
' (Omurgasizlar) | | EF1-ua
| Hayvanlar | mtCytB, NDI1, ND2, mtCOIL 125, 165 tRNA | 188S, 28S tRNA, RAG1,
(Omurgahlar) IRBP

Gunumiizde yaygin olarak kullanilan lokuslar (Cizelge 2.5) bitki molekiiller
filogenisinde kullanilan vaygin gen bolgeleri (kloroplast, mitokondri, niikleus)
verilmigtir. Bu genlerin her birinin filogenide kullamlmasinin farkli amaglarmin
olmasmm yaninda filogenik olarak ¢éziim getirdikleri noktalarda farkli olabilmektedir.
Bu genlerden bitki molekiiller filogenisinde kullanilan en yaygin gen ITS olarak
bildirilmistir Ciinkii Internal transkripsiyon sekanslari (ITS) sayisiz sistematik

caligmada ve ¢ok genis bitki ¢esitinde cins ve tir seviyesinde kullanilmigtir.

Okaryotlarda ITS iki i¢ bosluk ITS1 ve ITS2, 5.8S, 18S ve 268 niiklear ribozomal
RNA (nrRNA) alt tnitelerini kodlayan genlerin arasinda yerlesmigtir. ITS1 ve ITS2
bosluklar1 ve bunlara ek olarak 5.8 geni ITS bolgesi olarak adlandirilir (Sekil 2.2). ITS1
ve ITS2 bolgeleri ribozomal transkripsiyonel tnitenin birer pargasi olsa da bu diziler
olgun ribozomlarin yapisina katilmazlar. ITS bolgesinin her iki tarafinda da korunmusg
diziler vardir boylece, evrensel primerler kullanilarak g¢ogaltilip dizi analizleri
vapilabilir. ITS boélgeleri, niklear ribozomal RNA’larin (ntRNAs) transkripsivonlarinda
ve postranskripyonlarinda etkili bolgelerdir.

rpoC1 geni ise, sistematikte ilgi duyulan bir diger gendir. Clinkii su ana kadar yapilan
caliymalarda; AMarchantia (Koyun otu), black pine (sivah bananas) ve birgok
angiospermde genelde bu genin 750 bp uzunlugunda tek bir intron tarafindan ayrildig

bulunmugtur. DNA sekansi bu intronun Marchantia polymorpha L. bitkisinde oldugu
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agiklanmigtir (Ohyama vd 1986) Ama bu olay her bitkide goriilmez. Omegin ¢imlerde

ve aga¢ formunda bir alt familya olan cacti (Cactoideae) da bu intron kaybolmusgtur.

matK geni donceden ORF K (“Open Reading Frame™) agik okunabilir gergeve olarak
biliniyordu. Bu gen pseudo gen olmaya dogru hizli ve anlaml nitkleotid ve aminoasit
subtitiisyona sahiptir. Ancak molektler c¢aligmalar, matK geninin ifade edilir ve
fonksiyonel oldugunu gostermigtir. matK geni kloroplast genomunda biiyviik tek kopya
gseklinde yer alir. #rnK ekzonunda 5°-3° arasinda bir verde yer alir. mafK geninin
vaklagik uzunluguve 1500 bp ve 500 adet aminoaist’e karsilik gelir. maiK geninde her
alanda bulunan niikleotid varyasyonu rbcl. geninkinden ii¢ kat daha fazladir (Soltis ve
Soltis 1998). Aminoasit subtitiisyonu ise rbclL de yaklagik 6 kat daha fazladir (Olmstad
ve Polmer 1999).

IGS

ITS5m
5 - 3

ETS| 188 fTS-1 |5.88| ITS?2 268 NTS ETS | 188

ITS4

Transkribe olan bblge

Tekrarlanan bblge

v

Sekil 2.2. ITS1 ve ITS2 bolgelerinin sematik goriintlisti

matK geninde yiiksek substitiisyon hizi, tiim tigli kodonlarda neredeyse egit hizda
substitiisyonlarin olmasmi saglamaktadir (Hilu ve Liang 1997). Ayni1 zamanda bu
gendeki yiiksek substitlisyon hizi parsimonik olarak informatif (bilgi verici) bolgelerin
saglamasinda ve glicli filogenetik sinvallerin yaninda birgok takson seviyesinde
evrimsel gecmigin tahmin edilmesinde yardimer olmaktadir (Johnson ve Soltis 1994).
matK  geninin sistematik g¢aligmalarda ki onemli gorevinin vyammna; kloroplast

genomunda varsayilan intron II maturaz [ kodlayan tek gendir.

Maturazlar prematiire RNA larden intronlar1 kodlayan nonkatalitik reaksiyonlar

kataliz eder. Yapilan son ¢aligmalar marK nin transkript ve translasyona ugradigini
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gdstermistir. matX geninin olugturdudu protein bitkiler icin dnemli olan 1mk

diizenlenmesinde gorev alir (Barhet ve Hilu 2007).
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Sekil 2.3, matK lokusunun gematik gémintigt

trmH-pshA aralig1 bitkilerde barkot gen (markir gen) olarak onerilir. Bu barkotluk
gdrevini hem yalniz bagina hemde difer sekanslar/eenler ile beraber yerine getirir. Son
caligmalara gdre trrH-psbA geni yakin tiirleri ayirt etmek icin énemli bir ek kaynak
olugturmaktadir. frnH-psbA geni tersine cevrilmig tekrar dizilerin yaminda yer alir.
Bircok bitki soyundaki #rmH-psbA geninin dzelligi barkot i¢in istenen bir gen oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bu genin uzunlugu genelde 500 bp den kiictik olmakla birlikte bir bitki
genomuda aym anda birden fazla verde gorilebilir. trnH-psbA geninin tiir igi yiksek
sekans polimorfizmi ve coZaltiminda tiniversal primerlerin kullamlabilmesi bu genin
kolay bir sekilde amplifikasyonunun yapilmasim saglar. Ancak bazi bitkilerde bitkilerde
bu gen iyi bir sekilde amplifiye olamamakta veya ¢oklu bant verecek gekilde amplifiye
olabilir. Zaman zaman normal uzunlugundan daha uzun sekanslarda verebilmektedir.
Bunun nedeni muhtemelen monontikleotid tekrarlara sahip oldugundan doSru bir
bigimde sekanslamasim zorlastiryor. Veya bagka genlere ait insersiyonlar icermesi bazi
oruplardaki yakin tirleri ayut etmek icin fraH-psbA geni yeteri kadar deSigken
olmayabilir ama tiirler arasindaki varyasyonu ¢ok yiksektir.

¥poB geni RNA polimerazin beta altbirimini kodlar. Hizli evrimlegen ve yeterince
korunmug bir bélgedir. Bu gen grup I gene aittir AMycobacterium cinsinin filogenigini
ortaya koymak icin kullanilan #peB geni (RNA polimerazin beta altbirimini kodlayan
gen) bu cinsin filogenisini dogru ve gtivenilir bir sekilde sonug¢landirmigtir (Kim vd
1999). Buna ek olarak rpoB geninin AMyecobacterium cinsindeki bazi tiirleri 6rneSin
Mycobacterium kansasii ve Mycobacterium gastri tlrlerini ayut etmek igin 163
rDNA’dan daha etkili ve kullamighh oldugu bulunmustur (Kim vd 1999). Filogenetik
analizlerde bu genin (#poB), rDNA’dan avantajli kilan bazi1 nedenler vardir. Birincisi

rpoB geninin tek kopyaya sahip olmasindan ileri gelmektedir (Dahllof vd 2000).
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Ikincisi Streptomycetes cinsi igin dogrudan filogenetik analiz i¢in bu genin (rpoB)
sekans1 Universal olarak uygulanabilir niteliktedir. Ama buna kargilik 16S rDNA
geninin  birgok kopyaya sahip oldugu ve ender goruldagt digtnulir. Bazi
streptomycetes tirlerinde bu gene ait sekansa ait birgok farkl: dizilim gortlebilmektedir.
Bu durumda belirsiz sonuglar vereceginden 16S rDNA bolgesinin direkt sekansinin
uygulanmas1 mimkiin degildir. Ikincisi 7poB geni protein kodlamaktadir. Bu yiizden
DNA sekansma ¢k olarak aminoasit dizilimine de sahiptir. Bu da streptomycetes
cinsinde bulunan bazi tirlerin ayrintili analizlerinde kullanilabilir. Uglinciisii rpoB
geninin ¢oklu diziliminde (multiple alignment) bosluk ve fazlaliklar gortilmemigtir. Bu
da demektir ki rpoB sekansinda herhangi bir bosluk silinmeden, rpoB genine ait biitiin
sekans verisi filogenetik analiz i¢in diginilebilir. Bu durum 16S rDNA igin mimkiin

degildir.

Bir¢ok ¢igekli bitkinin kloroplast genomunda bulanan accD geni asetil-CoA
karboksilaz geninin altiinitesi olan beta karboksil transferaz enzimini kodlar (Kode vd
2005, Wakasugi vd 2001). Astil-CoA karboksilaz asetil-CoA dan melonil-coA
olusumunu kataliz eder. Ayrica bu genin yagasidi sentezini diizenleyen enzim oldugu
diuginultr (Sasaki ve Nagano 2004). accD geni ayni1 zamanda fotosentetik olmayan
bitkilerde de bulunur. accD geni hiicre boliinmesi sirasinda blylime ve gelismeye
katkida bulunur (Kode vd 2005). Escherichia coli de accD geni temel (essasiyel) bir
gendir. accD geni niikleusa bagimli RNA polimeraz tarafindan transkripe edilir. Ters
genetik ¢aligmalart sonucunda titiin bitkisindeki aceD geni bitki geligimi igin temel bir

gen oldugu belirlenmistir (Kode vd 2005).

Filogenetik yontemler kullanilirken tizerinde caligilan organizmalardan elde edilen
molekiiler veriler arasinda genden gene degisen bazi Ozelliklerin varhi§i galismanin
sonucu uzerinde oldukga etkilidir. Ornegin niikleik asitlerde bazi karakterlerin
(ntikleotidlerin) frekanslar: digerlerine gore farklilik gostermektedir. Oregin bir dizide
yer alan belirli niikleik asit say1 veya aminoasit sayisi, subtitiisyon sayisi, transversiyon
ve transisyon farkliliklart bulunabilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 filogenetik
caligmalarda ilk iglem olarak wuvzaklik matrikslerinin  kullanilmasinda vararlar
bulunmaktadir. Guntimize degin filogenetik vontemler kullanilarak vapilan ¢ok sayida

¢aligma bulunmaktadir.
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Clegg vd (1994) vaptiklar1 bir ¢aligmada bitkilerdeki kloroplast genomu (cpDNA),
bitki molekiiller evrimi ve bitki molekiiller sistematigini kapsayan ¢alismalarda ilgi
noktasi haline geldigini ve bu genomun birgok &zelliginden dolayr molekiiler evrim
analizlerini kolaylagtirdigimi belirtmisler. Bu ozelliklerden birincisi, kigik olmasi ve
hiicresel DNA nin biiyiik bir miktarmi olusturmasidir. Ikineisi, molekiiler seviyede
genis bir bicimde karakterize edilmig olmasi ve bovlece kargilastirmali evrimsel
galismalar1 destekleyecek temel bilgileri sagliyor olmasi. Uglinciisti, cp DNA’sindaki
niikleotid subtitiisyonlarin nisbeten yavas olmasi, 6zellikle bitki filogenisinde derin bir
evrimsel iligkiyi ortaya kovan ¢aligmalarda bir ¢éziim penceresi olusturdugunu

vurgulamiglardir.

Schadt vd (1998) yaptiklar ¢aligma sonucu, maksimum likelihood modellerinin dort
onemli avantaji oldugunu belirtmiglerdir. Birincisi; maksimum likelihood modelleri
meveut tim veriler de kullanilabilir. Ikincisi; gergek¢i evrimsel modeller
tamimlatilabilir. Uglinclisii, parametrelerin ve ilgili standart hatanin tahminini yapar.
Dordinetisii 1se; maksimum likelihood istatisligi boyunca, farkli evrimsel agaglar
birbiriyle kargilagtirabilir olmasidir. Bu durumun c¢aligmalarinda, tek bir niikleotid
bolgesindeki subtitlisyonlar1  incelemek igin, parametre zenginligi ve analitik
kolaylagtirma arasinda bir kolaylik sagladigim bildirmiglerdir. Bunun i¢in Kimura’nin
thtimali tartismalarimi daha da genigleterek, Kimura’min iki parametre olan modelini
sekiz parametreye ¢ikarmiglardir. Avyrica, Likelihood ve tirevlerini aymi anda
hesaplayan bagka bir algoritma da ortaya koymuslardir. Bu sonuglara ulagmak igin

uygulanabilir bir model olan HIV sekans verilerini ve RNA verilerini kullanmiglardr.

Bakker vd (2000) vaptiklann ¢alismada Pelargonium (Geraniaceae) cinsinin
tamaminin filogenisini, mitokondrinin kodlanan nad! b/c ekzonunun ve kloroplastin
kodlanan #rnl. (UAA) 5’exon—trnF (GAA) ekzonunun sekanslarindan yaralanarak
ortaya koymuslardir. Geranium ve Sarcocaulon vanderetiae turlerini de dig grup olarak
degerlendirmislerdir. Calismalrinda nad! boélgesinin b ve ¢ bolgelerinin arasinda
bulunan intron II bolgelesinin, Pelargonium, Geranium, ve Sarcocaulon, Erodium
tiirlerinde bulunmadigini belirterek, mitokondrial bu bodlgenin bu tarlerde bulunmadi g

kaydeden ilk caligma niteliinde olmustur. Filogenetik analizlerini, mitokondri ve
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kloroplast sekanslarini kullanarak hem ayr1 ayri hemde kombine bir sekilde ortaya
koymuslardir. Mitokondri ve kloroplast sekanslarina dayali analizler kendi aralarinda
vilksek bir uyumlukta sonu¢ verdigini gormuglerdir ama kombine olarak vapilan
analizde ise daha yiksek bir topolojik ¢oézlimleme ortava koydugunu kaydetmiglerdir.
Ortaya cikan topolojiler sonucu taksonlar, buytk ve kiiciik kromozom sayilarina gore
iki temel gruba ayrilmiglardir. Filogentik analizlerini PAUP 3.1.1. (Swofford 1993),
MacClade3.04 (Maddison ve Maddison 1992) ve Parsimony Jackknifer 4.22 (Farris vd

1996) biyoinformatik programlarim kullanarak sonuca ulagmiglardir.

Kress vd (2002) vaptiklar bir galismada Nuklear I'TS ve plastid matK gen bolgesini
kullanarak Zingiberaceae familyasinin kladogramini olugturmuglardir. Bu ¢alisma
sonucunda yeni bir sistem onerdiler. Yeni sistem de Zingiberaceae familyasi dort
altfamilya ve alt1 soy (tribey’'den olugtugunu bildirmiglerdir. Siphonochiloideae
(Siphanochileae), Tamifioideae (Tamifieae), Alpinioideae (Alpinieae, Riedelieae),
Zingiberoideae (Zingibereae, Globbeae). Aym zamanda sonug bir¢ok genera oldugunu
da gosterdi. Alpina, Amonum, Boesenbergia, Curcuma, Etlingera ve Globba cinslerinin
monofiletik  olmadifin1  savunmuglardir.  Alpinieae soyunu  (tribe) olugturan
Pomereschea ve Rhyncanthus, Zingibereae soyunda (tribe) ver aldigm ortaya
koymusglardir. Curcuma cinsi ¢ gruptan olustuSunu gormuglerdir. Birinei grubun
Hitchenia genusu ile kardes oldugunu ikinci kardeg grubun Smithatris oldugunu ve son

grup olarak ta Stahlianthus oldugunu 6ne stirmiiglerdir.

Williams vd (2004) vaptiklart ¢alismada Globba cinsini ve Globbeae soyunu
caligmiglardir. Niiklear I'TS bélgesini ve kloroplastin trnK-matK bélgelerinin sekansini
kullanarak Parsimony ve Bayes algoritmalann ile degerlendirmigtir. Sonugcta,
Gagnepainia ve Hemiorchis ve Mantisia'min monofiletik oldugunu gérmiiglerdir.
Gagnepainia ve Hemiorchis in kardes gruplar oldugunu ve geri kalanlarla da temel bir
grup olusturdugunu bulmuglardir. Mantis'anin Globba'min igerisinde ver aldigini,
Globba'min Mamtisia bolumiine (“section™) indirgedigini ve en sonunda (Globba'nin
Ceratanthera, (Globba ve Mantisia adinda ti¢ ayn altcinse ayrildigini bulmuglardir. Ayni

zamanda Globba’nin sekiz boltime ayrildigini da soylemiglerdir.
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Lunter vd (2005) hesaplamali biyolojide hizalama ve filogenetik iligkinin ortaya
¢ikarmasi agamalarinin birbirinden bagimsiz olmadigi, aksine birbirleriyle ¢ok iligkili
oldugunu ifade etmiglerdir. Bunun i¢in hem hizalama hemde filogeniyi birlikte tahmin
eden Bayesiyvan Markov ve Chain Monte metodunu gelistirmiglerdir. Bunu
geligtirmelerinde  iki  algoritmadan faydalanmiglardir.  Birineisi:  “indeel peeling
algorithm® adinda insersiyon ve delesyon igeren filogenetik olarak bilgi verici
(informative) olan evrimsel olgular tegkil eden bir algoritmadir. Ayni zamanda
Felsenstein’nin peeling algoritmasma da benzer. lkinei algoritma: hizalama igin etkili
bir bagimsiz, kismi bir metropolize modelidir. Bu iki algoritmayi birlegtirerek hizalama
ve filogeni ikilisinin ayn1 anda diigiinme problemi i¢in tam bir Bayes birlikte tahmin

prosediriini ¢ikarmiglardir.

Duangjai vd (2006) yaptiklar: bir ¢aligmada kloroplast genomunun afpB, matK, ndhF,
trnK intron bdlgesini, tral. intron boélgesini ve tral-fruf bolgelerini kullanarak tropik
olan Ebenaceae familyasim genis bir gekilde aragtirmiglardir. Yaptiklarnt 6rneklemeler
Ebenaceae familyasinda bulunan bitiin cinsleri temsil edecek sekilde yapmiglardir.
Ebenaceae familyast, Diospyros, Fuclea, ve Lissocarpa cinslerden olugur ama daha
once cins seviyesinde Cargillia, Gunisanthus, Maba, Macreightia, Royvena, ve Tetraclis
gibi cinslere smiflandirlmistir.  Bu  ¢alismanin  sonucunda giiglii  bir  gekilde
Ebenaceae’nin monofiletik oldugu ortaya koymusglardir ve caligmanin sonucu sunu
gostermigtir ki daha 6nce yapilan familyalar arasinda siniflandirmada monofiletik grup
olmadigr belirlenmistir. Ama yemi familvalar arasi siiflandirmada filogenetik
yaklagimlara  dayanarak bu ¢alisma sonucunda FEbenaceae familyasinin,
Lissocarpoideae ve Ebenoideae adinda iki tane alt familyaya aynldi1 ve Lissocarpa,
Euclea, Royena, ve Diospyros adinda dort tane cinse ayrildigmi bulmuslardir. Bu
bulgularina maksimum parsimoni ve baves algoritmalarim kullanarak ayni zamanda
PAUP 4.0b10 (Swofford 2003) versivonunu kullanmiglardir. Calismada kullanilan g
tane kodlanan gen bolgelerinin (atpB, matK, ndhF) filogenetik iligkiyi, kodlanmayan
trnK intronu, #rul intronu, ve frnl-trnF bolgelerinde daha net ortaya koydugunu

bulmuglardar.

Hughes vd (2006) caligmalarinda vakin zamanda, American Journal of Botany,

Molecular Phylogenetic and Evolotion, Systematic Botany and Taxon gibi bilimsel
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dergilerde son zamanlarda yayinlanmig olan 136 calisma ve bu ¢aligmalar icinde ele
alman toplam 345 birey matrikslerinden yararlanilarak c¢aligmalarini yapmiglardir.
Ozellikle 226 tane son galisilnug tir diizeyindeki taksonlarda belirlenmis matriksleri
kullanmiglardir. Bu  matriksler baglica; c¢aligmalarin  amaglarini, taksonlarin
omeklemlerini, karakter 6rneklerini, kullandiklar1 sekanslarin DNA bdlgeleri ve elde
edilen ¢bztim derecesini, ¢ézlimleme noktasindaki basarinin derecesini belirlemek
olmustur. Bu 226 bitkide kullanilan nrDNA, nDNA, kodlanmayan CpDNA
kargilagtirilmasin1  da  yapmuglardir aymi zamanda bu tirler igerisinde aym tir
sayilabilenleri de tartigmiglardir. Sonug olarak bitkilerde tir dizeyinde teghis igin en
¢ok kullanilan kodlanmayan birkag CpDNA gen bélgesi ve nrDNA bolgesidir. Bu
lokuslar aragtirilmig olan 345 matriksin %87 sini olusturmugtur. Bu bolgeler diigtik yani
agag1 taksonomik seviyelerde degigiklik gostermeleri, aymi zamanda tiniversal primerler
ile cogaltilmas1 kolay oldugu i¢in bircok c¢ahigmada kullamilmigtir. Aragtirilmig
caligmalarin ancak %11°1 tamamen c¢dztmlenmis filogenetik agaglardan olugmustur.
Yapilan ¢aligmalarin yarisindan fazlasi ¢ok az ¢éziimlenmis olan filogenetik aga¢ elde
etmiglerdir. Sonugta tiir seviyesinde filogenetigi ortaya kovan bu cgaligmalarin
toplaminda kullanilan CpDNA lokuslarmin parsimonik olarak bilgi verici karakter 0.2-
8.5 arasinda iken, ITS (nrDNA) i¢in bilgi verici karakter yuizdesi 0.3-14 arasinda
oldugunu bulmuglardir. Bu degerler, yiiksek takson teshisinin yapildig: taksonlarda daha
digiik oldugunu ve genelde hayvanlar igin kullanilan mtDNA’sindan da daha disok

oldugunu ifade etmiglerdir.

Ogden ve Rossenberg (2006) vaptiklan ¢aligmada filogenetik agag¢ olusturulmasinda
spesifik sekans hizalamasimin agaci olusturan metotlardan ¢ok daha 6nemli oldugunu
vurgulamiglardir. Filogenetik sonug i¢in hizalamamn dogrulugunu gostermek igin
insersiyon ve delesyon igeren sekanslarin simiilasyonunu yapmiglardir. Sonug olarak
veri setleri, ultrametrik egit dal uzunlugu ve ultrametrik rastgele dal uzunlugu gibi farkh
kosullar altinda pektinat, dengeli ve rastgele aga¢ sekilleri i¢in simile etmiglerdir.
Hipotez hizalama ile dogru hizalama (“alignment™) nin kargilagtirilmasini yapmiglardir.
Hizalama dogrulugunu 6lgmek igin iki kriterin oldugunu saptamuglardir. Birincisi, total
veri seti ikincisi, filogenetik agacta bulunan birey dallarinin oldugunu ifade etmiglerdir.
Sonugta hizalama yanliglan artarken topolojik dogrularin azalmakta oldugu sonucuna

varmiglardir. Bu egilimi daha g¢ok pektinat topolojilerden meydana gelen verilerde
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bulmuglardir. Buna karsilik dengeli agag gekilleri igin olan veri setlerinde ultrametrik,
esit dal uzunlugu gekli ve hizalama yanhglar1 aga¢ yapmak igin ¢ok az etkilerinin var
oldugunu soylemiglerdir. Ayrica dal uzunluklar1t ve komsu dallarin uvzunluklarn

arttiginda hizalama dogrulugunun azaldigim ifade etmiglerdir.

Carroll vd (2007) yaptiklar: bir ¢aligmada insersiyon ve delesyon i¢in GOP (“Gap
Open Penalty”) ve GEP (“Gap Extension Penalty”) cezalandirma bogluklarini
kullanmiglardir. GOP ve GEP’in etkisine bakmak igin alti tane niiklear ribozomal
genlerden olusan veri kullanmiglardir. Bu bogluk cezalandirmalarin etkisini, garanti
optimal maximum parsimony filogensini bulmak i¢in genis bir filogeni pametresi/dlgegi
kullanmiglardir. Degisen bu parametreler sonucunda sadece degigik optimal filogeni
meydana gelmemis ayni zamanda muhtemel filogeni skorlarin dagiliminda da etkili

olmugtur.

Lahaye vd (2007) yaptiklari bir ¢alismada Orta Amerika ve Glney Afrika da
taksonomik olarak problemli tirler igeren iki buiyilk alandan tir koleksiyonu
olugturmuslardir. 1600 den fazla tiir igeren bu koleksiyon bireylerini 8 tane potansiyel
barkod gen bolgesi kullanarak bir karsilagtirma gergeklestirmiglerdir. Oneeki
caligmalardan yararlanmip tiir i¢i ve turler arasi olmasi gereken barkod boglugunun ne
kadar olmasi1 gerektigini degerlendirmiglerdir. Her tiirden bir¢cok bireyi caligmaya
almiglardir. Sonug olarak; polimorfizm bazinda yeterince degisiklik gosterebilen,
kolayca c¢ogalabilen ve hizlanabilen gen bolgesi kloroplast geni olan mafK oldugunu
bulmuglardir. Bu vizden matK gen bolgesini ¢igekli bitkilerde barkod gen olarak
tamimlamiglardir. Ayrica biyogesitlilik arastiricilan i¢in barkod gen uygulanabilirliligini
gostermek i¢in, 1000 nin tzerinde Orta Amerika orkid tirlerini analiz ederek ortaya
koymuglardir. Sonug olarak matK geninin belirsiz tiirleri birbirinden ayirt edebilmig ve
uluslararasi tehlike altinda ki tiir listesini ¢ikarmada kullanigh bir barkod gen oldugunu

ifade etmiglerdir.

Yue vd (2009) yaptiklan calismada ¢oklu hizalamay1 ve en iyi hizalamay1 gosteren
agac1 aynmi anda bulan yeni bir algoritma kesfetmiglerdir. Aym zamanda C adinda bir
program paketi gibi bir algoritma daha ortaya ¢ikarmislardir. Bu algoritma hem DNA
hemde protein verilerini  kullanabildigini  ifade etmigler. Avrica PAM250 ve
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BLOSUMG62 gibi kompleks subtitiisyon matrikslerini de alabildigini vurgulamiglardir.
Yeni metodun performansim daha o6nce yaygin bir bigimde kullanilan diger c¢oklu
hizalama yontemleri (ClustalW ve T-Coffee) ile kargilagtirmiglardir. Sonugta bu
algoritmanin hem filogeni dogrulugu ve hizalama kalitesi bakimindan ¢ok daha 1yi bir
performans sergiledigini bulmuglardir. Thomas (2010) yapmis oldugu bir ¢caligmada
Dogu Asya’nin 540’tan fazla tar igeren Begonia 1.. (Begoniaceae) florasim aragtirmigtir.
Bu tirlerde ¢ok az apomorfik karakter oldugu igin bu tirlerin belirlenmesi ve
karakterize edilmesi oldukga gii¢ bir problem olarak gériilmiigtiir. Su an ki Begonia L.
Biyocograyasimni, evrimini ve 6zel taksonomisini yapan ¢aligmalar hala eksik durumda
oldugunu belitmistir. Bu ¢aligmada Begonia 1. (Begoniaceae) {florasmin
biyocografyasim ve filogenetigini ortaya kovmak igin 115 taksonda ndhA intron
bolgesini, ndhF-rpi32 arabolgesini ve 89 taksonda ITS (“internal transcribed spacer™)
niiklear ribozom bolgesinin sekans dizilimlerinden faydalanarak MP, M1, ve BI analiz
yontemlerini yardimi ile Dogu Asya Begonia 1. florasimin filogenetigini diizenlemis ve

Begonia L."nin monofiletik oldugunu belirlemistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Pamuk Taksonlam ve ITS

Bu cgaligmada, bitki molekiiler filogenisinde kullanilan gen bolgeleri ve analiz
metotlarini aragtirmak i¢in iki farkli bitki grubu ele alinmigtir. Birinei bitki grubu
Afrika, Amerika, Avustralya, Asva orijinli agagsi, calimsi ve otsu olmak tizere kirk dort
pamuk tiriniin temsil edildigi 44 Gossypium taksonundan olusturulmustur. Ayni
zamanda bu tarler igerisinde ticari olarak diinyada %90-95 oraminda tiretimi yapilan
Gossypium hirsutum, %5-8 oraninda tretimi vapilan G. barbadense ve %2 oraninda
ticari tiretimi vapilan G. arboreum tirleri de yer almaktadir. Bu kirk dort bitki 6rmegine
ait "Internal transcribed spacer” (ITS) gen bolgesine ait DNA dizileri, National Center
for Biotechnology [NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)] Gen Bankasindan

indirilmistir.
3.2. ns Grup Olarak Kullamilan Taksonlar

Caligmada dig grup olarak kullamlmak tzere Origanum vulgare, Thymus vulgaris,
Hibiscus surattensis turleri kullamlmustir. Origanum vulgare, ve Thymus vulgaris’e ait

I'TS dizileri laboratuar galigmalar ile belirlenmigtir.

3.3. Diger Taksonlar ve Genler

Toplam on beg familvadan olugan ve aralarinda monokotil, dikotil, agagci, otsu
bitkiler bulunan atmug bitki taksonu bu grupta yer almaktadir. Bu bitki grubu, bitki
molekiiller filogenisinde yaygin olarak kullanilan kloroplast genom bolgelerinden
maturaze geni (maiK), RNA polimeraz geni (rpoB) ve (rpoCl), asetil CoA karboksilaz
geni (aceD), intergenik kloroplast geni (trinH-psbA) olugturulmugtur. Bu gen bolgelerine

ait sekanslar yine NCBI Gen Bank asmdan indirilmigtir.

3.4. Dns Grup Olarak Ele Allman Taksonlarin DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Karaca vd 2005°¢ gore vapilmistir. Buna gore asagida belirtilen

agsamalarda DNA izolasyonu gergeklegtirilmisgtir.
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Her bir bitkiden 2-3 yaprak alinip havan-havaneli yardimiyla bu émekler sivi
azot ile toz haline gelen kadar 1y1 bir sekilde ezilmigtir. Her bir 6rnek i¢in her bir
havanda 100 mg PVPP onceden eklenmigtir.

Toz haline getirilen 6rnekler 2 mL’lik 2 ayr steril tiipe paylastirilmig ve Gizerine
1000 pl. EB (Ekstraksiyon Buffer) ¢ozeltisi eklenmis ve 3-5 dakika bir streyle
vorteks edildikten sonra 10000 xg de 10 dakikalik bir stirede santrifiij edilmistir.

Taplerdeki stipernatant (Gst faz) dikkatlice dokiilmiis ve alttaki pellet (kalinti)
350 uL LB (Lezyon Buffer) ¢ozeltisinde vorteks edilerek ¢oziilmiis ve Gizerine
350 uL 8M LiCl eklenerck tekrar vorteks edilerek i1yi bir gekilde karigmasi
saglanmigtir.

Her bir tiplere daha sonra 25 pL. %20’ lik SLS (“sodium lauryl sarcosinate™)
¢ozeltisi eklenmis ve tiipler para film ile kapatilarak 65 °C’ye ayarlanmig bir su
banyosunda 2 saat bir siireyle bekletilmigtir. Ancak her 20 dakika da bir 3-5
dakika vorteks edilmig ve en son su banyosundan g¢ikartildiktan sonra tekrar
vorteks edilerek karigtirilmagtar.

Su banyosundan almnman her bir 6rnek tizerine 1:1 oramnda CIS (Kloroform
Izoamil Alkol 1:24) eklenmis ve 10 dakika bir stirede oda sicakliginda (25°C-
28°C) bekletilmigtir.

Tapler 10000 xg de 10 dakika bir stirede santrifiyj edilerek 3 faz olugturulmusg ve
en Uist fazdan (stpernatant) alinabildigi kadar hacimdeki (genellikle bu miktara
600 ul.) solisyon yeni bir tiipe alinmigtir.

Her bir tiipten alinan stipernatant miktar1 kadar tizerine CIS eklenerek (600 ul)
10 dakika bir stirede oda sicakliginda arada bir ¢alkalanarak bekletilmigtir.

Oda sicakliginda (20 °C - 25 °C) bekletilmig olan tiipler daha sonra 10000 xg de
10 dakikalik bir stirede santrifiy edilmigtir.

Ust faz temiz bir tiipe alinmig ve alinan miktar kadar iizerine izoproponal (2-

proponal) eklenmistir.

10) Her bir tiipe ilk alinan hacmin 1/20 si kadar 5 M NaCl eklenmis ve 5 dakika bir

sireyle oda sicakliginda bekletildikten sonra 5000 xg de 5 dakika santrifiy
edilmig ve tist faz dikkatlice uzaklagtirlmigtir.
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11) DNA pelleti tizerine 390 ul. TE ¢ozeltisi [(10 mM Tris ve 1 mM EDTA, pH
8.0)] ve 10 ul. RNaz (10 ng) eklenmis ve vorteks edilerek 30 dakika bir siireyle
37°C de bekletilmistir.

12) Bu stirenin sonunda 40 pL 3 M sodyum asetat (NaAc) eklenmig ve bu karigima
da 1.2 mL etanol eklendikten sonra karigtirilmig ve 5000 xg de 5 dakika santrifiy
edilmigtir.

13) Stpernatant dikkatlice dokiilmug ve pellet 0.75 ml %80 ctanol ile yikanmig ve
5000 xg de 5 dakika santrifiy edilmigtir. Bu islem en az 2 kez tekrarlanmigtir.

14) Stpernatant dokiilmiis ve tiipler temiz bir havlu tizerinde ters gevrilerek etanol
kalintis1 uzaklagtirlldiktan sonra DNA pelleti 0.2 mlL pH: 8.0 TE'de
¢oziilmiistiir. Ornekler ileriki ¢aligmalara kadar +4 °C veya derin dondurucuda

bekletilmigtir.
3.5. DNA Kalitesi ve Miktarmm Belirlenmesi

Ekstraksiyonu tamamlanmig olan DNA’nin miktar ve kalitesi yaygin olarak
kullanilan iki vontem olan spektrofotometrik ve agaroz jel elektroforez yontemleri

kullanilarak belirlenmistir.

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonlan

Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR) hacmi 25 pl. ye ayarlanmig ve igerisinde 120
nanogram toplam genomik DNA, 0.5 uM ITS primer ¢ifti, 80 mM Tris-HCI (pH 8.8),
19 mM (NH),S0; (pH 8.8), %0.009 Tween-20 (g/h), 0.28 mM her bir dNTP, 3 mM
MgCl, ve 2 tnite 7ag DNA polimeraz (Bioron) igeren soliisyonda gergeklegtirilmigtir.
PZR profilinde ise 94°C’de 3 dakika bekletilen tiipler énce 10 dongiiliik 6n-PZR’de
denattirasyon igin 94°C’de 1 dakika, primer baglanmasi igin 50°C’de 45 sanive ve

sentezleme asamasi i¢in 72°C’de 2 dakikada siire uygulanmigtar.

On-PZR profilinin primer baglanma sicaklii dongii basma 0.5°C azaltilarak
gergeklestirilmigtir. Otuz dongiilik ikinci PZR profilinde ise 6n-PZR donglistine ait
veriler kullanilmis ancak primer baglanma sicakligi 45°C olarak sabitlenmistir. PZR
galismalari tamamlanmig érnekler -20°C°de agaroz jel elektroforesis islemlerine kadar

bekletilmistir.
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3.7. Amplikonlarm Jelden izolasyonu

Asagida belirtilen biitiin iglemler Ince 2010°a gore gergeklestirilmis olup ana iglemler

ozetlenmigtir.

1.

PZR ile ¢ogaltilmig trtinler steril bir gekilde metafor agaroz jel ile elektroforez
edildikten sonra steril bisturi ucu ile kesilerek igerisinde 1 mI. QX1 tamponu bulunan
1.5 mL’lik Ependof tiipleri igerisine alimmistir. Nazikge vorteks edilmis ve 50°C’de 5

dakika bekletilerek jelin ¢oztinmesi saglanmigtir.

. Jel ¢oziindiikkten sonra igerisine hafifge vorteks edilerek stispanse edilmig olan

QIAEX II ¢dzeltisinden 10 uL eklenerek nazikge kanstirilmis ve tiip 50 °C’de 10
dakika inktibe edilmigtir. Bu asamada her 2 dakikada bir kez nazikge vorteks

edilmisgtir.

. Stirenin sonunda 12000 xg hizda oda sicakhifinda 1 dakika santrifiiyj edilerek

stipernatant dikkatlice pipet kullanilarak uzaklagtirilmistir.

. Pellet tizerine 750 pL QX1 tamponu eklenerek nazik¢e vorteks edilmig ve 12000 xg

hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildikten sonra stpernatant dikkatlice
uzaklagtirilmagtir.

. Pellet tizerine 750 pl. PE tamponu eklenmig ve nazikg¢e vorteks edildikten sonra

12000 xg hizda oda sicaklhiginda 1 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
dikkatlice hi¢bir kalint1 kalmayacak sekilde uzaklastirilmig ve pellet beyaz renk alip

tamamen kuruyuncaya kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

. Pellet Gizerine 50 ul. TE pH 8.5 tamponu eklenmig ve DNA’nin silikadan ayrilarak

tampon i¢inde ¢dziinmesi igin oda sicakhiginda 15 dakika bekletilmig ve tap 12000
xg hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilerek stpernatant (saf DNA)
dikkatlice yeni bir tipe aktarilmigtir. Saflagtirmanin bagariyla yvapilip yapilmadigm
aragtirmak ig¢in 5 ul. DNA tekrar agaroz jelde yuritiilerek varligi teyit edilmistir.

3.8. Transformasyon

E. coli IM107 bakteri wki ana stogu hazirlanirken kurutularak dondurulmug

kompetan hiicrelerin bulundugu tape 0.5 mL sivi LB-Siv1 (pH 7.0) kaltir ortam ilave

edilmis ve kangtirlmistir. Iki yontemle bakteri ana stogu gogaltilmistir. Birinci

yontemde LB-Kati (pH 7.0) plakanin (Petri kab1) tizerine hazirlanan kompetan hiicre
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stogundan 20 pl. ve 80 pl. alinarak plakamin 5 bélgesine pipetle yerlegtirilmis ve T.-
Baget yayma ¢ubugu ile soliisyon plaka tizerini tamamen egit oranda kaplayacak gekilde

dagitilmagtir.

Dagitma igleminin ardindan 100 pl. LB-SIVI (pH 7.0) kaltir ortami plaka tizerine
esit oranda eklenmig ve tim ylzeye yayilmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan plakalar
sicaklipn 37°C’°ye ayarlanmus olan etiiv igerisinde diiz bir gekilde 12 saat inkiibe

edilmigtir.
3.9. Amplikonlarin Vektore Aktarlmasi ve Sekans Analizleri

Klonlama iglemi Fermentas firmasimn bir iriinii olan InsTAclone™ Cloning Kit
kullanilarak Ligasyon, Transformasyon ve Rekombinant klonlarin tevit edilmesi olarak
3 farkli analiz ile gergeklestirilmigtir. Bu kit 0.055 pg/ul konsantrasyonunda 2886 bp
uzunlugunda pTZ57R/T vektorii igermektedir.

3.10. Ligasyon

Ligasyon reaksiyonlart 0.2 mL’lik ince kenarli PZR tuplerinde gerceklestirilmis,
vektor ve 5X ligasyon ¢ozeltisi karigim halinde hazirlanarak PZR tirtinti tizerinde ilave
edildikten sonra 74 DNA Ligaz enzim c¢klenerck tamamlanmig sonrasinda hafifge

vorteks edilmis ve santrifiij isleminden sonra 4 saat 22°Cde inkiibe edilmistir.
3.11. Rekombinant Klonlarm Analizi

Transformantlan tagiyan rekombinant kolonilerin seciminde LB Amfisilin Kati (pH
7.5) ortamina ilave edilen IPTG ve Xgal kimyasallarindan yararlanilmigtir. Ortama ilave
edilen IPTG nin Beta-galaktosidaz proteini tretimini tegvik ettigi Xgal’in ise ortamda
Beta-galaktosidaz proteinin  bulunmasi halinde Beta-galaktosidaz ile kimyasal
tepkimeye girerek mavi renk olusturdugu gézlenmigtir. Mavi ve beyaz renkli koloniler
rekombinant bakteri hiicrelerinin se¢iminde kullamilmigtir. Ekme igleminin ardindan
plakalar tizerinde koloni geligimi goézlenmigtir. Koloni buvikluga arttikga mavi ve

bevaz renk ayirt edilmigtir.
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On bes veya 18 saatlik siirenin sonunda beyaz renkteki tek koloniden (rekombinant
vektor tagivan koloniler) lup ile bir kez dokunarak alinmig ve steril ortamda 100 m1’lik
Erlenmayer igerisinde 10 mL LB Sivi (pH 7.5) ortamu konulup igerisine 5 pul. Amfisilin
(100 pg/ul) ilave edilerek hazirlanmig olan ortam igerisine lup daldirilarak
Erlenmayerin agz1 parafilm ile siki almayacak gekilde sarilmig ve bir bakteri hiicresinin
gogaltimi yapilmistir. Cogaltim igin 37 °C’ye ayarlanmis olan orbital galkalayict
tizerinde 12 saat 250 RPM hizda calkalanmigtir. On iki saatlik gogaltma siiresinin
sonunda bakterilerden plazmit DNA ekstraksiyonu gegilmigtir.

3.12. Plazmit DNA Ekstraksiyon Protokolii

1. 50 ml FErlenmayer igerisinde 10 mL’lik LB Amfisilin (pH 7.5) sivi ortaminda
37°C’de 250 RPM hizda 12 saatlik kiiltiir sonras1 gogaltilmig olan bakteri kolonisi
steril kabin igerisinde 50 mL’lik steril test tiipleri igerisine transfer edilmigtir.

2. Test tipleri 6000 xg hizda 1 dakika santrifiyjlenmis ve stpernatant dokiilerck
uzaklagtirildiktan sonra olusan pellet 1 mL LB Siv1 (pH 7.0) ortaminda ¢oziilmiuigtir.

3. Coziilme iglemi tamamlandiktan sonra 2 mL.’lik Ependorf tiiplerine transfer edilmis
ve 12000 xg de 1 dakika santrifiy) igleminden sonra tist faz uzaklagtirilmigtir.

4, Pellet tizerine RNaz igeren slspansiyon g¢ozeltisinden 250 ul ilave edilerek
kargtirilarak stispanse edilmig ve sonra iizerine 250 uL lezyon ¢dzeltisinden
cklenerck 6 kez ters diiz edilerek 5 dakika oda sicakliginda bekletilmigtir.

5. Sirenin sonunda tizerine 350 pL baglanma ¢ozeltisi ilave edilmis ve 6 kez ters diiz
edilerck 5 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilmigtir. Ardindan 13000 xg de 10
dakika santrifiy) edilmig ve tist faz yeni bir tipe (kolleksiyon) almmusgtar.

6. Kolleksiyon tipti 13000 xg de 1 dakika santrifiij iglemi sonrasi, tiip kartugdan
(silika) kaldirlarak alt hazne dokilerek atik uzaklastirlmigtir. Uzerine 500 uL
Yikama ¢ozeltisi [ ilave edilmig ve Kolleksiyon tipti 13000 xg de 1 dakika santrifiij
edildikten sonra tiip kartugu kaldirilmig alt hazne dokiilerek atik uzaklagtirilmagtir.
Kolleksiyon tiip kartusu tizerine 700 pl. Yikama ¢ozeltisi II ilave edilmig ve
Kolleksiyon tipti 13000 xg de 1 dakika santrifiyj isleminden sonra tiip kartusu
kaldirilmig alt hazne dokiilerek atik uzaklastirlmigtir. Kartug bos  gekilde
Kolleksiyon tiipi son kez 13000 xg de 1 dakika santrifiiyj islemi sonrasinda tip
kartugu kaldirilmig alt hazne doékiilerek atik kalintilarda uzaklagtirilmastir.
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7. Kartug yeni steril tlpiin igerisine konularak 100 pl. eliisyon g¢ozeltisi tam silika
tabanin tizerini kaplayacak sekilde ilave edilmis ve 5 dakika oda sicaklifinda
bekletildikten sonra 13000 xg de 1 dakika santrifiy iglemi ile kartustaki soliisyon
yeni bir tiipe almmugtir. Purifikasyonu (aritma) iglemleri tamamlanan ornekler

etiketlenerek -20°C’de saklanmustr.

3.13. Amplikonlarimm Sekans Analizleri

Caligmada DNA Dizi Analizi Macrogene (Glney Kore) Firmasina yaptirilmigtir.
Sekanslama iglemi Sanger metodu temel alinarak gergeklegtirilmigtir. Sekanslama
igleminde tiniversal MI13F-pUC primer seti (Ileri sekans: 5°-
GTTTTCCCAGTCACGAC Geri sekans: 5’-CAGGAAACAGCTATGAC)
kullanilmigtir. Her bir pozitit vektdér en az iki kez DNA dizi analizlerine tabi tutulmusg

ve sonuglar Sequencher 4.8 biyoinformatik programi ile analiz edilmistir.
3.14. Verilerin Analizi
3.14.1. Genlere ait sekans dizilerinin gen bankasmdan indirilmesi

Pamuk tiirlerine ait ITS gen dizileri NCBI veri tabanindan BLAST programi yardim
ile belirlenerek alinmigtir. DNA sekans verileri NCBI veri tabanindaki "Batch Entrez"
baglantis1 ile sekanslar FASTA formatinda indirilerek hard disk ortamina yedekli olarak
kayit edilmigtir.

Ikinci bitki grubunu olusturan altmis tiire ait sekanslan NCBI'n Taxonomy
baglantis1 yardimi ile tek ¢enekliler (tek ¢im vapraklilar: monokotiledonlar), ¢ift
cenetliler (gift ¢im yapraklilar: dikotiledonlar), agagsi ve otsu tirleri temsil eden
taksonlar se¢ilmis ve sekanslar FASTA formatinda indirilerek hard disk ortamina kayit

edilmigtir.
3.14.2. Flde edilen sekanslarin alignment (Hizalama) yapilmasi

Coklu Hizalama (Multiple Alignment) galismalar1 toplam doért farkli ¢oklu hizalama

programi kullanilarak yapilmistir. Coklu hizalama programlarindan en yaygm olarak
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kullanilan ClustalW, MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation),
T-COFFE, MAFFT (Multiple Alignment with Fast Fourier Transform) parogramlar ile

hizalama yapilmigtir ve her bir program ig¢in iki farkli parametre kullanilmagtir.

3.14.3. Filogenetik analiz icin kullamilan metodlar

Caligmada 4 farkli filogenetik vontem ile analiz yapilmugtir ve bu yontemlerde
degisik sayida niikleotit modelleri kullanilmigtir. MetaPIGA 2 (Helaers ve Milinkovitch
2010), MR. BAYES v.3.1.2 (Ronquist ve Huelsenbeck 2003), Phylogenetic Analysis
Using Parsimony (PAUP v.4.0b10 (Swoftord 2002) ve UGENE 1.9.1 (Fursov vd 2011)
programlar1 kullanilmig olup Maksimum Likelihood (ML), Bayes (BI), Maksimum
Parsimoni (MP) ve Distance (D) metotlart kullanilmigtir. Bu programlardan 43 adet
MI, 43 adet BI, 17 adet MP ve 33 adet Distance filogenetik aga¢ FigTreev1.3.1.
(Rambaut, 2009) ve Tree View (Page 2000) programlari ile gorsellegtirilmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Cahsmada Kullamlan Bitki Taksonlar, DNA Dizileri ve Elde Edilis Sekilleri

Caligmanin amacina ulagsmak i¢in iki farkli veri grubu kullanilmigtir. Bu gruplarindan
ilki Gossypium 1. cinsine giren 4 altcinsin temsil edildigi toplam 44 tarden ve bir dig
grup taksonundan olusturulmustur. Dig grup olarak kullanilan Origanun vulgare subsp.
hirtum laboratuar sartlarinda genomik DNA’s1 elde edilmig ve ITS1-5.8-ITS2 DNA

dizisi klonlandiktan sonra dizi analizi ticari olarak sentezletilmigtir.

Gossypium 1. alt cinsleri, seksiyonlart ve tirleri Cizelge 4.1°de gdsterilmigtir.
Caligmaya dahil edilen tirler GenBank veri tabaninda bulunan daha énceki ¢caligmalarda
kullanilan tiirlerdir. Bilgimiz dahilinde pamukta daha once 44 tirtin bir arada
kullamldigis  ve ITS1-ITS2  dizlerinin  kullamildign  bir filogeni  ¢aligmasi

bulunmamaktadir.

Kirkdort pamuk tiriine ait ITS1-5.8-1ITS2 DNA dizileri (Cizelge 4.2) Sequencher 4.8
programi ve referans ITS1 ve ITS2 dizileri vardim ile analiz edilerek ITS1 ve ITS2
dizilerine dontgtirilmiig, ayr1 ayr analiz edilmis veya ITSI-ITS2 DNA dizileri
birlegtirilerek analiz edilmistir. Caligmada kullanilan diger bitki grubu 60 taksondan
olugsmus ve her bir takson igin bitki molekiiler filogenisinde yaygin olarak kullanilan 5
farkli kloroplast gen bolgesi kullamlmigtir. Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4'de gosterildigi
tizere c¢alismada kullamilan lokuslar matK, trnH-psbA, aceD, rpoB, rpoC’den
olusturulmugtur. Bu genlerden bitki molekiiler filogenik g¢aligmalarda en etkin olanin

belirlenmesi hedeflenmigtir.

Elde edilen DNA dizileri Sequencher 4.8 yazilim programi kullanilarak ntkleotid dizi
okumalarimin dogruluklar kontrol edilmis ve diziler arasinda yapilan konsensus analizi
sonucunda Origanun vulgare subsp. hirtum ait 640 bp uzunlugunda ITS1-5.8-1TS2
DNA dizisi elde edilmigtir. Caligmada kullanilan biitiin bitkilere ait DNA dizileri
FASTA formatma donigturiildikten sonra ClustalX2 veya Clustal W yazilim programi
ile CLUSTAL formatinda (ALG) kavit altina alinmigtir. Elde edilen veriler daha sonra
¢oklu hizalama programlarinda kullanilmig ve filogeni ¢aligmalarinda kullanilmak tizere

NEXSUS dosyalarina déntgtiirilmiigtiir.
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Cizelge 4.1. Caligmada kullanilan pamuk tirleri ve ait olduklan biyocografyalar

Gossypium L. | Biyocografya
Seksivon I: Sturtia (C genomu)
G. sturtianum J. H. Willis (C1 genomu) Avustralya
G. robinsonii F. Mueller (C2 genomu) Avustralya
Seksivon II: Grandicalyx Fryxell (K genomu)
; G. costulatin Todaro (K genomu) Avustralya
= G. cunninghamii Todaro (K genomu) Avustralya
= G. exigunm Fryxell, Craven & Stewart K Avustralya
§ G. pilosum Fryxell Avustralya
E G. rotundifolium Fryxell, Craven & Stewart Avustralya
@, G. enthyle Fryxell, Craven & Stewart (K genomu) Avustralya
2 . nobile Fryxell, Craven & Stewart Avustralya
"; G. puichellum (C. A. Gardner) Fryxell Avustralya
@ G. londonderriense Fryxell, Craven & Stewart Avustralya
E . marchantii Fryxell, Craven & Stewart Avustralya
= G. populifolium (Bentham) F. Mueller ex Todaro Avustralya
j G. anapoides Avustralya
Seksiyvon III Hibiscoidea Todaro
G. australe F. Mueller (G genomu) Avustralya
. nelsonii Fryxell Avustralya
. bickii Prokhanov (Gl genomu) Avustralya

Seksivon I: Houzingenia

Altselesivon I: Houzingenia

. thurberi Todaro (D1 genomu)

Meksika, Arizona

G. trilobum (DC.) Skovsted (D8 genomu)

Meksika

Altseksiyon II: Jategrifolia (Todaro) Todaro

= G. davidsonii Kellogg (D3-d genomu) Meksika

9;{ G. klotzschianum Andersson (D3-k genomu) Galapagos Adalari

& Altseksivon I11: Caducibracteolata Mauer

= G. armowrianum Keamey (D2-1 genomu) Meksika

us.zn . harimessii Brandegee (D2-2 genomu) Meksika

E G. turneri Fryxell (D10 genomu) Meksika

g Seksivon IT: Erioxvium (Rose & Standley) Prokhanov

E Altseksiyon I Erioxyium (D genomu)

5 . aridum (Rose & Standley ex Rose) Skovsted (D4 genomu) Meksika

ﬁ (7. lobatum H. Gentry (D7 genomu) Meksika

o . daxum Phillips (D9 genomu) Meksika
G. schwendimanii Fryxell & S. Koch (D11 genomu) Meksika
Altseksiyon II: Sefera (Ulbrich) Fryxell (D genomu)
G. gossypioides (Ulbrich) Standley (D6 genomu) | Meksika
Altseksiyon III: Austroamericana Fryxell
(7. raimondii Ulbrich (D5 genomu) | Peru
Seksivon I: Gessypium (A, B, E, F genomlarr)
G. herbaceum L. (Al genomu) Asya-Afrika
G arboreum L. (A2 genomu) Asva-Afrika

£ Altseksivon I: Anomala Todaro (B genomu)

i G. anomalum Wawra & Peyritsch (B1 genomu) Afrika

Ea (7. triphyllum (Harvey & Sonder) Hochreutiner (B2 genomu) Afrika

3 (. capitis-viridis Mauer (B3 genomu) Cape Verde

@ Altseksiyon II: Longiloba Fryxell

g G. longicalyx J. B. Hutchinson & Lee (F1 genomu) Afrika

:1; Altseksiyon I1I: Psendopambak (Prokhanov) Fryxell (E genomu)

) . stocksii Masters in Hooker (E1 genomu) Arabistan
G. somalense (Gurke) J. B. Hutchinson (E2 genomu) Afrika
G. areysianum Deflers (E3 genomu) Arabistan
G. incanum (Schwartz) Hillcoat (E4 genomu) Arabistan
G. hirsutum L. (AD] genomu) Amerika

E = G. barbadense L. (AD2 genomu) Amerika

= g G. tomentosum Nuttall ex Seemann (AD3 genomu) Havai

j e G. mustelinum Miers ex Watt (AD4 genomu) Brezilya
. darwinii Watt (ADS genomu) Galapagos Adalari

45




Cizelge 4.2. Caligmada kullanilan pamuk tarleri ve GenBank GI numaralar

Takson ITS GI
1. G. anapoides 3093922
2. Gossypium anomalum Wavr & Pevr. 238477918
3. Gossypium arboreum L. 295292537
4. Gossypium areysianum (Defl.) Hutch. 1654278
5. Gossypium aridum( Rose & Standl) Skov. 530851
6. Gossypium armourianum Kearn 530844
7. Gossypium australe F. Muell 3093919
8. Gossypium barbadense L. 295292549
9. Gossypium bickii Prokh. 3093913
10. | Gossypium capitis-viridis Maner. 238477917
11. | Gossypium costulatum Tod. 1654281
12. | Gossypium cunninghamii Tod. 3093927
13. | Gossypium darwini Watt 530835
14. | Gossypium davidsonii Kell. 530848
15. | Gossypium enthyie Fryx. 3093929
16. | Gossypium exiguum Fryx. 1654285
17. | Gossypium gossypioides(Ulbr.) Standl 530843
18. | Gossypium harknessii(Brandg) 530846
19. | Gossypium herbaceum L. 295292565
20. | Gossypium hirsutum L. 238477922
21. | Gossypium incanuwm(SchWartz) Hille 16542830
22. | Gossypium klotzschianum Anderss 530847
23. | Gossypium laxum Philllips 530849
24. | Gossypium lobatum Gentry 530850
25. | Gossypium londonderriense Fryx. 3093936
26. | Gossypium longicalyx Hutch. & Lee 238477920
27. | Gossypium marchantii Fryx. 3093941
28. | Gossypium mustelinum Watt 530833
29. | Gossypium nelsonii Fryx. 3093916
30. | Gossypium nobile Tryx. 3093942
31. | Gossypium pilosum Fryx. 3093947
32. | Gossypium populifolivm (Benth.) Tod. 3093952
33. | Gossypium pulchellum (C. A Gard.) Fryx 3093957
34. | Gossypium robinsonii F. Muell. 3093911
35. | Gossypium rotundifolium Fryx. 3093961
36. | Gossypium schwendimanii Fryx. 530853
37. | Gossypium somalense (Gurke) Hutch. 238477916
38. | Gossypium stocksii Mast. Hook 238477921
39. | Gossypium sturtianum J. H. Willis 3093909
40. | Gossypium thurberi Tod. 530830
41. | Gossypium tomentosum Seem. 530836
42. | Gossypium trilobum (D C.) Skov. 530842
43. | Gossypium triphylium (Harv & Sond.) Hochr. 530840
d4. | Gossypium turneri Fryx. 530845
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Cizelge 4.3. Caligmada kullanilan atmig taksona ait matK, rpoB ve rpoC] genlerinin GI

numaralari

Familya Tiir adi maK moB mpeCl

Anacardiaceae Rhus gueinzii Sond. 167890190 167891222 167890715
Anacardiaceae | Rhus gueinzii Sond. 167890192 167891224 167890717
Anacardiaceae | Rhus leptodictya Diels 167890196 167891228 167890721
Anacardiaceae | Rhus leptodictya Diels 167890198 167891230 167890723
Anacardiaceae | Rhus transvaalensis Engl. 167890202 167891234 167890727
Anacardiaceae | Rhus transvaalensis Engl. 167890204 167891238 167890731
Apiaceae Heteromorpha arborescens Cham. & Schitdl. 167890164 167891196 167890689
Apiaceae Heteromorpha arborescens Cham. & Schitdl. 167830166 167891198 167890691
Apiaceae Steganotaenia araliacea Hochst. 167890212 167891246 167890739
Apiaceae Steganotaenia araliacea Hochst. 167890214 167891248 167890741
Arecaceae Hyphaene coriacea Gaertn. 167890172 167891204 167890697
Arecaceae Hyphaene coriacea Gaertn. 167890174 167891206 167890699
Arecaceae Hyphaene petersiana Klotzsch ex Mart 167890180 167891212 167890705
Arecaceae Hyphaene petersiana Klotzsch ex Mart 167850182 1678591214 167890707
Asteraceae Brachylaena huillensis O. Hoffm. 167850074 167891104 | 167890597
Asteraceae Brachylaena huillensis O. Hoffm. 167850076 167891106 | 167890599
Combretaceae Combretum collinuim Fresen, 167850086 167891116 | 167890609
Combretaceae Combretum colliruim Fresen. 167850088 167891118 | 167890611
Combretaceae Combretum apiculatim Sond. 167850080 167891110 | 167890603
Combretaceae Combretum apiculatum Sond. 167850082 167891112 | 167890605
Euphorbiaceae | Crofon megalobofrys Milll. Arg. 167890102 167891134 | 167890627
Euphorbiaceae | Crofon megalobotrys Milll. Arg. 167890104 167851136 | 167890629
Euphorbiaceae | Crofon gratissimus Burch 167850096 167891128 167890621
Euphorbiaceae | Crofon gratissimus Burch 167890098 167891130 167890623
Fabaceae Acacia rortilis Hayne 167890060 167891090 167890583
Fabaceae Acacia rortilis Hayne 167890062 167891092 167890585
Loganiaceae Strvehnos decussata (Pappe) Gilg 167890220 167891254 167890747
Loganiaceae Strychnos decussata (Pappe) Gilg 167890221 167891256 167890749
Loganiaceae Strychnos madagascariensis Spreng. ex Baker 167890223 167891260 167890753
Loganiaceae Strychnos madagascariensis Spreng. ex Baker 167890225 167891262 167890755
Malvaceae Grewia flavescens Juss. 167890152 167891184 167890677
Malvaceae Grewia flavescens Juss. 167850154 167891186 167890679
Malvaceae Grewia bicolor Juss. 167890146 167891178 167890671
Malvaceae Grewia bicolor Juss. 167890148 167891180 167890673
Moraceae Ficus abutilifolia Miq 167890128 167891160 167890653
Moraceae Ficus abutilifolia Miq 167890130 167891162 167890655
Moraceae Ficus glumosa Delile 167890134 167891166 167890659
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Cizelge 4.3. Devami.

Familya Tiir ad: matk rpoB mpocCl
Moraceae Ficus glumeosa Delile 167890136 167891168 167890661
Myrothamnaceae | Myrothamnus flabellifolia Welw. 167890184 167891216 167890709
Myrothamnaceae | AMyrothammus flabellifolia Welw. 167890186 167891218 167890711
Orchidaceae Clowesia warczewiczii (Lindl. & Paxton) Dodson 167889940 167890968 | 167890461
Orchidaceae Clowesia warczewiczii (Lindl. & Paxton) Dodson 167889942 167890970 | 167890463
Orchidaceae Encyclia alate (Bateman) Schitr. 167889960 167890983 167890481
Orchidaceae Encyclia alate (Bateman) Schitr. 167889962 167890990 167890483
Orchidaceae Ponthieva racemosa (Walter) C. Mohr 167890008 167891038 | 167890529
Orchidaceae Ponthieva racemosa (Walter) C. Mohr 1678900010 | 167891040 | 167890531
Orchidaceae Prosthechea fragrans (Sw.) W. E. Higgins 167890016 167891046 | 167890539
Orchidaceae Prosthechea fragrans (Sw.) W. E. Higgins 167890018 167891048 | 167890541
Orchidaceae Stanhopea saccata Bateman 167850032 167891062 | 167890555
Orchidaceae Stanhopea saccata Bateman 167890034 167891064 | 167890557
Orchidaceae Trichopilia tortilis Lindl. 167850036 167891066 | 167890559
Orchidaceae Trichopilia tortilis Lindl. 167890038 167891068 167890561
Proteaceae Faurea rochetigna Chiov. ex Pic. Serm. 167890116 167891148 167890641
Proteaceae Faurea rochetiana Chiov. ex Pic. Serm. 167890118 167891150 167890643
Proteaceae Faurea saligna Harv. 167890122 167891154 167890647
Proteaceae Faurea saligna Harv. 167890124 167891156 167890649
Solanaceae Solamm panduriforme Drége ex Dunal 167890206 167891240 167890733
Solanaceae Solamim panduriforme Drége ex Dunal 167890208 167891242 167890735
Velloziaceae Xerophyta retinervis Baker 1678590236 167891274 167890767
Velloziaceae Xerophyta retinervis Baker 167890238 167891276 167890769
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Cizelge 4.4. Caligmada kullanilan atmig taksona ait acclDD ve trnH-psbA genlerinin GI

numaralari

Familya Tiir adr acch tmH-psbA
Anacardiaceae Rhus gueinzii Sond. 167891761 167890911
Anacardiaceae Rhus gueinzii Sond. 167891763 167890912
Anacardiaceae Rhus leptodictya Diels 167891767 167890914
Anacardiaceae Rhus leptodictya Diels 167891769 167890915
Anacardiaceae Rhus transvaalensis Engl. 167891773 167890917
Anacardiaceae Rhus transvaalensis Engl. 167891777 167890919
Apiaceae Heteromorpha arborescens Cham. & Schitdl. 167891735 167890905
Apiaceae Heteromorpha arborescens Cham. & Schitdl. 167891737 167890906
Apiaceae Steganotaenia aralizcea Hochst. 167891785 167890923
Apiaceae Steganotaenia aralincea Hochst. 167891787 167890924
Arecaceae Hyphaene coriacea Gaertn. 167891743 167890844
Arecaceae Hyphaene coriacea Gaertn. 167891745 167890845
Arecaceae Hyphaene petersiana Klotzsch ex Mart 167891751 167890848
Arecaceae Hyphaene petersiana Klotzsch ex Mart 167891753 167850842
Asteraceae Brachylaena huillensis O. Hoffim. 167891643 167890860
Asteraceae Brachylaena huillensis O. Hoffim. 167891645 167890861
Combretaceae Combretum collimim Fresen. 167891655 167890866
Combretaceae Combretum collinum Fresen. 167891657 167890867
Combretaceae Combretum apiculatum Sond. 167891649 167890863
Combretaceae Combretum apiclatum Sond. 167891651 167890864
Euphorbiaceae Croton megalobotrys Milll. Arg. 167891673 167890875
Euphorbiaceae Croton megalobotrys Milll. Arg. 167891675 167890876
Euphorbiaceae Croton gratissimus Burch 167891667 167890872
Euphorbiaceae Croton gratissimus Burch 167891669 167890873
Fabaceae Acacia tortilis Hayne 167891629 167890855
Fabaceae Acacia tortilis Hayne 167891631 167890856
Loganiaceae Strychnos decussate (Pappe) Gilg 167891793 167890926
Loganiaceae Strychnos decussate (Pappe) Gilg 167891795 167890927
Loganiaceae Strychnos madagascariensis Spreng. ex Baker 167891799 167890929
Loganiaceae Strychnos madagascariensis Spreng. ex Baker 167891801 167890930
Malvaceae Grewia flavescens Juss. 167891723 167890900
Malvaceae Grewia flavescens Juss. 167891725 167890901
Malvaceae Grewia bicolor Juss. 167891717 167890897
Malvaceae Grewia bicolor Juss. 167891719 167890898
Moraceae Ficus abutilifolia Miq 167891699 167890888
Moraceae Ficus abutiifolia Miq 167891701 167890889
Moraceae Ficus ghimosa Delile 167891705 167890891
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Cizelge 4.4. Devami.

Familya Tiir adi acch traH-pshA
Moraceae Ficus glumosa Delile 167891707 167890892
Myrothamnaceae | Adfyrothammus flabellifolia Welw. 167891755 167890908
Myrothamnaceae | Afyrothammus flabellifolia Welw. 167891757 167890909
Orchidaceae Clowesia warezewiczii (Lindl. & Paxton) Dodson 167891507 167890789
Orchidaceae Clowesia warczewiczii (Lindl. & Paxton) Dodson 167891509 167890790
Orchidaceae Encyclia alata (Bateman) Schitr. 167891527 167890799
Orchidaceae Encyclia alata (Bateman) Schitr. 167891529 167890800
Orchidaceae Ponthieva racemosa (Walter) C. Mohr 167891577 167890823
Orchidaceae Ponthieva racemosa (Walter) C. Mohr 167891579 167890824
Orchidaceae Prosthechea fragrans (Sw.) W. E. Higgins 167891585 167890828
Orchidaceae Prosthechea fragrans (Sw.) W. E. Higgins 167891587 167890829
Orchidaceae Stanhopea saccate Bateman 167891601 167890836
Orchidaceae Stanhopea saccate Bateman 167891603 167890837
Orchidaceae Trichopilia tortiis Lindl. 167891605 167890838
Orchidaceae Trichopilia tortilis Lindl. 167891607 167890839
Proteaceae Faurea rochetigna Chiov. ex Pic. Serm. 167891687 167890882
Proteaceae Faurea rochetiana Chiov. ex Pic. Serm. 167891689 167890883
Proteaceae Faurea saligna Harv. 167891693 167890885
Proteaceae Faurea saligna Harv. 167891695 167890886
Solanaceae Solarmm panduriforme Drége ex Dunal 167891779 167890920
Solanaceae Solarmm panduriforme Drége ex Dunal 167891781 167890921
Velloziaceae Xerophyta retinervis Baker 167891813 167890936
Velloziaceae Xerophyta retinervis Baker 167891815 167890937
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4.2. Cahsmada Kullamilan Hizalama (Alignment) Yazihm Programlar ve Secilen
Parametrelerin Belirlenmesi

Bu galigmada alignment (hizalama) yazilim programlariin ve parametrelerinin gen,
gen bolgeleri ve uzunluklari, filogenetik yontemler, subtitlisyon modelleri ve agag
topolojisi tizerinde etkisinin olup olmadigm tespit etmek igin molekuler filogenide
kullanilan vaygin dort adet ¢oklu alignment yazilim programi kullamilmigtir. Cizelge
4.5°de gosterilmis olan parametreler ClustalW, T-COFFEE, MUSCLE ve MAFFT
¢oklu hizalama programlarinda uygulanmugtir (Cizelge 4.5). Hizalama ¢iktilarinin gozle
mcelenmesi yapildiginda hizalamanin program ve parameterlerden etkilendigi tespit

edilmigtir.

Caligmada kullanilan hizalama programlarinin farkli hizalama olugturmasi
kullandiklar1 algoritmalarin farkli olmasi yaninda uygulanan parameterelerin de etkin
olmasindan kaynaklanmigtir. Kullanilan paramaterlerden cezalandirma bogluklar
(GOP), ekleme cezalandirma (GEP), hizalama tekrar sayilart (ITER), tekrarlama tipi ve
agirlik matrikslerini etkili oldugu tespit edilmigtir. Coklu sekans hizalamada degigik
parametrelerin etkisinin olup olmadigini aragtirmak igin ilk kez Fitch ve Smith (1983)
tarafindan arastirllmis ve bu parameterelerin énemi vurgulanmigtir. Coklu sekans
hizalamanin temeli, indelleri yani sekansta bulunan insersiyon ve delesyonlan bagka bir
deyigle bosluklart (gaps) modellemektir. En vaygin kullanilan model ise GOP ve GEP
cezalandirma bosgluklaridir. GOP, indeler igin olusan bogluklart siirlandirmak igin
kullanmlir. Yiksek GOP degeri bogluk sayilart sinirlandirir. GEP ise, olan bosluklan
uzatir. GEP degeri 0-10 aras1 degisir. Yiiksek GEP degeri bogluklar kisaltir.

Cizelge 4.5. Caligmada kullanilan alignment programlari ve parametreleri

| Program PARAMETRE 1 PARAMETRE 2

' CLUSTALW |  GOP=15 GEP=6.66 WM= GOP-15 GEP=6.66 WM-CLUSW
CLUSTALW IT=ALIGN IT=TREE ITER=100

ITER-100
MAFFT GOP-1.5 GEP=0 ITER-100 GOP-3 GEP-11ITER-100
MUSCLE MUSCLE ITER=100, MUSCLE ITER=100, SEKANSLARI

SEK ANSLARI TEKRAR TEKRAR DUZELTSIN

| 7. DUZELTMESIN | |

T-COFFEE | GOP=-100 GEP=10 ITER=100 GOP=-200 GEP=20 ITER=100

GOP: Gap opening penalty, GEP: Gap extensiyon penalty, WM = Weight matrix,
ITER= Iteration, IT= Iteration type
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Cizelge 4.5°de verilen alignment programlart ve parametreleri ITS1 ve ITS2 diziler
kullanilarak hizalanmig ve toplam 33 ML agaci olusturulmustur (Bknz. Ekler). Kirkdort
pamuk tiri ve bir dig grup taksonun kullanilmasi ile elde edilen filogenilerin
kargilagtirilmas:t  sonucu MAFFT hizalama programinin ClustalW, T-COFFEE,
MUSCLE programlarindan daha etkin hizalama olugturdugu tespit edilmistir.

Clustal W parogrami verilen sekansi hizli bir gekilde hizalarken, énce eldeki dizilerin
ikili benzerlikleri kullanilarak tahmini bir filogenetik agag (rehber) olugturmus ve daha
sonra bu bilgiden yararlanilarak, agamali olarak diziler hizalanmigtir. Bu ydntemin bu
caligmada seg¢ilmemis olmasi buiyiik bir ihtimalle yerel minimuma takilmig olmasi ve
problemi dogru sckilde modelleyecek parametrelerin belirlenememis olmasidir

(Thompson vd 2009).

T-COFFE programu verilen sekansi hizalarken birgok kritere gore Clustal W den gok
daha dogrulayici olmasina ragmen hizi ClustalW daha digiik bulunmugtur. T-COFFEE
ile ClustalW arasinda T-COFFEE nin farkli birgok olanaklari bulunmaktadir. Ornegin
eger ¢ok iligkili sekanslart dizmek istediginizde T-COFFEE ClustalW’den ¢ok daha
hizli bir segenege sahiptir. Bu segenek iki sekans arasinda en ivi ¢aprazlanmayi
diugtinerek ¢aligmaktadir (Notredame 2008). Ancak c¢alismamizda T-COFFEE
programinin olugturmug oldugu hizlama beklenen filogenik iligkileri tam anlami ile
ortaya koyamamistir. T-COFFEE hizalama i¢in ¢ok zaman harcamig ve karmagik
bosluklar olugturmugtur (Edgar 2004). Caligmada kullanilmig olan diger bir hizalama
program olan MUSCLE, hizalama i¢in T-COFFEE den daha hizla olmasina ragmen

ondan ayni zamanda daha az dogrulayici sonuglar vermistir.

MAFFT programi hizli bir gekilde ¢oklu hizalama yapmak icin gelistirilmigtir. ‘Fast
Fourier Transform (FFT)’ algoritmasi ve uzaklik hesaplama algoritmasi hizli bir gekilde
hizalamay1 kolaylastirmaktadir. MAFFT ayn1 zamanda eklemeli (iterative) bir gekilde
¢oklu hizalama yaparak her yeni eklenen sekansla birlikte onceden hizalandiklar
sekanslar tekrar hizalayabilmektedir bu &zelligi ile T-COFFEE den daha dogrulayici
ama vavag sonu¢ vermigtir (Katoh vd 2008). Verilerin bir arada incelenmesi sonucu

caligmada kullanilan veriler i¢in MAFFT programi segilmigtir.
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4.3. Iilogenetik Analiz I¢in Subtitiisyon Modellerinin Belirlenmesi

Bu ¢aligmada verilerimize uygun model olusturmak i¢in MetaPIGA (Helaers ve
Milinkovitch, 2010) programinin biinyesinde bulunan ti¢ farkli model test (LRT, AIC,
BIC) kullanilarak once ITS dizilerinde daha sonrada diger 5 farkli genin analizlerinde
kullanilacak substitlisyon modelleri belirlenmigtir. Cizelge 4.6°da gosterildigi tzere
degisik alignment programlar ve parametreleri dogrultusunda ti¢ ayr1 model (GTR,
TN93, K2P) belirlenmigstir. Filogenetikte miimkiin olan en iyi evrimsel uzaklik
tahminini yapmak, uygun filogenetik aga¢ ve dogru dal uzunluklarimi olugturmak aym
zamanda viksek bootstrap degerlerini elde etmek i¢in eldeki veriye en uygun
subtitisyon modeli secilmelidir. Model testlerin sectiZi subtitisyon modellerine
bakildiginda secilen model, alignment programi cesidi ve olusturulan alignment
parametrelerinden ¢ok etkilendigi bulunmugtur. Aym zamanda gen bolgesi, gen

uzunlugununda model segiminde etkili oldugu gorilmustir.

Cizelge 4.6. Gen bolgesine ve hizalama parametrelerine bagli olarak test modellerin
sec¢tigi, meveut verilere uygun en iyi subtitiisyon (SBT) modelleri

Gen | Hizalama Parametresi LRT AIC BIC
 CLUSTALW 1. PRMT | TN93 K2P _ K2P

' CLUSTALW 2. PRMT ' TN93 K2P ' K2P
MAFFT 1. PRMT TN93 K2P ' K2P

7 | MAFFT 2. PRMT | TN93 | TN93 | K2P
| MUSCLE 1. PRMT | TN93 | TN93 K2P
MUSCLE 2. PRMT TN93 K2P K2P
T-COFFEE 1.PRMT TN93 | TN93 K2P

| T-COFFEE 2.PRMT | TN93 | TN93 | K2P
 CLUSTALW 1. PRMT ' GTR GTR ' K2P
 CLUSTALW 2. PRMT GTR ' GTR K2P

' MAFFT 1. PRMT GTR | GTR K2P

&t | MAFFT 2. PRMT | GIR | GIR |  K2P
= | MUSCLE 1. PRMT GTR GTR K2P
MUSCIE 2. PRMT GTR GTR ' K2P
T-COFFEE 1. PRMT ' GTR GTR K2P

| T-COFFEE 2. PRMT ' GTR GTR | K2P

LRT: Likelihood ratio test, AIC: Akaike Information Criterion, BIC: Bayesian
Information Criterion, GTR: General-Time Reversible model, TN93: Tamura-
Nei 1993 model.
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Subtitiisyon modelleri sekans evriminin, genetik uzaklik tahminini dogru bir gekilde
elde edilmesini saglamaktadir (Yang 1996). Subtitiisyon modeline ait transversiyon ve
transisyon orant filogenetik afa¢ topolojisi tzerinde ¢ok buylik etkisi oldugu
bilinmektedir (Yang 1994). Filogenide kullamilan ve igige (“nested”) modellerin
olusturuldugu GTR ailesi toplam 64 modeli kapsamaktadir. En yaygin olarak
kullanilanlar modeller Jukes-Cantor (JC) , K2P, Felsenstein 1984 (F84), Hasegawa-
Kishhono-Yano (HKY®85), TN93 modelleri olup bunlarin biiyiikk bir ¢ogunlugu GTR
modellinin farkli parametrelerinin bir kombinasyonu sonucu olugturulmuglardir (Hillis

1996).

HKY85 ve GTR modellert farkli olarak dort ntikleotidin farkli frekanslarda
olugmasina (degisiminin) izin verir. Buna gore F84 ve HKY 85 modelleri birbirine ¢ok
yakin iki modeller olarak tanimlanabilmektedir. Model i¢in farkli hesaplar kullanilsa da
esasinda ayni gevlerdir. Bu iki model, transisyon ve transversiyonun farkli hizlarda

gergeklestigini varsaymaktadirlar (Hillis 1996).

GTR modeli ise bir simetrik subtitiisyon matriksini varsayar. Bagka bir devig ile
A'nin T’ye degigimi ile T nin A’va degigimini aynm1 hizda oldugunu kabul eder. Her bir
nikleotid ¢iftinin  subtitiisyonin  farkli  hizlarda meydana geldigini  varsayar.

Niikleotidlerin ise farkli hizlarda meydana gelebilcegini 6n gérmektedir.

TN93 modeli dort farkli frekans parametresini kullanir. Bu meodel, transisyon ve
transversiyonlar arasinda farklilik oldugunu varsayar. Aymi zamanda iki ¢egit transisyon
arasinda (Puirin-Pirin, Pirimidin-Primidin ) farklilik oldugunu varsayar. Sonug olarak bu
modeller ¢ok yakin iligkilidir. I¢ ige modeller, (nested) genel modellerin 6zel bir
durumunu temsil etmektedirler (Hillis 1996, 1.1 1997).

Bu modellerin ¢ogu benzer olsada kendi igerinse varsaydiklar algoritmalar fakh
olabilmektedir. JC ve K2P modelleri biittin niikleotidlerin egit frekansta meydana
geldigini varsaymaktadir. JC modeli ayrica biitiin subtitiisyonlarin egit ve biitlin
niikleotidlerin aym frekansta meydana geldigini varsayar. Bu model subtititisyon hizi

(alpha) adinda sadece bir parametre kullanmaktadir. K2P modeli ise transversiyon ve
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transisyon hizini farkli oldugunu, bitiin niikleotidlerin aym frekansta meydana geldigini

varsayamaktadir (1.1 1997).

4.4. Kullamilan Filogeni Yontemleri ve Olusturduklan Filogenetik A gaclar

Caligmada en iyi alignment yontemi, parametersi, subtitlisyon modeli, filogeni
yontemini ve filogeni programim belirlemek igin Gossypium 1. cinsinin olugturdugu
taksonlar kullamilmigtir. Gossypium L. cinsinin taksonomisini seksiyon ve genom
buytkligt bazinda veren kriterler, parametreler ve metodlar en uygun yontem ve metot

olarak varsayilmigtir.

Wendel vd (2010) gore: Gossypium L. cinsi genel olarak dort altcins altinda
siniflandirilir. Birinei altcins Sturtia (R. Brown) Todaro dir. Avustralya kitasinda yayilig

gdsteren bu alteinse ait {i¢ bolim (seksiyon) bulnmaktadir.

Birinci seksiyon genomu C ile temsil eden Sturtia’dir. Ikinci seksiyon Grandicalyx
Fryxell olup genomu K ile temsil edilmektedir. Ugiincti seksiyon ise Hibiscoidea

Todaro olup yine genomu C ile temsil edilen tiirler igermektedir (Wendel vd 2010).

Ikinci altcins Houzingenia (Fryxell) olup Amerika kitasinda yayilig gosteren
taksonlardan olugsmustur. Bu altcins temel olarak iki seksiyondan olugmaktadir. Birinci
seksiyon Houzingenia olup tg alt seksiyondan olugur ve genom buyilikligi bakimindan
D genomunu temsil eder. Ikinci seksiyon ise, Erioxylum (Rose ve Standley) Prokhanov
olup ti¢ altseksiyondan olugmaktadir. Bu seksiyon da genom biyikligi bakimindan

yine D genomunu temsil eden taksonlardan olugmaktadir.

Uglincii altcins Gossypium olup Afrika/Arabistan bolgesinde vayilis gbsteren A, B, E,
ve F genom biiyiiklerini kapsayan taksonlari igerir. Bu altcins aym zamanda iki

seksiyondan olugmaktadir.
Birinci seksiyon Gossypium, ikinci seksiyon ise, Serrata Fryxell dir. Dordiincii ve

son altcins Karpas Rafinesque olup tetraploid tirlerini igeren taksonlardan

olugmaktadir.
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4.4.1. Maksimum Olas1 (ML) metodu ve elde edilen agaclar

ML analizinde pamuk tirlerine ait farkli alignment parametreleri ile hizalannmg ITS1,
ITS2, ITS1-ITS2 gen bolgelerinin sekanslart MetaPIGA (Helaers ve Milinkovitch 2010)
programi kullanilarak toplam ti¢ farkli SBT modelinde gergeklestirerek toplam 33 agag
elde edilmigtir (Bkz. Ekler). Ancak pamuk tiirlerini kitalara (Afrika, Avustralya,
Amerika) uygun bir topoloji ile veren MAFFT programinin birinci parametresi ve GTR
SBT modeli sonucu olusan agaglar agsagida verilmis olan gekillerde verilmigtir. Bu
durumda olusturulan MAFFT programinin birinci parametresi ve GTR subtitiisyon
modeli, mevecut pamuk tiirlerinin aga¢ topolojisini en uygun bir sekilde ve yiiksek
bootstrap (ML) wveya posterior probability (BI) degerleri ile ortaya g¢ikardi§
gorilmiigtiir. Bu analiz sonucunda 6ngoriilen bazi bilgiler 1g18inda diger analizlerin de
MAFFT in birinci parametresi ve GTR subtitisyon modeli ile degerlendirilmesi

gerektigi sonucuna varilmigtir.

Sekil 4.1°de MAFFT programimin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansmimn
TN93 SBT modelindeki ML analizi sonucu elde edilen agag topolojisi gosterilmigtir.
TN93 modeli kullanildiginda Avustralya pamuklar: iki ana grup igersinde toplanmagtir.
Birinci grupun en dig tiirii G. nobile, ikinci grupta bulunan Avustralya kékenli pamuk
tirleri ile Afrika kokenli pamuk tirlerinin iligkili oldugu goriilmektedir. Afrika
pamuklarida Avustralya pamuklarinda goriilen iki grup altinda toplanmig ancak
Amerika orijinli olan G. mustelinum ve Afrika orijinli G. herbaceum ve G. arboreum’a
yakin bir tir olarak belirlenmigtir. G. mustelinum allotetraploid bir tiir olup genomunda
(g. herbaceum ve . arboreum kalintilar1 bulunmaktadir. Amerika pamuk turleri de
Avustralya, Afrika torlerine benzer gekilde iki alt grup altinda toplanmugtir. ITS1
dizisinin valmiz kullanildigi analizlerde Amerikan pamuk tirlerinin ozellikle yeni
geligmis olan allotetraploid tiirlerden dolay1 diger pamuk tiirlerinden belirgin olarak

farkli oldugu tespit edilmistir.

Caligmanin Ekler kisminda verilen agag topolojilerinin birlikte incelenmesi ile ITS1
ve ITS2 dizilerinin tek baglarma kullanildiginda (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2) olusan
topolojilerde sorunlar olugtugu tespit edilmistir. Omegin Sekil 4.2°de gortldigii tizere
G. gossypoides dig gruptan daha dig bir tir olarak belirlenmigtir. Bu nedenle pamuk
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filogeni caligmalarinda salt ITS1 veya ITS2 nin kullanimi verine ITS1-ITS2 dizilerinin

birlikte kullanilmasi gerektigi ortaya konulmustur.

Substitiisyon modeli TN93 ve alignment yontemi MAFFT ve parametre olarak birinci
parametre ML analizi ile kullamildiginda ITS1 ve ITS2 gen filogenileri arasinda belirgin
farkliliklar ortaya cikmustir. ITS1 gen filogesinin ITS2’ye oranla daha dogru tahmin
vaptig1 belirlenmigtir.

ITS1-ITS2 genleri birlikte MAFFT programinin birinci parametresi ile hizalanmig ve
GTR subtitiisyon modeli ile ML analizi gerceklestirilmis ve boylece bir agag topolojisi
de burdan elde edilmistir. Sekile 4.3°de MAFFT alignment programinin 1. parametresi
ile hizalanmig ITS1-ITS2 sekansinin GTR SBT modelindeki ML analizi topolojivi
gosterilmektedir. Bu topoloji glinimtizde pamuk tiirleri arasinda kabul edilmis olan

iligkiyi tam olarak ortaya koyan agactir.

Bu topolojive gore giinimiizde 52 olarak belirlenen pamuk tirlerinin Afrika kokenli
pamuklardan turedigi, Amerikan pamuk tirlerinin G. gossypoides veya bu tiire
benzeyen yakin bir atadan tiiredigi, kitalann kaymas: ile birlikte anakarada bulunan
pamuk tiirlerinin egzamanh olarak Avustralya, Amerika ve kitalar arasindaki kiigtik

adalar tizerinde tiirlegtigi elde edilen topoloji verileri ile desteklenmisgtir.

Bu caligmada elde edilen filogenmik iligki kullanilarak Avustralya pamuklarinin buiyiik
c¢ogunlugunun K genom yapisinda oldugu gorilmiistir. Avustralyamin tiirlerinde K
genomu diginda G ve C genomlarmda bulundugu ve bu genomlarm Afrikan tirlerinden

E genomlu tiirlere akraba oldugu belirlenmigtir.

Amerikan pamuk tirlerinin MAFFT, parameter 1 ve ML analiz sonuglar1 yontinden
degerlendirildiginde modern allotetraploid tirlerin Amerika kitasinda geligtifi ve bu
modern tirlerdeki D genom atalarmin vine Amerikan diploid D genomlu tirlerden
aldig bunun yanm sira Afrikan A genomlu tiirlerin de modern pamugun olusumunda

katkilar sagladig: teyit edilmigtir (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3).
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Sekil 4.1. MAFFT prograrmnin 1. parametresi ile hizalanmms ITS1 sekansinmin TN93

SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler bootstrap
degerleridir)
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Sekil 4.2. MAFFT progranumn 1. parametresi ile hizalannms ITS2 sekansimn GTR

SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler bootstrap
probability degerleridir)
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G exiguum (K)
G rotundifolium
G. pilosum
G. populifolium
G. costulatum (K)
G. londonderriense
G. pulchellum
G. enthyle (K)
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G. cunninghamii (K)
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73% G sturtianum (C1) -
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"G. stocksii (E1)
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6K G. hirsutum (AD1) *
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75% G. darwinni (AD5) *
G. klotzchianum (D3-k)
G. davidsonii (D3-d)
G. thurberi (D1)
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%G. armorianum (D2-1)
59— G. turneri (D10)
74% ———— G. harknesii (D2-2)
13%6‘ lobatum (D7)
—1350— G. schwendimanii (D11)
99% G. aridum (D4)
G. laxum (D9) -
G. herbaceum (A1) -
G. arboreum (A2)
319 G. mustelinum (AD4) *
—————G. longicalyx (F1)

_|:G anomalum (B1)
36% -G. Cap!t!S-WﬂdlS (B3)
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(*): Tetraploid tiirler
Sekil 4.3. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmmg ITS1-ITS2 sekansinin

GTR SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler
bootstrap degerleridir)
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4.4.2. Bayes analizi sonucu elde edilen agaclar

Caligmada Bayes (BI) analizi gergeklestirilirken, ITS1 wve ITS2 bolgelerinin
sekanslart ¢aligmada kullanilmig olan her bir hizalama programina ait iki farkh
parametre ile hizalanmigtir. Hizalama sonucu ITS1 ve ITS2 verilerine ait toplam onalti
dosya elde edilmigtir. Elde edilmig bu hizalanmig dosvalarin her biri GTR ve K2P
subtitisyon modelleri kullanarak toplamda 32 Bayes analizi gergeklestirilmigtir. Ayrica
ITS1-ITS2 genleri birlikte MAFFT programinin birinci parametresi ile hizalanmig ve
GTR subtitisvon modeli ile Bayes analizi gergeklestirilmis ve boylece bir agag
topolojisi de burdan e¢lde edilmistir. Ancak mevcut verilerimize en uygun topolojivi
ortaya kovan yontem ve modelere ait agag topolojilerinin bulgular ve tartigma kismina
yer almasi uygun gértilmiuistiir. Bahsedilen uygun agac topolojileri Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6°da verilmigtir.

Sekil 4.4°de MAFFT programinin birinci parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansmin
GTR subtitiisyon modeli sonucu elde edilen agac topolojisine bakildiginda, dis grup
olarak kullamilan O. vulgare belirgin bir gekilde diger taksonlardan ayn bir gekilde
gosterilmigtir. Genel olarak agag topolojisi Gi¢ ayrit gruba ayrilmigtir. Birinci grupta
Afrika-Asya pamuklarmdan olugmaktadir. Ikinci grupda ise, Avustralya, Afrika-
Arabistan pamuklarindan olusmustur. Uglincii grup ise, sadece Amerika kitasinda

yayilig gosteren pamuklardan olugsmustur.

Sekil 4.5 de vapilmig Bayes analizi MAFFT programinin birinci parametresi ile
hizalanmig ITS2 gen bdlgesinin sekansinin GTR subtitiisyon modeli ile degerlendirmesi
sonucu elde edilmigtir. Agag topolojisine bakildiginda, O. vulgare dig grup olarak diger
taksonlardan ayri olarak en digta yer almugtir. Geriye kalan agag topolojisi beg ayri

gruba ayrilmigtir.

Birinci grupta Avustralya pamuklar1 ver almistir. Ikinci grupta ise, Afrika-Arabistan
pamuklar: yer almistir. Uglincli grupta ise yine Avustralya pamuklarindan olusmustur.
Doérdiuncti grupta ise sadece D genomuna sahip Amerika pamuklar1 yer almigtir. Son ve

besinci grupta ise, Afrika-Asya pamuklan yer almigtir.
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Sekil 4.6°da yine MAFFT parograminin birinci parametresi ile hizalannug ITS1-1TS2
gen bolgelerinin GTR subtitiisyon modelini kullanarak Bayes analizi sonucu elde

edilmigtir.

Agag topolojisinde dig grup olan O. vulgare diger taksonlardan ayri olarak belirgin
bir gekilde ayrilmugtir. Geriye kalan taksonlar Ti¢ ayr1 grup seklinde topolojivi
olusturmugtur. Yukaridan asagi dogru birinci grup, Afrika—Asya pamuklarindan
olusmustur. Ikinci grup, D genom biyikligiine sahip Amerika pamuklarindan
olusmustur. Uglincli grup ise, Avusturya ve Afrika-Arabistan pamuklarindan

olugmusgtur.

Sonugta yukarida bahsedilen Bayes analizi sonucu elde edilmis olan ii¢ topoloji
birlikte degerlendirildiginde topoloji vapist Uzerinde gen, gen sayist ve algoritma

¢esidinin agag topolojisine etki ettigi belirgindir.

Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6°da yeralan aga¢ topolojisinin Gigtinde de bir tetraploid
tiir olan G. mustelinum ML analizinde oldugu gibi A genom buyiikligina temsil eden
tirlere vakin ¢ikmigtir. Geriyve kalan dort tetraploid tirlerde ise yine ML analizinde
oldugu gibi Amerika pamuklan arasinda ¢ikmastir. D genom buyiikliigtine sahip G.
gossypoides de her u¢ topolojide Afrika pamuklan arasinda ¢ikmigtir. Bunun nedeni
olarak D genomlu (. gossypoides turtnin diger D genomlu Amerika pamuklarina
sadece bazi1 morfolojik, karyolojik verilere dayanarak benzedigi goériilmustir. Ancak G.
gossypoides’m rDNA sekansi beklenmedik bir sekilde Amerikamin geriye kalan D
genomlarima benzemedidi aksine bir Afrika genomu A genomu ile biyik oranda

rekombinasyon gergeklegtirdigi gorulmustir (Zhao vd 1998).

Genel olarak bir degerlendirme yapildiginda ITS1-ITS2 dizilerinin birlikte kullanim
ile elde edil M1 agac topolojisi Bl agag topolojisine benzer sekilde olugmugtur. Analizi
hiz1 yéniinden BI analizi ML analizinden daha hizli olusu ve benzer sonuglar ortaya
koymalart nedeni ile bu ¢aligmada BI analizinin ML analizine oranala daha etkin bir

yontem oldugu gérillmiistir.
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0. vulgare
TS G. herbaceum (A1)
97% G. arboreum (A2)
89% G. mustelinum (AD4) *
G. longicalyx (F1)
— G. triphyllum (B2)
84%, S4%— G. capitis-viridis (B3)
—— G. anomalum (B1)
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— G. cunninghamii (K)
#6%— G. marchantii
— (5. anapoides
— G. costulatum (K)
_@ G. pulchellum
G. londonderriense
% G. rotundifolium
G. pilosum
G. populifolium
G. enthyle (K)
G. exiguum (K)
G. nobile
— G. areysianum (E3)
[ ey, [==—G.inacanum (E4)
—— G. somalense (E2)
— G. stocksii (E1)
— T G. robinsonii (C2)
G. sturtianum (C1)
65% _@ G. bickii (G1)
99% G. australe (G)
—— G. nelsonii
— G. schwendimanii (D11)
— G. lobatum (D7)
— G. aridum (D4)
— G. laxum (D9)

_@ G. klotzchianum (D3-k)
— G. davidsonii (D3-d)
62% —fe G. tomentosum (AD3) *

, . G. hirsutum (AD1)*
*i@ G. darwinni (AD5) -
G. barbadense (AD2)*
_@ G. thurberi (D1)
G. trilobum (D8)
G. armorianum (D2-1)

G. harknesii (D2-2)
G. turneri (D10)

62%
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(*): Tetraploid tiirler

Sekil 4.4. MAFFT progranmumn 1. parametresi ile hizalannms ITS1 sekansimn GTR
SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler posterior
probability degerleridir)
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0. vulgare %
—G. pilosum

S4%— G, exiguum (K)

G. rotundifolium

G. populifolium

G. enthyle (K)

G. londonderriense
— G. anapoides

62%— G. marchantii

97% G. cunninghamii (K)
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G. costulatum (K)
G. nobile
_@ G. areysianum (E3)
91% G. inacanum (E4)
(. somalense (E2)
—G. nelsonii

i@ G. australe (G)
- ~— G. bickii (G1)
3 G. robinsonii (C2)

I G. sturtianum (C1) -
G. stocksii (E1)
——— (. arboreum (A2) -
——— G. barbadense (AD2)* |
——G. hirsutum (AD1) *

5T% G. darwinni (AD5) *

G. davidsonii (D3-d)

G. tomentosum (AD3) *

G. klotzchianum (D3-k)

G. aridum (D4)

G. lobatum (D7)

G. schwendimanii (D11)

G. laxum (D9)

TAY: G. harknesii (D2-2)

G. armorianum (D2-1)

G. turneri (D10)

G. thurberi (D1)

G. trilobum (D8) -
G. mustelinum (AD4)*
G. herbaceum (A1)
_@ G. anomalum (B1)
—————160%|gqe; G. capitis-viridis (B3)
Q. triphyllum (B2)

G. gossypoides (D6)
G. longicalyx (F1)
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(*): Tetraploid tiirler

Sekil 4.5. MAFFT programumn 1. parametresi ile hizalannms ITS2 sekansimin GTR
SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler posterior
probability degerleridir)
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0. vulgare

P G. herbaceum (A1)
L——G. arboreum (A2)

G. mustelinum (AD4) *
G. longicalyx (F1)

—G. triphyllum (B2)
50% ﬂ@c; capitis-viridis (B3)
G. anomalum (B1) -
G. gossypoides (D6)
56% r— G. schwendimanii (D11)

T G. lobatum (D7)
—G. aridum (D4)

——G. laxum (D9)
—Joo_ G. klotzchianum (D3-k)
G. davidsonii (D3-d)

L 79% G. tomentosum (AD3) *
e = G. hirsutum (AD1) *
57% 7% ~ G. barbadense (AD2) *
G. darwinni (ADS) *
:99% G. thurberi (D1)
G. trilobum (D8)
G. armorianum (D2-1)
G. harknesii (D2-2)
G. turneri (D10)
— G. cunninghamii (K)
99%— . marchantii
—— (. anapoides
—G. costulatum (K)
[ G. pulchellum
- G. londonderriense

o e e

mA—REZD

21%

9%

r— G. rotundifolium
96%— G, pilosum
— G. exiguum (K)
————G. populifolium
. enthyle (K)

98%

TN O

G. nobile =

_@ G. areysianum (E3)
84% 57 G. inacanum (E4)
G. somalense (E2)

G. stocksii (E1)
_@ G. robinsonii (C2)
G. sturtianum (C1)
93% o G. bickii (G1) v
99% G. australe (G)
G. nelsonii

el Sl

(*): Tetraploid tiirler

Sekil 4.6. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmmg ITS1-ITS2 sekansinin
GTR SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler
posterior probability degerleridir)
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4.4.3. Maksimum parsimony (MP) analizi sonucu elde edilen aga¢lar

MP yontemi verileri analiz ederken iki birim (6rmegin farkli iki takson) arasinda en
az. degigiklik gerektiren aga¢ en makul olarak varsaymaktadir. Yani en az farkli olan
birimler, birbirine en yakin ve benzeyen birimlerdir. Agacin belirlenmesinde iglemin
daha kisa zamanda tamamlanmasi igin en zengin filogenetik bilgiye sahip olan az
sayidaki bolgeler kullanilir bu bélgelere parsimonik olarak bilgi verici (informative)
bolgeler olarak adlandirilmaktadir. MP analizi sonucunda bu bolgelerin sayist gen
bolgesi ve kullanmilan hizalama programina baglh olarak degisiklik gosterdigi tesbit
edilmigtir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Farkli programlarla hizalanmis gen bdlgelerine ait parsimonik olarak bilgi
verici baz sayilari

' PROGRAM VE PARAMETRELER | ITS1 1TS2
CLUSTALW (1. PRMT) 7 49

' CLUSTALW (2. PRMT) 7 45

| MAFFT (1. PRMT) 74 | 54

| MAFFT (2. PRMT) 72 52
MUSCLE (1. PRMT) 72 49

| MUSCLE (2. PRMT) 71 53
T-COFFEE (1. PRMT) 76 |54

' T-COFFEE (2. PRMT) 76 | 54

Caligmada MP analizi ger¢eklegtirilitken, ITS1 wve ITS2 bolgelerinin sekanslari
caligmada kullanilmig olan her bir hizalama programina ait iki farkli parametre ile
hizalanmigtir. Hizalama sonucu ITS1 ve ITS2 verilerine ait toplam onalt1 dosya elde
edilmigtir. Elde edilmig bu hizalanmig dosyalarin her biri deneysel yoéntemi ile MP
analizi yapilmigtir. Analiz sonucunda toplam onalti farkli agag topolojisi elde edilmigtir
(Bkz. Ekler). Ayrica ITS1-ITS2 genleri birlikte MAFFT programinin birinci
parametresi ile hizalanmig horistik (deneyimsel) yontemi ile 1000 tekrarli bootstrap
degeri ile MP analizi gerceklestirilmis ve boylece bir agag topolojisi de burdan elde
edilmigtir (Bkz. Sekil 4.9). Bahsedilen uygun agag topolojileri Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil
4.9 da verilmigtir. Sekil 4.7’deki MP analizi MAFFT programinin birinci parametresi ile
hizalanmig I'TS 1 verisinin MP analizi sonucu olugturdugu agag topolojisine bakildiginda

dig grup olarak (. vulgare belirgin bir gekilde diger taksonlarin diginda ¢ikmugtir. Kalan
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diger pamuk taksonlarin1 beg ayn filogenetik gruba ayirnmustir. Yukardan agagi
inildiginde birinci grubun Afrika pamuklarindan olustugu géralmektedir. Bu gruba daha
onceki analizlerde oldugu gibi D6 genom buyikltgiine sahip bir Amerika pamuk tiiri
olan G. gossypoides de %51 bootstrap destegi ile dahil olmugtur.

Ikinci grup G. mustelinum disinda diger dort tetraploid tiir ve Asya-Afrika pamuklar
ile beraber D genom buytikligini temsil eden Amerika pamuklarindan olugmustur.
Ugiincit  grup ise Avustralya pamuklarmdan olusmustur. Dordiincii grup ise
Afrika/Arabistan pamuklarindan olugmusgtur. Son grup olan beginci grup da Avustralya
pamuk tirlerinden olusmugtur. Yalmz bu son grup ta G. robinsonii ve G. sturtiamim
tirleri kalan Avustralya tirleri ile aym kiimeye girmemigler aksine ¢atallama vapmig
olup direkt ana gbvde ile baglanti yapmiglardir. Bu durum MP analizinde sekans

benzerliginin digtikliginden kaynaklanan bir durum olabilmektedir (Kabaoglu 2007).

Sekil 4.8 deki ITS2 gen bolgesinin sagladigi veri ile olusan aga¢ topolojisine
bakildiginda O. vulgare yine dig grup olarak diger taksonlardan belirgin bir gekilde
ayrilmigtir. Bu topolojideki tirlerin olugturdugu catallama sayis1 ITS1 sekansmin
olusturdugu topojideki ¢atallama sayisindan belirgin bir sekilde fazladir. Bu topolojide
D genomlu Amerika pamuklart ayri bir monofiletik grup olusturmugtur. Benzer bir
bigimde Avustralya pamuklarindan bir kisim %99 bir bootstrap destegi ile bir
monofiletik grup olugturmuglardir. Diger iki monofiletik grup ise Afrika/Arabistan ve
Afrika/Asva pamuklarinin  olusturdugu gruplardir. Son monofiletik grup ise, G

genomunu temsil eden Avustralya pamuklarindan olugmusgtur.

Sekil 4.9°daki ITS1-ITS2 verisinin kullamldigi ve MP analizi sonucu olugan aZaca
bakildiginda taksonla arasi ¢atallamanin hi¢ olmadig1 gériilmustiir. Bu topolojide de O.
vulgare yine dig grup olrak en dista yer almistir. Kalan pamuk taksonlar ti¢ avr1 gruba
ayrilmugtir.  Birinci grubu Afrika pamuklarindan olusmustur. Ikinci grup ise D
genomunu temsil eden Amerika pamuklarindan olusmustur. Ugiincli grup ise
Avustralya, Afrika pamuklarindan olugmustur. Sonu¢ olarak yukarda bahsedilen MP
analizi sonucu elde edilen agaglar1 birlikte degerlendirilginde, en uygun topolojivi veren

ITS1-ITS2 verisinin kullamildig1 agag oldugu gorilmuigtiir.
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(*): Tetraploid tiirler

Sekil 4.7. MAFFT progranumn 1. parametresi ile hizalantms ITS1 sekansimn GTR
SBTmodelindeki Parsimony analizi (Nodlarda bulunan degerler bootstrap
degerleridir)
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Sekil 4.8. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalannmg ITS2 sekansinin GTR
SBT modelindeki Parsimony analizi (Nodlarda bulunan degerler bootstrap
degerleridir)
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Sekil 4.9. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmmg ITS2-1TS2 sekansinin
GTR SBT modelindeki Parsimony analizi (Nodlarda bulunan degerler
bootstrap degerleridir)
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4.4.4. Distance analizi sonucu elde edilen agaclar

Caligmada 1000 tekrarli bootstrap Neigbour-joining (NI) algoritmasi uygulanarak
Distance analizi gergeklestirilirken, ITS1 ve ITS2 bolgelerinin sekanslart ¢aligmada
kullanilmig olan her bir hizalama programina ait iki farkli parametre ile hizalanmigtir.
Hizalama sonucu ITS1 ve I'TS2 verilerine ait toplam onalt1 dosva ¢lde edilmigstir. Elde
edilmis bu hizalanmig dosyalarin her biri GTR ve K2P subtitiisyon modelleri
kullanilarak Distance analizleri gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda toplam otuziki
farkli agag¢ topolojisi elde edilmistir (Bkz. Ekler). Ayrica ITS1-ITS2 genleri birlikte
MAFFT programinin birinci parametresi ile hizalanmig ve GTR subtitiisyon modeli ile
Distance analizi gergeklegtirilmiy ve boylece bir agag topollojisi de burdan elde
edilmigtir (Bkz. Sekil 4.12). Secilmis olan agag topolojileri Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil
4.12°de verilmistir.

Sekil 4.10'daki Distance analizi MAFFT programimin birinci parametresi ile
hizalanmig ITS1 verisinin Distance analizi sonucu olugturdugu aSa¢ topolojisine
bakildiginda dis grup olarak O. vulgare belirgin bir sekilde diger taksonlarin diginda
cikmagtir. Kalan diger pamuk taksonlarimi beg ayn filogenetik gruba avirmagtir.
Yukaridan agagi inildiginde birinei grubunu Afrika pamuklart olusturmustur. Ikinei
grup (. mustelinum diginda diger dort tetraploid tiir ve Asya-Afrika pamuklarn ile
bearaber D genom biyiikligini temsil eden Amerika pamuklarindan olugmusgtur.
Ugiincit  grup ise Avustralya pamuklarmdan olusmustur. Dordiincii grup ise
Afrika/Arabistan pamuklarindan olugmugtur. Son grup olan beginci grup da Avustralya
pamuk tirlerinden olusmustur. Yalmz bu son grup ta G. robinsonii ve (3. sturtiamim
tirleri kalan Avustralyva tiirleri ile ayni kiimeye girmemiglerdir aksine ¢atallama yapmig
olup direkt ana govde ile baglanti yapmuglardir. Bu durum Distance analizinde sekans

benzerliginin digtikliigiinden kaynaklanan bir durum olabilmektedir.

Sekil 4.11'deki ITS2 gen bolgesinin sagladigi veri ile olusan a8a¢ topolojisine
bakildiginda O. vulgare yine dig grup olarak diger taksonlardan belirgin bir gekilde
ayrilmigtir. Bu topolojideki tirlerin olugturdugu c¢atallama sayis1 ITS1 sekansmin

olusturdugu topojideki ¢atallama sayisindan belirgin bir sekilde fazladir.
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Sekil 4.10. MAFFT progranunin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin GTR
SBT modelindeki Distance analizi (Nodlarda bulunan degerler bootstrap
degerleridir)

72



Bu topolojide D genomlu Amerika pamuklan ayn bir monofiletik  grup
olusturmugtur. Benzer bir bicimde Avustralya pamuklarindan bir kisim %99 bir
bootstrap destegi ile grup olsturmuglardir. Diger iki grup ise Afrika/Arabistan ve
Afrika/Asva pamuklarinin olugturdugu gruplardir. Son grup ise, G genomunu temsil

eden Avustralya pamuklarindan olugmustur.

Sekil 4.12'deki ITS1-ITS2 verisinin kullanildigi ve Distance analizi sonucu olusan
agaca bakildiginda taksonla arasi ¢atallamanin hi¢ olmadigi gortulmistir. Bu topolojide
de O. vulgare yine dig grup olrak en digta yer almugtir. Kalan pamuk taksonlar tig ayri
monofiletik gruba ayrilmigtir. Birinci grubu Afrika pamuklarindan olusmustur. Ikinci
grup ise D genomunu temsil eden Amerika pamuklarmdan olusmustur. Uglincii grup ise

Avustralya, Afrika pamuklarindan olugmustur.

Sonug olarak yukarda bahsedilen Distance analizi sonucu elde edilen agaglar1 birlikte
degerlendirilginde, en uygun topolojiyi veren MP analizinde de oldugu gibi ITS1-ITS2
verisinin kullanildigr agag oldugu gortlmugttr. ITS1 verisinin olugturdugu topoloji de

I'TS2 den ¢ok daha uygun ve diizenli bir topoloji ortaya koymustur.

Distance analizi sonucu meydana gelen agag topolojileri, MP analizi sonucu olugan
agag topolojileri ile benzer oldugu gériilmiigtiir. Sadece nodlarda seg-bagla (bootstrap)

degerleri farklilik gostermigtir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda D ve MP analizleri ML ve BI analizlerine gore
dah az bilgi verici analizler olarak tespit edilmistir. Ancak D ve MP analizleride MI. ve
BI analizlerinde oldugu gibi alignment, alignment parameterleri, gen sayisi ve gen
bolgesinden etkilenmektedir., MP ve D analizleri karsilastirlldiginda ise MP
analizlerinin D analizlerine gére daha az filogeni bilgisi igermesine ragmen bir ihtiyat
analizi olmasi nedeni ile tespit etmig oldugu filegenik iligkinin D analizlerine gore daha

kesin oldugu séylenebilir.
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Sekil 4.11. MAFFT progranumn 1. parametresi ile hizalannms ITS2 sekansimn GTR

SBT modelindeki Distance analizi (Nodlarda bulunan degerler bootstrap
degerleridir)
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Sekil 4.12. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanms ITS1-ITS2 sekansimn
GTR SBT modelindeki Distance analizi (Nodlarda bulunan degerler
bootstrap degerleridir)
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4.5. Uygun Markir (barkod) Geninin Belirlenmesi

Markir gen, bir bitki grubu/gruplarina ait takson sevyelerini (Alem, Sube, Sinif,
Takim, Familya, Cins, Tur, Alttir, Varyete) tammlamak i¢in belirleyici bir tekniktir. Bu
teknik, klasik yontemlerle teshis edilemeyen koruma biyoloji ve ekolojisi ¢aligmalara
buyik katki saglamaktadir. Markir gen c¢aligmalari hayvanlar aleminde iyice
gelismigken bitkiler aleminde ise heniiz Universal olarak kabul edilen gen
bulunmamaktadir (Lahaye vd 2007). Markir gen taksonlan teshis etme 6zelligi olan
DNA nin kugtk bir bolgesidir. Fakat ¢ok genis bir taksonomik ¢aligma i¢in uygun
markir gen bulmak ya da ortaya koymak kolay degildir. Markir genin 6zelligi, taksonlar
arasi sekans degisiminin yeterince olmasi olmasi gerekmektedir vani taksonlar arasinda
polimorfik bir 6zellik tasimalidir ki taksonlan birbirinden kolay bir sekilde edebilsin.
Ancak polimorfizm seviyesinin tlr ig¢inde diigik olmas: istenirken tirler arasi

polimorfizmin ise yiikksek olmas1 beklenir.

Markir genin taksonomik amagli kullamildigr c¢aligmalarda, yakin iligkili bir bitki
grubundan, uzak iligkili bir grubuna kadar g¢esitli sayida bitki grubunun olmasina ihtiyag
duyar. Bu ¢aligmada: Otsu, odunsu, monokot, dikot 6zelliklerini tagiyan ve ¢icekli bitki
grubunu buiylik oranda temsil eden gesitli sayilarda tir iceren onbes familya i¢in markir
gen belirlenmeye ¢aligilmigtir. Caligmada segilen bitki gruplarimn g¢esitliligi ve bu
gruplarin degigik habitatlar1 bakimindan ayricakli bir ¢aligma niteliginde olmustur.
Caligmada kullanilan orkid gruplarin teshisinin ¢ok zor oldugu bilinmektedir. Bu
yiizden 6zellikle bitki steril oldugu durumlarda markir gen belirlemek i¢in ¢ok uygun

bir bitki grubu olma niteligini tagir (Lahaye vd 2007).

Bu ¢aligmada her bir markar gen (matK, trunH-psb A, accD, rpoCl, rpoB) igin ML ve
Bayes filogenetik analiz yontemleri ve nodlarda ki posterior probability degerleri gbz
ontine alinarak degerlendirilmigtir. Markir gen belirlenirken mevcut taksonlarin familya,
cing ve tir sevyesinde kiimelesme yapip yapmadiklart ve aymi zamanda tirlerin

monofiletik olma kriterleri gz ontine alinmigtar.
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4.5.1. Marlar gen i¢in yapilan maksimum likelihood (ML) analizi ve elde edilen
agaclar

Markir gen bulmak icin yapilan MI. analizi i¢in toplam bes gen (matK, trnH-psbA,
accD, rpoC1, rpoB) kullanilmigtir. Genlere ait sekanslar MAFFT programi kullanilarak
hizalama yapilmigtir. Ayrica verileri analiz etmek igin GTR subtitisyon modeli
kullanilmagtir. ML analizi sonucu ¢ikan agag¢ topolojileri incelendiginde Sekil 4.13 de
matK genine ait aga¢ topolojisi verilmigtir. mafK genin analiz sonucu ortaya koydugu
aga¢ topolojisinde, ¢aligmada kullanilmig olan onbeg familyanin ve cinslerin timii kendi
aralarmda uyumlu bir sekilde kimelenmigtir. Olusan kiimeler yuksek posterior
probability degerleri ile desteklenmigtir. Ayrica monokotil bitki grubunu olugturan
Orchidaceae, Arecaceae, Velloziaceae familyalarim %100 bir posterior probability
destegi ile bir arada gdstermistir. Ancak, Proteaceae familyasina ait F. rochetina tiriinii
ve Arecaceae familyasina ait H. coriacea tirlerini polifiletik gostermis olup kardes

tiirleri ile tek kiimede olacak sekilde gostermemigtir.

Sekil 4.14'de accD gen bolgesinin ML analizi sonucu olugan aga¢ topolojisi
verilmigtir. Bu topolojide, familyalar bazinda uyumlu bir kiimelegsme goriilmugtiir.
Ancak monokotil bitki grubunu olusturan Orchidaceae, Arecaceae, Velloziaceae
familyalarin ikisini Arecaceae, Velloziaceae 'yi %84 posterior probability destegi ile bir
arada gosterirken Orchidaceae familyasmi bunlardan ayri  gostermigtir.  Ayrica
Moraceae, Proteaceae, Orchidaceae, Anacardiaceae familyasindaki torlernt wve

Anacardiaceae familyasinda ki cinsleri polifiletik gostermigtir.

Sekil 4.15'de rpoC1 gen bolgesinin olusturdugu aga¢ topolojisi verilmistir. Bu
topolojide de familyalar tek kiimede gosterilmigken, Malvaceae familyasina ait G.
flavescens turl, Euphorbiaceae familyasina ait C. gratissimus ve C. megalobotrys
tirleri, Orchidaceae tamilyasma ait E.alata, P. fragrans turleri, Arecaceae familyasina
ait H. petersiana turinii ve Proteaceae familyasina ait F. rochetiana tirtinh polifiletik
gostermis olup kardeg turt/tiirlert ile aym kiime altinda gbstermemistir. Ayrica

Orchidaceae familyasina ait Encylia ve Prosthechea cinsleri de polifiletik gostermigtir.
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Sekil 4.16'da trnH-psbA gen bodlgesinin analizi sonucu elde edilen aSa¢ topolojisi
verilmigtir. Bu topojide de familyalar uyumlu olacak sekilde bir arada kiimelesmiglerdir.
Ayrica monokotil bitki grubunu olusturan Arecaceae, Velloziaceae, Orchidaceae
familyalan %95 posterior probability destegi ile bir arada gostermigtir. Cins ve tlr
bazinda buiyiik oranda bir monofiletiklik gérilmiuistiir. Ancak Profeaceae familyasina ait
F. saligna ve F. rochetina turleri ile Moraceae familyasina ait F.glumosa, F. abutifolia
turlerinde ve Anacardiaceae familyasina ait R. transvaalensis tirinde bir polifiletiklik

gorulmiigtiir.

Sekil 4.17'de ise rpoB gen bolgesinin analizi sonucu elde aga¢ topolojisi verilmistir.
bu aga¢ topolojisinde de familyalar uyumlu bir kiimeleme olusturmuglardir. Ayrica
monofiletik bitki grubunu olusturan Arecaceae, Velloziaceae, Orchidaceae familyalarini
da %96 posterior probability destedi ile bir arada gostermistir. Ancak Anacardiaceae
familyasina ait R. transvalensis, Malvaceae familyasina ait (. bicolor, Arecaceae
familyasina H. petersiana, Proteaceae familyasina ait /. saligna turlerini polifiletik

gostermig olup turleri kardes tarleri ile aym kiimede gostermemistir.

Sonug olarak markir gen bulmak igin yapilmig olan ML analizi degerlendirildiginde
matK ve frnH-psbA genlerinin markir gen olma bagarilarinin birbirine ¢ok yakin oldugu
goriilmustir. Ikisi de biri ortak iki familya tirlerinde bir polifiletiklik gostermistir.
Ancak maiK geni monokotil gruplarin1 %100 posterior probability destegi ile bir arada
gostermigken frnH-pshAd geni ise bu gruplar %95 posterior probability destegi ile bir

arada gOstermigtir.

Krees vd (2007) vaptiklant bir ¢aliymada trnH-pshbA geninin karasal bitkiler igin
uygun bir markir geni oldugunu belirtmiglerdir. Aym zamanda Lahey vd (2007)
vaptiklar bir ¢alismada trnH-psbA gen bolgesinin tiirleri birbirinden ayirmada bagarili
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Kress vd (2007) matk gen bolgesinin igin tirleri
birbirinden ayirmak i¢in uygun bir markir gen olmadig1 ifadesinin tersine Lahaye vd
(2007) vaptiklar1 c¢aligmada matK geninin tirleri ayirmada uygun bir markir gen
oldugunu belirtmiglerdir. Diger taraftan bu g¢alisma sonuglarin dayanarak iki cins ve
toplam dokuz tiirde polifiletiklik gostermis olan accD gen bdlgesi bu ¢aligma agisindan

markir gen olarak uygun goriilmemigtir. Bunu takip eden rpoC1 gen bolgesi ise iki cins
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ve toplam yedi tirde polifiletiklik gostermigtir. 7poB de toplam bes tarde polifiletiklik
gostermigtir. Ayrica Chase vd (2007) de vaptiklan bir calismada rpoCl, rpoB gen
bolgelerinin markir gen i¢in kullanigli olmadig ifadeleri sonuglarimiza desteklemistir.
Ama sonug olarak kloroplast genomu yavas evrimlestigi i¢in marker gen saglama
konusunda birden fazla kloroplast geninin birlestirilmig olarak kullanilmasma ihtivag

duyulmugtur (Kress ve Chase 2007).
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Sekil 4.13. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmms matK gen sekansimin
GTR SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan ylizde deferler
bootstrap degerleridir)
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Sekil 4.14. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmms aceD gen sekansimin
GTR SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan yiizde deferler
bootstrap degerleridir)
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%Cimvesr'a warczewiczii _a
Clowesia warczewiczii b
Panthieva racemosa _a
‘onthieva racemosa _b

& #yphaene coriacea b
ﬁh’yﬂmem coriacea _a
g Hyphaene pelersiana _b

Hyphaene pelersiana a
Xerophyla refinervis _a
Xerophyla relinervis _b
Faurea saligna _a
21% i
2547 Faurea saligna _b
ﬁ Faurea rochetiana _a
Faurea rochetiana _b
Steganolaenia araliacea _a
Steganotaenia araliacea _b
1i—i‘eh&'rt:mL:mh& arborescens _b
93% '—Heleromorpha arborescens _a
_E Erachy.faena huillensis _b
Brachylaena huillensis _a
93% Strychnos madagascariensis _a
Strychnos madagascariensis _b
%SJ‘rychnsz decussala b
95% '— Strychnos decussala _a
_E Eo!anum panduriforme _b
Solanum panduriforme _a

%

Sekil 4.15. MAFFT programimin 1. parametresi ile hizalanmms rpoeCl gen sekansimin
GTR SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan ylizde degerler
bootstrap degerleridir)
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_E?Grewia flavescens _a
i Grewia flavescens b
_|: Grewia bicolor _a
93%
Grewia bicolor _b
27%
_EyCroron megalobotrys _b
Croton megalobotrys _a

1
Croton gratissimus _a

40% 1% e o
_E Croton gratissimus _b

_EAcacJ‘a tortilis _b
Peery Acacia tortilis _a
_EMJmofhamnus flabeliifolia _b
Myrothamnus flabellifolia _a
—139% _ESfrychnos decussata _b
Strychnos decussata _a
Strychnos madagascariensis _a
\.S‘frychnos madagascariensis _b
Solanum panduriforme _b
Solanum panduriforme _a
519 _E Sregano(aen{e erah_‘acea _a
5 Steganotaenia araliacea _b
_E .fetemmomha arborescens _b
Heteromorpha arborescens a

_E Combretum collinum _a
Combretum collinum _b

Combretum apiculatum _a
2% Combretum apiculatum b

_EBrachy.'aena huillensis _a
81

Brachylaena huillensis _b
Trichopilia tortilis _a
Trichopilia tortilis _b
gr%Cfowesfa warczewiczii _a
89% Clo ia warczewiczii _b
_E %Sranhopea saccata _a
Stanhopea saccata _b
?Pmsthechea fragrans _a
h’osfhechea fragrans _b
92% Encyclia alata _a
Encyclia alata _b
== Ponthieva racemosa _a
Ponthieva racemosa b
—E _}{-fyphaene petersiana b
Hyphaene petersiana _a
_Ey.'.-fyphaene coriacea _b
Hyphaene coriacea _a
Xerophyta retinervis _a
kerophyra retinervis _b
Faurea saligna _a
sge— Faurea rochetiana b
1 Faurea rochetiana _a
—79% ———— Faurea saligna _b
Rhus gueinzii _b
929%
_In Rhus gueinzii _a
74%—— Rhus transvaalensis _b
Rhus transvaalensis _a

! I:au %Rhus leptodictya _a
Rhus leptodictya b

Ficus glumosa _a
s Ficus abutilifolia _a

1 Ficus glumosa _b
Ficus abutilifolia _b

Sekil 4.16. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalantms ##H-pshbA gen
sekanstmin GTR SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan yiizde
degerler bootstrap degerleridir)

83



Rhus leptodictya _a
Rhus leptodictya _b
O%Rhus gueinzii _b
Rhus gueinzii _a
1 Rhus transvaalensis _a
Rhus transvaalensis _b
_@ Croton megalobotrys _a
i Croton megalobotrys b
_@ Croton gratissimus b
Croton gratissimus _a
Ficus abutifolia_b
299— Ficus abutilifolia _a
1 Ficus glumosa _a
1% Ficus glumosa _b
Acacia tortilis_b
B b — Acacia tortilis_a
Grewia flavescens _a
70 Grewia flavescens _b
1 Grewia bicolor _a
Grewia bicolor _b

Combretum apiculatum _b
Combretum apiculatum _a

]
-
&

Combretum collinum _b

%%Pmsl‘heohe& fragrans _b

Prosthechea fragrans _a

—
L@Combrefum collinum _a
e

Encyclia alata _b
5?%_@Em: yclia alata _a
%Ponfhieva racemosa _a
Ponthieva racemosa _b
%%Tﬂchopiﬁa tortilis _b
Trichopilia tortilis _a
Clowesia warczewiczii _a
Clowesia warczewiczii _b
Stanhopea saccata _b

94%
Stanhopea saccata _a

31%Hypheene coriacea _b
_EH lyphaene coriacea _a
Hyphaene petersiana _b

Hyphaene petersiana _a

Xerophyta refinervis _a

Xerophyta retinervis _b

Faurea rochetiana _a

Faurea rochetiana _b

Faurea saligna _a

Faurea saligna _b

Myrothamnus flabellifolia _b

Myrothamnus flabellifolia _a

Heteromorpha arborescens _b

Heteromorpha arborescens _a

Steganotaenia araliacea _a

Steganotaenia araliacea b

_Eﬁrachyleena huillensis _b

Brachylaena huillensis _a

1 = Strychnos decussata b
Strychnos decussata _a

%Srrychnos madagascariensis _a

o i Strychnos madagascariensis _b

_E Solanum panduriforme _b
Solanum panduriforme _a

Sekil 4.17. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmus »poB gen sekansimn
GTR SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan yiizde deferler
bootstrap degerleridir)
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4.5.2. Marlar gen icin yapilan Bayes analizi ve olusturulan agaclar

Markir gen bulmak i¢in yapilan Bayes analizi i¢in toplam beg gen (matK, trnH-psbA,
accD, rpoC1, rpoB) kullanilmigtir. Genlere ait sekanslar MAFFT programi kullanilarak
hizalama yapilmigtir. Ayrica verileri analiz etmek igin GTR subtitisyon modeli
kullanilmigtir. Bayes analizi sonucu ¢ikan aga¢ topolojileri incelendiginde Sekil 4.18°de
matK genine ait agac topolojisi verilmigtir. matK genin analiz sonucu ortaya koydugu
aga¢ topolojisinde, ¢aligmada kullanilmis olan Orchidaceae diginda geride kalan ondort
familya ve cinslerin timi kendi aralarinda uyumlu bir gekilde kiimelenmistir. Olugan
kiimelerin buiyiik bir kismi yiiksek posterior probability degerleri ile desteklenmigtir.
Ancak monokotil bitki grubunu olusturan Orchidaceae, Arecaceae, Velloziaceae
familyalar1 kendi aralarinda bir arada bir kiimelegme gostermemigtir. Avrica Arecaceae
ve Proteaceae familyalarina ait butin tiurlerde, Anacardiaceae familyasma ait R.
gueinzii ve R. fransvaalensis tirlerinde, Moraceae familyasma ait F. abutifolia turiinde,
Orchidaceae familyasina ait C. warczewiczii tirtinde polifiletik bir durm gostermistir.

Agag topoloji genel, olarak tiir sevyesinde virmibir tane monofiletik kiime goéstermigtir.

Sekil 4.19'da ise accD geninin analizi sonucu c¢lde edilmis olan agag topolojisi
gosterilmigtir. Topolojide, caligmada kullanilmig olan Orchidaceae disinda geride kalan
ondort familya ve cinslerin timi kendi aralarinda uyumlu bir gekilde kiimelenmisgtir.
Monokotil bitki grubunu olusturan Arecaceae ve Velloziaceae %99 posterior probability
destegi ile bir arada gosterilmisken Orchidaceae familyas: ise ayrt bir kiimelegme
gostermigtir. Ayrica bu genin analizinin olusturdugu topolojide toplam onyedi tiir bir
polifiletiklik durum gdstermistir. Ayrica tiir sevyesinde toplam onti¢ monofiletik kiime

gostermigtir.

Sekil 4.20'de rpoCl gen bélgesinin analizi sonucu e¢lde edilen agag¢ topolojisi
verilmigtir. S6z konusu agac topolojisinde Orchidaceae disinda diger familyalar tek bir
kiime seklinde gosterilmistir. Monokotil bitki grunbunu olugturan familyalar bir arada
ktimelesmemis bir gekilde farkli pozisyonlarda yer almiglardir. Topojide yer alan toplam
onsekiz tir polifiletik bir durum goéstermis olup geride kalan tirler oniki monofiletik

kiime olugturmusglardir.
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Sekil 4.21'de ise frnH-psbA gen bolgesinin analizi sonucu elde agac¢ topolojisi
verilmigtir. Bu topolojide de Orchidaceae familyas1 diginda diger familyalar uyumlu
kiimelesme gostermiglerdir. Monokotil bitki grubunu temsil eden familyalart bir arada
gosterilmemigtir. trnH-psbA gen bélgesinin olugturdugu bu topolojide, toplam bes tirde
polifiletiklik durumu goériilmiigken; geride kalan tirler toplam yirmibes monofiletik

kitime olarak gosterilmistir.

Sekil 4.22'de ise rpoB gen bolgesinin analizi sonucu elde edilmig aga¢ topolojisi
verilmigtir. Bu topolojide de digerlerinde oldugu gibi Orchidaceae familyasi disinda
diger familyalar uygun bir gsekilde kiimelesmiglerdir. Bu topolojide monokotil bitki
grubunu temsil eden Arecaceae ve Velloziaceae %78 posterior probability destegi ile bir
arada bulunurken; Orchidaceae familyasi ise farkli bir pozisyonda yer almigtir. Agag
topolojisi genel olarak on iki tiirde polifiletiklik bir durum sergilemisken; geride kalan

tiirler 1se toplam onsekiz ayri monofiletik kiime olugturmusglardir.

Sonug olarak genel bir degerlendirme yapildiginda, Bayes metodu ile yapilan
analizler sonucunda onerilecek uygun markir gen siphesiz frrnH-pshbAd gen bolgesi
olmugtur. Clinkii bu gen bolgesinin analizi sonucu elde edilmig agag topolojisi diger gen
bolgelerinin olusturdugu topolojiler karsisinda en az polifiletik tar gruplar ve en fazla
monofiletik tir kiimelegmesini gostermigtir. Ancak monokotil familyalar1 bir arada
gostermemistir. trnH-psbA takip ikinci uygun markir geni ise matk geni olarak
onerilmistir. Bu gen toplam sekiz turde bir polifiletiklik durum sergilemigken toplam

olarak yirmibir tane monofiletik tiir grubunu olusturmustur.

Caligmada kullanilan verileri ve kullanilan metodlar temel alinarak en bagarisiz
markir genler olarak onsekiz tane tirde polifiletik durum gostren rpoClgeni ve onyedi
tiirde polifiletik durum sergileyen accD geni olarak onerilmigtir. Bayes analizi sonucu
clde edilen tim topolojilerde Orchidaceae familyasma ait C. warczewiczii tiri
familyanin diger tirlerinden ayr pozisyonda kalmigtir. Bu durumda Lahaye vd (2007)
ifade edildigi tzere Orchidaceae familyasimi olsturan tirleri taksonomik olarak

belirlemek zordur ifadesini desteklemigtir.
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Caligmamizin temel amaci olan metot ve yontem kargilagtirllmalari ¢aligmanm bu
boliimiinde de ayrintilart ortaya c¢ikarmistir. Markir gen bulmak ic¢in yapilan ML ve
Bayes filogenetik metodlarin ortaya koyduklari sonuglar yeterince garpict olmustur. ML
analizlerin genelinde olugan aga¢ topolojileri daha fazla monofiletik kiime
olusturmugtur. Aymi zamanda monokotil gurubunu olusturan familyalari aym kiimede
vermigtir. Ayrica 6nerdigi markir gen uygunlugunda da farkhilik goriilmiugtir. Yani ML
analizi sonucu uygun bir markir geni net olarak belirlenememigken Bayes analizler
sonucunda ise buyiik bir olasilikla trinf-psbA geni markir gen olarak belirlenmisgtir.
Ayni zamanda Bayes analizi sonucu elde edilmig olan agag topolojilerinde taksonlar
daha fazla bir polifiletik durum gorillmistir ve monokotil bitki grubunu olugturan
familyalarin hepsini birden bir kiimede gosterememistir. Ancak Bayes analizleri
sonucunda elde edilen topolojilerin hig birinde cins diizeyinde bir polifiletiklik durum

gozlenmemistir.

Goraldugi gibi metot, yontem ve genler arasindaki karsilagtirmalarda kayda deger
farkliliklar ve veriler elde edilmistir. Yalmz ¢alismanin bu ayagi icin istenilen amaca
daha fazla yaklagmak igin gliphesiz, familya sayilar1 daha da gegitlendirilmeli kardeg tir
savilart daha da artirilmali, kullanilan genler ¢ogaltilamali ve bu genler kendi aralarinda
birlegtirilerek analiz edilmeli ve daha fazla filogenetik analiz metodlar1 ve yontemleri

kullanilmalidir.
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Clowesia warczewiczii _a
Clowesia warczewiczii b

_@%Sfanm:!pes saccala &
- Stanhopea saccata _b

_@Tn'dmpﬂia tortilis _a
Trichapilia tortilis _b
% et
- neyclia alata _

_@ffﬁMGh&ﬂ fragrans _a
Prosthechea fragrans _b
— Ponthieva racemosa _a
L —ponthieva racemosa =)
_E%Acacia fortilis _a
Acacia tortilis _b
95 Ficus abutilifolia _a
Ly Ficus abutilifolia _b

_@Ficm glumosa _a
Ficus glumosa b
_@Combreturn collinum _a
Combretum collinum _b
—199%| _@ Combretum apr'_r:uiafum a
Combrefum apiculatum _b

Crof
- _@ fon megalobotrys a
A Croton megalobotrys _b

_@Cﬂﬂ'&ﬂ gratissimus _a
Croton gratissimus _b
Grewia flavescens _a

85% i
Grewia flavescens b
—1100%

_@ Grewia bicolor _a
Grewia bicolor _h

Rhus gueinzii _a

Rhus gueinzii _b

6% 0‘mf?m.ls leptodictya _a

Rhus leptodictya b

Rhus ransvaalensis _a

Rhus t lensis _b

_E%Bmchy.'aena huillensis a
Brachylaena huillensis _b
100% m%Hetemmnrpha arborescens _a
Heteromorpha arborescens _b
mwsreganoraenr'a araliacea _a
Steganotaenia araliacea _b
1m80fanum panduriforme _a
Solanum panduriforme b
Strychnos decussala _a
Strychnos decussata b
Strychnos madagascariensis _a
Strychnos madagascariensis _b
—Myrothamnus fiabellifolia _a
e Myrothamnus flabellifolia _b
yro ik
Faurea rochetiana _a
Faurea rochetiana _b
Faurea saligna _a
Faurea saligna _b
.. Hyphaene coriacea _a
= %Hyphaene coriacea b
Hyphaene petersiana _a
Hyphaene petersiana _b
[ Xerophyta retinervis _a
L "Xeraphyta retinervis b

Sekil 4.18. MAFFT programinmin 1. parametresi ile hizalanmig marK gen sekansimn
GTR SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler
posterior probability degerleridir)

88



Cl ja warczewiczii _a
Clowesia warczewiczii _b
Encyclia alata _a
Encyclia alata _b
Prosthechea fragrans _a
Prosthechea fragrans _b
Trichopilia tortilis _a
Trichopilia tortilis _b
WPomﬁieva racemosa _a
L—— Ponthieva racemosa _b
Stanhopea saccata _a
Stanhopea saccata _b
4@%&@& I'cm:ﬁjs _a
Acacia torfilis _b

o%  ———Combretum collinum _a

97%

bror—— Combretum colfinum _b
4% _ECombrerum apiculatum _a
Combretum apiculatum _b
|:sa% Brachylaena huillensis _a
Brachylaena huillensis _b
_ECmron megalobolrys _a
Croton megalobotrys _b
Croton gratissimus _a
Croton gratissimus _b
Ficus abulilifolia _a
Ficus abutilifolia _b
Ficus glumosa _a
Ficus glumosa _b
_EGrewia flavescens _a
Grewia flavescens _b
a1% HO0%  Grewia bicolor _a

Grewia bicolor _b
Rhus gueinzii _a

75%
|——FRhus gueinzii _b
Rhus leplodictya _a
" Rhus leptodicya_b
—— Rhus fransvaalensis _a
Rhus trar lensis _b
_EHeIeromafph& arborescens _a
= Heteromorpha arborescens _b
L _ESfeganotaena’a araliacea _a
e Steganotaenia araliacea b

I:sm Myrothamnus flabellifolia _a
Myrothamnus flabellifolia _b

wsmmum panduriforme _a
Solanum panduriforme _b

Tt Strychnos decussata _a
Strychnos decussata _b
Strychnos madagascariensis _a

100% Strychnos madagascariensis _b

Faurea rochetiana _a

Faurea rochetiana _b

Faurea saligna _a

Faurea saligna _b

— Hyphaene corfacea _a

WHprmene coriacea _b

——— Hyphaene petersiana_a

99% Hyphaene pelersiana _b

Xerophyta refinervis _a
_ _EXei'oghﬂa retinervis _b
Sekil 4.19. MAFFT prograrmmn 1. parametresi ile hizalanmis aceD gen sekansimin GTR

SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler posterior
probability degerleridir)
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Clowesia warczewiczii a
Clowesia warczewiczii _b
Encychia alata _a
Encycha alata_b
P.rosthechea fragrans _a
Prosthechea fragrans _b
Stanhopea saccata_a
Stanhopea saccata b
Tnchopma tortilis _a
Tnchopma tortilis b
Ponﬂnevaracemosa a
Ponﬂxevamcemosa b
cacva fortilis _a

Acacia tortilis _b

—F%
Combrefum apiculatum _a
Combre!um apiculatum _b
Combre!um collinum _a
Combretum collinum _b
mc.

Rhus gueinzii _a
Rhus gueinzii _b
Rhus leptodiclya _a
Rhus leptodictya _b
Rhus transvaalensis _a
us fransvaalensis _b
— Croton grafissimus _a
I Croton gratissimus _b
|- Croton megalobotrys a
— Croton megalobotrys _b
— Ficus abutififolia _a
— Ficus abutilifolia _b
ey I—Ficus glumosa _a
— Ficus glumosa _b
—|86% — Grewia bicolor _a
me t’_,;‘rem'a hicolor _b
|- Grewla flavescens a
— Grewla flavescens b
I:M othamnus flabeliifolia _a
% mﬁ.ﬂmﬂamnus flabellifolia _b
mB‘rachyFaena huillensis _a
EBrachylaena huillensis _b

B0% » D{-Ietemmorpha arborescens _a

A glwchnos decussala _a
Strychnos decussala _b
Slrychnos madagascariensis _a
Sirychnos madagascariensis _b
Faurea rochetiana _a
Faurea rochetiana _b
Faurea saligna a
L {ido Faurea saligna _b
I:m)g‘empnﬁa retinervis _a
Xerophyla retinervis _b
Hyphaene coriacea _a
E"D.I'-’l'eﬁup‘:m&\r:e coriacea _b
Hyphaene petersiana _a
Hyphaene petersiana _b

—17d%

Sekil 4.20. MAFFT programimin 1. parametresi ile hizalanmis »poC1 gen sekansimn
GTR SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde deferler
posterior probability degerleridir)
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Clowesia warczewiczii _a
Clowesia warczewiczii _b
Eﬂ&choprlra ram_lrs _a
Trichapilia tortilis _b
Stanhopes saccala _a
—Em
Stanhopea saccata _b
{Encyc}.ia alata a
Ll1doe p %Encyd.‘a alata _b
_E m!:‘msmechea fragrens _a
Prosthechea fragrans b
I:l u&anﬂﬁeua racemosa _a
Ponthieva racemosa _b
L{adw, [Acacfa tortilis a
1%6&6‘5& tortilis _b
[' m%r‘fachy!aena huillensis _a
Brachylaena huillensis _b
m(%emmmm apiculatum _a
m%Cumbwfum apiculatum _b
m(%gmbml'um collinum _a
Combrefum collinum _b
SFI'GHS glumosa _a
Ficus abutilifolia _a
icus abufilifolia b
Ficus glumosa _b
65&‘!010:7 gralissimus _a
e Croton gratissimus _b
7% = S‘Erofon megalobotrys _a
Croton megalobotrys _b
Grewia bicolor _a
m%f:‘rewia bicolor _b
Grewia flavescens _a
Grewia flavescens _b
—{99% Heteromorpha arborescens a
%Heferomurpha arborescens _b
Steganociaenia araliaces _a
100% i
Steganotaenia arallacea b
Solanum panduriforme _a
Solanum panduriforme _b
Strychnos decussata a
Strychnos decussata b
géfrychrros madagascariensis _a
Strychnos madagascariensis _b
[‘ mh‘!‘mﬂwmnus ﬁabeﬁrjfohja X
Myrothamnus flabellifolia _b
—ad% Rhus gueinzii _a
us gueinzii b
Rhus transvaalensis _a
Rhus transvaalensis _b
Rhus leptodictya a
—adw, D.g’hus leptodictya _b
Faurea rocheliana _a
Faurea rochetiana b
O.Fhawee saligna _a
Faurea saligna _b
Xerophyta retinervis _a
Xerophyta retinervis _b

1
1
o Qyphaene coriacea_a
mﬁHyphﬂene coriacea _b
: m}-gfphaene pelersiana _a
Hyphaene petersiana _b

Sekil 4.21. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmis #rnfH-psb4d gen
sekansimin GTR SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde
degerler posterior probability degerleridir)
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Clowesia warczewiczii _a
Clowesia warczewiczii _b
[ Trichapilia tortilis _a
L— Trichopilia tartilis _b
|—Sfanhopea saccala _a
Lt Stanhopea saccala _b
@Encyc!{a alala _a
Encyclia alata _b
ey Ponthieva racemosa _a
s Ponthieva racemosa _b
r--—Pmsi‘hechea fragrans _a
% prosthechea fragrans _b
Eoo‘f. Acaqa to.rﬂ_n.s _a
Acacia torfilis _b
_@Combretum collinum _a
| o Combretum co.f.Fr'nurn b
_@Combretum apiculatum _a
Combretum apiculatum _b
_@Cmron megaloholrys a
58% - Croton megalobotrys _b
_IECmron gratissimus _a
Croton gratissimus b
96% — Rhus gueinzii_a
——Rhus gueinzii _b
P Rhus leptodiclya _a
—— Rhus leptodictya b
[—— Rhus fransvaalensis _a
—— Rhus fransvaalensis _b
— Ficus abutilifolia _a
EF_MIHM&_D
—— Ficus glumosa _a
—— Ficus glumose _b
_@Gmwr'a flavescens _a
Grewia flavescens _b
HO%—— Grewia bicolor _a
Grewia bicolor _b
Brachy!aena huillensis _a
B‘rachy.'aena huillensis _b
Heterornwpha arborescens _a
Hereromorpha arborescens _b
Steganaraenia araliacea _a
—100% Sfegano!aem’a araliacea _b
Solanum panduriforme _a
_|:Soianum panduriforme _b
Strychnos decussala a
Strychnos decussata _b
chhnos madagascarnensis _a
Srrychnos madagascariensis b
ww Mymmamm:s flabeliifolia _a
Myrothamnus flabellifolia _b
— Faures rocheliana a
= Faurea rocheliana b
——Faurea saligna_a
—— Faures saligna _b
Hyphaene coriacea _a
Hyphaene coriacea _b

99% i
Hyphaene petersiana _a

78% Hyphaene petersiana _b
|_|:X erophyta relinervis _a
100%
Xerophyta relinervis _b
u
Sekil 4.22. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmus rpoB gen sekansimn

GTR SBT modelindeki Bayes analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler
posterior probability degerleridir)

—{85%

—1100%
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5. SONUC

Taksonomi yeni taksonlarin tamimlanmasi, adlandirilmasi ve organizmalarin uygun
bir siiflandirma sistemi igerisinde diizenlenmesi gibi bir dizi alam kapsar (Simpson
1961). Sistematik, biyolojik gesitliligi smiflandirmakla yetinmez ve “neden” ve “nasil”
sorularimt  cevaplayabilmek ig¢in organizmalarin evrimi, 6zellikle tirlesme olgusunu
teorik ve pratik yonleri ile ele alir. Bu yoniiyle sistematik taksonomiyi de i¢ine alan bir

alandir.

IIk defa Willi Hennig (1950) tarafindan formiile edilen filogenetik sistematik
taksonomiyi filogenetik yontiyle inceleyen alandir. Bir takson ya da takson grubunun
filogenilerinin belirlenmesi demek, zamansal olarak (6nce-sonra) onlarin birbiri ile ve
diger taksonlarla ortak ata temelinde durumlarinin ortaya konmasi demektir.
Gunimuzde filogeninin bitki taksonomi ag¢isindan zorunlulugu hemen hemen tiim
sistematikcilerce kabul edilmektedir. Filogeni salt taksonomiyi ilgilendirmemekte
aralarinda tarimsal tiretiminde yer aldigi birgok alanda kullanim olanag bulmakatdir.
Bu nedenle 6zellikle fosil kaynaklarinin bulunmadigi durumlarda molekiiler filogeni

filogenetik galismalarda énemlilik arz etmektedir.

Bu galigmada bitki molekiiler filogenetigini konu alan ¢aligmalarda etkin olarak
kullanilabilecek gen, gen bolgesi, gen sayisi, genin hiicresel lokasyonu (kloroplast,
nikleus), gen veya genler i¢in hizalama yontemleri, subtitiisyon modelleri ve hizalama
yontemleri ile hizalanmig veriler vaygin bazi filogenetik analiz yontemleri ile

degerlendirilmesi gergeklestirilmistir.

Caligmada gerek kullanilan bilgisayar donanim-yazilimlar1 (Windows ve Linux) ve
gerekse de stire goz Online alinmig ve kullamilan alignment, filogeni, takson ve gen
sayilart az tutulmak zorunda kalinmigtir. Calismada sayis1 giintimiizde yiize yaklagan
alignment programlarindan sadece ClustalWW, MAFFT, MUSCLE, T-COFFEE
programlart ve programlarda bulunan algoritmalardan ikisi (parametreleri)

kullanilmigtir.

Caligma kapsaminda kullanilan alignment programlar arasmda belirgin farkliliklar

bulunmug ve bu farkliliklar gerek analiz stresi ve gereksede olusturulan alignmentler
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arasindaki farkliliklar olarak ortaya c¢ikmigtir. T-COFFEE disindaki programlar
Windows tabanli igletim sitemlerinde kullanmilabilirken T-COFFEE progranu
Linux/Unix tabanli igletim sitemlerinde kullanilabilmektedir. Kullanilan alignment
programlarinin farkli algoritma igermeleri nedeni ile sadece ortak olan paramaterlerin

se¢imine Ozen gosterilmistir.

Caligmada elde edilen veriler ¢ farkhi filogeni programi kullamilarak analiz
edilmigtir. Bu programlar PAUP, MetaPIGA ve MrBayes programlandir. Filogenetik
yontemlerin karsilagtirilmasinda PAUP yazilim programinda uzunluk (Distance) ve MP
analizleri gergeklestirilmis iken MetaPIGA ve MrBayes programlarinda ML analizleri
uygulanmigtir. Caligmada kullanilan gen ve gen bdlgeleri i¢in uygun niikleotit modelleri
MetaPIGA programina eklenmis olan ModelTest programi yardimi ile belirlenmisgtir.
Caligmada ModelTest vardimi ile GTR (General time reversible), K2P (Kimura’s 2
parameter model), TN93 (Tamura-Nei 1993) yontemlerinin kullanilan sekanslar ig¢in en

uygun model oldugu saptanmigtir.

Caligmada alignment programlarindan MAFFT programinin ITS dizisi kullanilarak
diger alignment ydntemlerinden daha iyi sonug Grettigi tespit edilmistir. ITS1 ve ITS2
dizilerinin ayr1 ayri, bir arada ve ITS1+5.8S+ITS2 dizilerinin hepsi bir arada
kullannmmim farkli sonuglar ortaya koydugu saptanmustir. Ozellikle ITS bolgelerinin
arasinda bulunan 5.8S rRNA kisminin gerek farkli nikleotit modeli kullanimimi zorunlu
kilmas1 ve de analiz stiresini ¢ok uzatmasi bakiminda kullanimimin uygun olmadigi
belirlenmigtir. ITS1 ve ITS2 dizilerinin birbirleri ile karsilagtirmalart yapildiginda
uzunluk agisindan ITS1 dizisinin daha uzun oldugu ve varyasyonun niikleotit degigimi
yontinden ortaya koydugu saptanirken ITS2 sekansinin ITS1%e gbre daha kisa oldugu

ancak varyasyonun daha ¢ok uzunluk agisindan var oldugu belirlenmigtir.

ITS1 ve ITS2 bolgelerinin ayr1 ayrn kullanildigr analizlerde elde edilen sonuglarla bir
arada kullanildiginda elde edilen sonuglar birbirlerinden farkli oldugu tespit edilmistir.
Bu farklhiligim 6zellikle ITS1 bolgesinin TN93 modeline uygun iken ITS2’nin GTR

modeline uygun olmasindan kaynaklanmig olabilece§i dngdrilmiigtiir.
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Caligmada kullamilmig ikinei veri setinde filogeni igin en uygun barkod genin (markir
geninin) tespitine yonelik caligmalar gergeklegtirilmigtir. Bu amaca ulagmak i¢in sekiz
farkl1 hizalama algoritmasmdan en uygununu segilmig, ML ve Bl metodlart uygulanarak
sonuca vartlmigtir. Calismada kullanilan atmig bitki taksonu iginse bitki gruplarim
yiikksek bootstrap ve posterior probability degerleri nedeni ile maiK, ve trnH-psbA ilgili

bitki grubu igin markir genler olarak belirlenmistir.

Bundan sonraki caligmalara 1g1ik tutmasi amaciyla bu tezde elde edilen veriler
dogrultusunda asafida listelenmig Oneleriler elde edilmistir. Bunlar aragtiricilarin
kullamdig1 gen sekanslarinin giivenirliligi konusunda kesin bilgi sahibi olmasi (salt
GenBank verilerine bagli kalmilmamasi), filogeni ¢aligmalan i¢in kullanilacak takson
sayisinin mimkiin olan en yilksek sayiya genisletilmesi (eksik takson son filogeni
tahmimini  dogrudan etkilemesi nedeni ile), alingment (hizalama) vazilim
programlarinin daha da geligtirilmigleri (alignment programlarinin sayisi her gin
artmaktadir), bu programlarda kullanilacak parametre spektrumu oldukga genis
tutulmasi, model testlerin sectigi subtitisyon modellerinin de sayisinin artirilmasi
(gtinimuzde toplam 64 farkli model bulunmaktadir), ¢aligmalarda kullanilan gen
cesitlerinin (gen bolgeleri, gen lokasyonlari, gen sayilarl) ve gen uzunlugunun yeterli
diizeyde tutulmasi, model belirlemelerinde mumkiin olan en yiiksek dogrulugun

tespitinin gerekli oldugu ortaya konulmustur.
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7. EKLER

Caligmada kullanilan farkli alignment yontemleri ve alignment analiz parametreleri,
substitisyon modellerinden, gen bdlgelerinden ve farkli filogeni yontemleri ile
programlarindan ¢lde edilen filogeniler bu béliimde sunulmugtur. Bu bolimde verilen
filogeni aga¢larinin nodlarda bulunan yizde degerler ML, MP ve D analizleri igin
bootstrap degerleri iken BI filogenilerindeki degerler ise posterior probability

degerleridir.
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('] - Tl
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WG stocksii
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94% — G_mustelinum

G_longicalyx
G_triphyllum
1 E:G capitis_viridis
———G_anamalum

G_gossypioides

G_exiguum
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86% 'WG londonderriense
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55%
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0.08
Sekil Ek-5. ClustalW programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS 1 sekansinin K2P
SBT modelindeki MI. analizi
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_@G australe
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. 1 —G_capitis_viridis
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49% G_pilosum
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WG londonderriense
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Yo G_marchantii
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G _nobile
O_vulgare

9%

50%

63%

99%

95%

007
Sekil Ek-6. ClustalW programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin TN93
SBT modelindeki ML analizi
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r A]G_cunninghamii
G_marchantii
G_anapoides
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G _darwinii
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0.05
Sekil Ek-7. ClustalW programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansimn GTR
SBT modelindeki ML analizi
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(.05

Sekil Ek-8. ClustalW programimn 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansimn K2P
SBT modelindeki ML analizi
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0.04
Sekil Ek-9. MAFFT prograrmmin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimn K2P

SBT modelindeki ML analizi
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G_trilobum
G_klotzschianum
68% G_davidsonii

e G_armourianum
46% ‘G_turneri
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—

if
Sekil Ek-10. MAFFT progranrmmin 1. parametresi ile hizalantmg ITS1 sekansimin TN93

SBT modelindeki ML analizi (Nodlarda bulunan yiizde degerler posterior
probability degerleridir)
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G _londonderriense
G_enthyle
G_populifolium
e G _rotundifolium
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65%
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94%

: IG cunninghamii
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G _nobile
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G turneri
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. 360
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G_capitis_viridis
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G_mustelinum
G_herbaceum
G_gossypioides
O_vulgare

34%

86%

0.07
Sekil Ek-11. MAFFT programimn 1. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansimin GTR
SBT modelindeki ML analizi
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G_rotundifolium
G_exiguum
G_pilosum
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O_vulgare

33%

28%

0.06

Sekil Ek-12. MAFFT programinmin 1. parametresi ile hizalanmg ITS2 sekansimn K2P
SBT modelindeki ML analizi
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—G_exiguum
sasn— G_rotundifolium
G_pilosum
G_populifolium
G_costulatum
G_enthyle
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G_cunninghamii
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02
Sekil Ek-13. MAFFT programimin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimn K2P
SBT modelindeki ML analizi
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_@ G_exiguum
G_rotundifolium

B
99%

G_pilosum
—— G_populifolium
G _costulatum
G_enthyle
G_londonderriense
G_pulchellum
_@ G_anapoides
G_marchantii

Aoy
4%

79%

G_cunninghamii
G_nobile
G_australe
1 . ——G_bickii
G_nelsonii
o G_robinsonii
G _sturtianum
G _inacanum
G_areysianum
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G_tomentosum
G_hirsutum
G_darwinii
G_barbadense

97%

1%

!

%

95%

b h

o,

w

T%

L

G _klotzschianum
G _davidsonii

o G_armourianum
so— G_turneri
G_harknessii

o G_lobatum

__1e00— G_schwendimanii
G _laxum

G _aridum

_@ G_herbaceum
_{ga— G_arboreum
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—G_longicalyx
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G_gossypioides
O_vulgare

0.2
Sekil Ek-14. MAFFT programmnin 2. parametresi ile hizalantmg ITS1 sekansimin TN93
SBT modelindeki ML analizi
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T ﬁG_cunninghamii
_;J,: G_marchantii

97% G_anapoides
G_pulchellum

rr &G_rotundifoﬁum
ser— G_exiguum
G_pilosum
G _costulatum
G_londonderriense
G_enthyle
G_populifolium
G _nobile
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oger— G_australe
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84 G_somalense

G_stocksii

G _lobatum
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1
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G_triphyllum
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G_herbaceum
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G_longicalyx
O_vulgare
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42%

0l

Sekil Ek-15. MAFFT programimn 2. parametresi ile hizalanms ITS2 sekansimin GTR
SBT modelindeki ML analizi

116



G_cunninghamii
G_ marchantu
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92% j

G _sturtianum
—167% W -
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0
Sekil Ek-16. MAFFT programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansmin K2P
SBT modelindeki ML analizi
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_@ G _bickii
G_australe

1

G_nelsonii
G_robinsonii
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’ G_inacanum
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G_somalense
_E G _barbadense
88%
G _darwinii
94% —
pry G_hirsutum
G_tomentosum
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G_nobile
O_vulgare
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iy
Sekil Ek-17. MUSCLE programimin 1. parametres: ile hizalanmis ITS1 sekansimin K2P
SBT modelindeki ML analizi
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0.07
Sekil Ek-18. MUSCLE programmmin 1. parametresi ile hizalannms ITS1 sekansimn
TN93 SBT modelindeki ML analizi
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0.08
Sekil Ek-19. MUSCLE programimn 1. parametresi ile hizalanmg IT S2 sekansinin GTR
SBT modelindeki ML analizi
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0.06
Sekil Ek-20. MUSCLE programumin 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansimn K2P
SBT modelindeki ML analizi
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Sekil Ek-21. MUSCLE programumnin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimn K2P
SBT modelindeki ML analizi
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0.06

Sekil Ek-22. MUSCLE programmmin 2. parametresi ile hizalannms ITS1 sekansimn
TN93 SBT modelindeki ML analizi
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= G _laxum
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21%G_laxum
o— G_lobatum
1 G_schwendimanii
G_aridum
44% Sm%G_i‘mrsumm
__|s000— G_barbadense
G_arboreum
34%G_danvinﬁ
a2or— G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
G_anamalum
G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_herbaceum
G_mustelinum
G _longicalyx
G_gossypioides
O_vulgare

—175%

42%

0.06
Sekil Ek-28. T-COFFEE programinmin 1. parametresi ile hizalanmmg ITS2 sekansimn
K2P SBT modelindeki ML analizi

129



_@G _populifolium
13% G_costulatum

G_enthyle
_@G_rotundifoﬁum
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Sekil Ek-29. T-COFFEE programimin 2. parametresi ile hizalanmmg ITS1 sekansimn
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89%

97%

99% G_darwinii
s, G_tomentosum

G _thurberi

G_trilobum
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Sekil Ek-30. T-COFFEE programimin 2. parametresi ile hizalanmmg ITS1 sekansimn
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Sekil Ek-31. T-COFFEE programimin 2. parametresi ile hizalanmmg ITS2 sekansimn
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G_populifolium
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G _lobatum
40% G_hirsutum
88% —
_EJ: G _barbadense

—168%

G _arboreum
G_tomentosum
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Sekil Ek-32. T-COFFEE prograrmmin 2. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansimn K2P
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T -rﬂ G_somalense
7% G_stocksii
G_inacanum

G_robinsonii

61%
: G _sturtianum

@
2
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Sekil Ek-33. Clustal W programimn 1. parametresi ile hizalanmmg ITS1 sekansimn GTR
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Sekil Ek-34. Clustal W programnin 1. parametresi ile hizalanmis ITS1 sekansinin K2P
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Sekil Ek-35. Clustal W programimin 1. parametresi ile hizalanmmgs ITS2 sekansimn GTR
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6% G_Iol_)atum
——G_aridum
——G_laxum

g% G _klotzschianum

G_davidsonii

G tomentosum
° 69% ——:-
St - JEG_htrsutum

4@ G_darwinii

G _barbadense
— G_thurberi

—1oT% G_trilobum
G_armourianum
G _harknessii
G _turneri
—G_herbaceum
E@ G_arboreum
93% —— G_mustelinum
—G_longicalyx
G_triphyllum
83% 95%— G_capitis_viridis
G _anamalum
G_gossypioides
G_cunninghamii
88%— G_marchantii
G_anapoides
— G_costulatum

. G_pulchellum
52% 16 G_londonderriense
89%—— G_rotundifolium
— G_pilosum
— G_populifolium
—— G_enthyle
—— G_exiguum

G _nobile

—— G_areysianum
78% 99% G _inacanum
—— G_somalense
——G_stocksii

4@ G_robinsonii

G_sturtianum
83% l05% G _bickii
99% 9% G _australe
— G_nelsonii
O_wulgare

7%

70%

86%

0.07
Sekil Ek-42. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_pilosum
34%— G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
G_londonderriense
—— G_anapoides
62%— G_marchantii
G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
—— G_areysianum

W@ G_inacanum
—— G _somalense
970/— G_nelsonii

. ——G_australe
—fem% G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
— G _hirsutum
5% G_barbadense
——G_arboreum
—G_stocksii
67— G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
— G_aridum
9% G_lobatum
G_schwendimanii
——G_laxum
T4% G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum

—— G_anamalum
60% M@G_capiﬁs_viridis

G_triphyllum
G_gossypioides

G_longicalyx
O_wvulgare

86%

97%

87%

69%

07
Sekil Ek-43. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansmin GTR
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_pilosum
95%— G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
G_londonderriense
— G_anapoides
70%— G_marchantii
G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
— G_areysianum
ﬂG_inacanum
—— G _somalense
G_hirsutum

97%—— G_barbadense

— G _arboreum
_@G_stocksﬁ
84% G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
— G_aridum
9% G_lobatum
G_schwendimanii
— G _laxum
88% G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_nelsonii
99% G_australe

91%

99%

84%

74%

G_robinsonii
G_sturtianum
G_mustelinum

T G_herbaceum
—G_anamalum
?@ G_capitis_viridis
72% — G_triphyllum
G_gossypioides

G_longicalyx
O_wvulgare

0.8

Sekil Ek-44. MAFFT programmin 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin K2P
SBT modelindeki Bayes analiz
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G_gossypioides
— G_triphyllum
-96% G_capitis_viridis
: G_anamalum
G_schwendimanii
G_lobatum
G_aridum
G_laxum
G_klotzschianum
G_davidsonii
G _tomentosum
G _hirsutum
G_darwinii
G_barbadense
G _thurberi
G _trilobum
G_armourianum
G_harknessii
G_turneri
G_cunninghamii
81% G_marchantii
— G_anapoides
G_costulatum
G_pulchellum
G_londonderriense
98% G_rotundifolium
G_pilosum
G_populifolium
G_enthyle
G_exiguum
4 G nobile

— G_areysianum
G_inacanum
G somalense
G_stocksii
G_robinsonii

Lic S G_sturtianum
67% —— G bickii
9% G_bickii
98% ————G_australe

G_nelsonii
6% G_herbaceum
66% : G_arboreum
51% G_mustelinum
G_longicalyx
0_vulgare

'89%

199%

91% 69%
94% 99%
(95%

199%

81%

70%

3%

98%

% 92

0.2

Sekil Ek-45. MAFFT programimn 2. parametresi ile hizalanmms ITS1 sekansimin GTR
SBT modelindeki Bayes analizi
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G _mustelinum

B o G_herbaceum

G_arboreum
G_longicalyx

96%

G_triphyllum
199% —— G_capitis_viridis
G anamalum
G_gossypioides

5%

G_schwendimanii

rrra— G_lobatum

7%

— G aridum
G laxum

%% ——amw

4%

99%

0% G _klotzschianum
==—G_davidsonii
o G_tomentosum
G_hirsutum
———G_darwinii
————G _barbadense
G thurberi

G trilobum
G_armourianum

9?';";

100%

G_harknessii

G_turneri

76%

98%

G_cunninghamii
189% —— G_marchantii
G_anapoides

G costulatum
G_pulchellum
G_londonderriense

73%

98%— G_rotundifolium

G_pilosum
G_populifolium
G_enthyle
G_exiguum

1%

83%

99%

G_nobile
G_areysianum
% G_inacanum
92%
—=—G_somalense
G _stocksii

G _robinsonii

G sturtianum

'86%

G_australe
G_nelsonii

0.2

0_vulgare

Sekil Ek-46. MAFFT programimin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimn K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
—G_aridum

o5 G_lobatum _ )
G_schwendimanii
559 — G_laxum
G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
A G_herbaceum

-(G_anamalum
63° E@g_capiﬁs_vfridis
G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx
G_nelsonii
99% =57, G_australe
- G_b.'clfu )
————————G_robinsonii

G_sturtianum
5 G_areysianum
77% 559, G_ihacanum
95% G_somalense
G_stocksii
G_pilosum
94% G_exiguum
G_rotundifolium
— G_populifolium
—G_enthyle
G_londonderriense
G_anapoides
66%G_marchantii
G_cunninghamii
— G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
G_hirsutum
6% G_barbadense
G_arboreum
O_vulgare

71%

55%

90¢

85%

999

20

Sekil Ek-47. MAFFT programinin 2.parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin GTR
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_hirsutum
88% G_barbadense
G_arboreum
G _darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
——G_aridum
T00% G_lobatum _ )
G_schwendimanii
——G_laxum

53% G_harknessii
G_armourianum
G _turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
A G_herbaceum

’ —G_anamalum
62% E@'G_capfﬁs_viridfs
—G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx

— G_nelsonii
99%

— G _australe
_@G_bfckﬁ
G_robinsonii
G_sturtianum
— G_areysianum
55% E@G_inacanum
93%, —— G_somalense
G_stocksii
G_pilosum
96% G_exiguum
G_rotundifolium
——G_populifolium
—G_enthyle
T G_londonderriense
g G_anapoides
% G_marchantii
G_cunninghamii
——G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
O_vulgare

80%

90%

100°

1.0

Sekil Ek-48. MAFFT programimin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinm K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_costulatum
G_populifolium

G_exiguum

G_rotundifolium
G_pilosum
G_enthyle
G_anamalum

1%

—1100%

—81%

—88%

9%

176%

93%

94%

160%—— G_triphyllum
G_capitis_viridis
P G_herbaceum
a9%, G_arboreum
G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
G_schwendimanii
G_laxum
G_aridum
G_lobatum
IE G_to.mentosum
G_hirsutum
G_darwinii
G_barbadense
G_klotzschianum
G_davidsonii
G_thurberi
G_trilobum
G_armourianum
G_turneri

83%

I‘IUD%

{70%

58%

G_harknessii
G_robinsonii
G_sturtianum

G_bickii
95%
G_australe

G_nelsonii

64%

98%

G_areysianum

‘5&% G_somalense

98% G_stocksii
G_inacanum
G_nobile

| G_puichellum

0.2

SBT modelindeki Bayes analizi
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64%
= G_londonderriense

G_marchantii
55% G_anapoides
G_cunninghamii
O_vulgare

Sekil Ek-49. MUSCLE programimn 1. parametresi ile hizalanmg ITS1 sekansinin GTR



G_costulatum

G_populifolium

G_exiguum

G_rotundifolium
G_pilosum
G_enthyle
—— G_marchantii
Ti%—— G_anapoides

G_cunninghamii

G_anamalum
r 100%—— G _triphyllum

G_capitis_viridis
G_herbaceum
100% G_arboreum

94%, G_mustelinum

T6%
‘100%

100%

G_longicalyx

G_gossypioides

— G_schwendimanii
G_laxum

85%

—[80% G_aridum

— G _lobatum
G_tomentosum
72%
G_hirsutum
99% . as
G_darwinii
G_barbadense
o G_thurberi
4% G_trilobum
G_klotzschianum
100% ) .
G_davidsonii
82%- G_armourianum
G _turneri
G_harknessii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_bickii
G_australe

96%
86% 52% ‘

76%

‘ B6%

98%
69%

|9w.

G_nelsonii
G_areysianum

G_inacanum
100%

G_somalense

G _stocksii
G_nobile

T G_pulchellum
|66% i
G_londonderriense

0_vulgare
0.06
Sekil Ek-50. MUSCLE prograrmmn 1. parametresi ile hizalanms ITS1 sekansimn K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_pulchellum
G_marchantii
65%— G_anapoides
G_cunninghamii
G_costulatum
99% G_londonderriense

G_populifolium
— G_exiguum
99% 83%— G_rotundifolium
— G_pilosum
G_enthyle
G _nobile
G_robinsonii
86% g—z‘f”gf?””m

= _bickii
WE G_australe
—— G_nelsonii
——G_areysianum

{84 G_inacanum
F9%——— (G _somalense
G _stocksii
G_schwendimanii
G_laxum
G_aridum
G_lobatum
G_tomentosum
G_darwinii
G_klotzschianum
—— G_hirsutum
W@ G_barbadense
62% ——— G_arboreum
G_armourianum
G_thurberi
G_turneri
G _davidsonii
G_harknessii

99%

G_trilobum
——G_anamalum
ﬂ G_capitis_viridis

— G_triphyllum
G_herbaceum
G_mustelinum
G_gossypioides
G_longicalyx
O_vulgare

| 54%

53%

07
Sekil Ek-51. MUSCLE programimin 1. parametresi ile hizalanmig [TS2 sekansimn GTR
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_pulchellum
G_marchantii
#8%— G_anapoides
G_cunninghamii
G_costulatum
55% G_londonderriense
G_populifolium
G_exiguum
100% 95%— G_rotundifolium
G_pilosum
G_enthyle
G_nobile
— G_areysianum
W@G_inacanum
ge% —(G_somalense
G_stocksii
G_robinsonii
% G_sturtianum
—G_bickii
W@G_australe
—— G _nelsonii
—G_schwendimanii
—G_laxum
MG_ar."c:v'um
— G _lobatum
G_fomentosum
G_darwinii
539, -— G_hirsutum
W@ G_barbadense
51% ——  G_arboreum
G_davidsonii
G_klotzschianum
G_armourianum
G_thurberi
G_turneri
G_harknessii
G_trilobum
—(G_anamalum
E@ G_capitis_viridis
—G_triphyllum
G_herbaceum
G_mustelinum
G_gossypioides
G_longicalyx
O_vulgare

63%

61%

35%

08
Sekil Ek-52. MUSCLE programinm 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_somalense
G_stocksii
G_areysianum

G_inacanum
G_nobile
G_populifolium
G_rotundifolium

1% ' G_pilosum
G_pulchellum

G_londonderriense
G_costulatum

i 67%
166%
G_anapoides
4E G_cunninghamii
G_marchantii
61%

G_exiguum
G_enthyle
G_robinsonii
G_sturtianum

r G_nelsonii
i G_bickii
G_australe

G_gossypioides
G_mustelinum

199%
G_herba
99% . ’7100% _herbaceum
93% G_arboreum
lrow G_longicalyx
liG_anamalum

G_capitis_viridis
- G_klotzschianum
100%
G_davidsonii
152% G_tomentosum
.—{am
G_hirsutum

G_darwinii
G_barbadense

G_thurberi
—{95%
G_trilobum

G_armourianum

164%

G_turneri
62% : G_harknessii
G_laxum

G_aridum

% . .
G_schwendimanii

G_lobatum

O_vulgare
0.1
Sekil Ek-53. MUSCLE programunin 2. parametresi ile hizalanmms ITS1 sekansimn GTR
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_costulatum
G_populifolium
G_exiguum

G _rotundifolium
G_pilosum
G_enthyle
G_marchantii
T1% G_anapoides

G_cunninghamii
G_anamalum
100%— G_triphyllum
G_capitis_viridis
G_herbaceum
G_arboreum

76% [
1100%

l 100%
100% 94% ———— G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
G_schwendimanii

G_laxum
G_aridum
G_lobatum
G_tomentosum
G_hirsutum
loon G_darwinii
G_barbadense
G_thurberi
G_trilobum
G_klotzschianum
G_davidsonii
82% G_armourianum
G_turneri
G_harknessii

185%

172%

99%

5% 52%

94%

- 1100%

76%

. G_robinsonii

186% .
G_sturtianum
G_bickii

194%

og% G_australe

G_nelsonii

G_areysianum

82%

69%

G _inacanum
G_somalense
G_stocksii
G_nobile
G_pulchellum
G_londonderriense
O_vulgare

0.06

Sekil Ek-54. MUSCLE prograrmmn 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimn K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_mustelinum

G_gossypioides

G_longicalyx

G_herbaceum

81%

—197%

G_triphyllum
G_anamalum
G_capitis_viridis

LE0/

G_stocksii
G_arboreum

UJ /0

G_hirsutum
G_barbadense

G_somalense

8% G_areysianum
2% G_inacanum
G_pilosum
S4%— G_exiguum

Lnnrs

G _rotundifolium
G_cunninghamii

Ve /0

G_anapoides
G_marchantii

87%

G_populifolium

G _enthyle

100%

G_londonderriense

G_costulatum

G_pulchellum

99%

61%

G_nobile
G_schwendimanii
G_aridum
G_lobatum

G _laxum

G_tomentosum

G_darwinii

G_davidsonii

100%

—{8%%

92%

07

Sekil Ek-55. MUSCLE programinin 2. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansinin GTR

SBT modelindeki Bayes analizi
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G_armourianum
G_thurberi
G_turneri
G_harknessii
G_trilobum
G_klotzschianum
G_nelsonii
G_bickii
G_australe
G_robinsonii
G_sturtianum
O_vulgare



G_mustelinum
G_gossypioides
G_longicalyx
G_herbaceum
G_stocksii

91% —— G _somalense
77%

_@G areysianum

G_inacanum
G_arboreum
4%— G_hirsutum
G_barbadense
rg— G_fomentosum
——G_darwinii
G_davidsonii
G_klotzschianum
— G_schwendimanii
— G_aridum
108% G_lobatum
——G_laxum
79% G_armourianum
G_thurberi
G_turneri
G_harknessii
G_trilobum
G_pilosum
95%— G_exiguum
G_rotundifolium
G_cunninghamii
78%— G_anapoides
G_marchantii
93 G_populifolium
— G_enthyle
G_londonderriense
G_costulatum

74%

80%

100%

G_pulchellum
G_nobile
o0 — G_nelsonii
% G_bickii
_:G australe

94%

G_robinsonii
G_sturtianum
— —— iphylion

% ———G_anamalum
_@G capitis_viridis
O_vulgare

0.8

Sekil Ek-56. MUSCLE programumn 2. parametresi ile hizalanng ITS2 sekansimin K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_areysianum

98% G_inacanum
S e G_somalense
G_stocksii
. G_australe
| et G_bicki
i G_nelsonii
' = G_robinsonii
==———G_sturtianum
G_anapoides
76% G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
—162% - G_londonderriense
IEG _pulchellum
__ G_pilosum
5% G_populifolium
G_rotundifolium
G_nobile
G_anamalum

100% G_capitis_viridis
G_triphyllum

151% TR G_arboreum
: 9% G_herbaceum
98% 1% G_mustelinum
- G_longicalyx
G_gossypioides
T G aridum
' = G_laxum
e L2 B G_lobatum
G_schwendimanii
. G_armourianum
: G_barbadense
73% o G_hirsutum
L G_darwinii
G_tomentosum
| 95% e G_davfdsoqii
83% =2 G _klotzschianum
T G_thurben'
' G_trilobum
G_harknessii
G_turneri
0_vulgare
0.1

Sekil Ek-57. T-COFFEE programimn 1. parametresi ile hizalanmis ITS1 sekansimn
GTR SBT modelindeki Bayes analizi
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adn
oq

59%

100%

70%

81%

85%

T0%

65%

100%

———l100%
‘ 98%
{94%

79%

r lgi%

196%

‘100'{.

100%

o

1100%

|4{ 58%

94%

0.05

SBT modelindeki Bayes analizi
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G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
G_pilosum
G_populifolium
G_rotundifolium
G_anapoides
G_cunninghamii
G_marchantii
G_anamalum
G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_arboreum
G_herbaceum
G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
G_aridum
G_laxum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_armourianum
G_barbadense
G_hirsutum
G_darwinii
G_tomentosum
G_davidsonii
G_klotzschianum
G_thurberi
G_trilobum
G_harknessii
G_turneri
G_areysianum
G_inacanum
G_somalense
G_stocksii
G_australe
G_bickii
G_nelsonii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_nobile
G_londondetrriense
G_pulchellum
O_vulgare

Sekil Ek-58. T-COFFEE programnin 1. parametresi ile hizalanms ITS1 sekansimn K2P



G_gossypioides
G_herbaceum
G_longicalyx
g mustel,;num
anamalum
W:G capitis_viriclis
———— G _triphyllum
G_anapoides
59%— G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
— G_exiguum
82%—94%— G_pilosum
——G_rotundifolium
ogvs, [ G_londonderriense
G_populifolium
G_pulchellum
G_nobile
G_arboreum
92%— G_barbadense
G_hirsutum
= G_darwinii
—G_davidsonii
G_tomentosum
G_aridum
G_laxum
G_lobatum
——G_schwendimanii
- G_armourianum
68% G_harknessii
54% G_klotzschianum
G_thurberi
G_trilobum
G_turneri
G_areysianum
W:G inacanum
98% —  G_somalense
g stocks;'i
australe
{G bickii
G nelsonii
G_robinsonii
G_sturtianum
O_vulgare

99%

190%

07

Sekil Ek-39. T-COFFEE programmmin 1. parametresi ile hizalannmg ITS2 sekansinin
G'TR SBT modelindeki Bayes analizi
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G_gossypioides
G_longicalyx
G_anapoides
6%— G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
— G_exiguum
83%—95%— G_pilosum
—— G_rotundifolium
100% [ G_londonderriense
— G_populifolium
G_pulchellum
G_nobile
G_areysianum
_@G inacanum
3% 1100% G_somalense
G_stocksii
G_australe
_EG bickii
G_nelsonii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_arboreum
8t%— G_barbadense
G_hirsutum
o G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
— G_aridum
—G_laxum
L G_lobatum
—— G_schwendimanii
T8% G_armourianum
G_harknessii
G_thurberi
G_trilobum
G_turneri
G_anamalum
W:G capitis_viridis
—— G _triphyllum
G_herbaceum
G_mustelinum
O_vulgare

91%

67%

69%

53%

Sekil Ek-60. T-COFFEE programinin 1. parametresi ile hizalanmig I[TS2 sekansinin K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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G_areysianum
99% G_inacanum
—  G_somalense
G_stocksii
G_australe
‘95% o
8% G_bickii
G_nelsonii
—— G_robinsonii
164% - .
G_sturtianum
G_anapoides
75% G_cunninghamii

56%

G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
G_londonderriense
G_pulchellum
G_pilosum
G_populifolium
G_rotundifolium
G_nobile
G_anamalum
100% G_capitis_viridis
G_triphyllum
60% SR G_arboreum
95% ———G_herbaceum
98% 89% G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
Il —— G_aridum
G_laxum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_armourianum

G_barbadense
73% R

G_hirsutum
We G _darwinii

62%
69%

56%

.

93% 74%

G_tomentosum
G_davidsonii
G_klotzschianum
IE G _thurberi
G_trilobum
G_harknessii
G_turneri
0_vulgare

94% I‘“""“'

82%

0.1
Sekil Ek-61. T-COFFEE programimn 2. parametresi ile hizalanmis ITS1 sekansimn
GTR SBT modelindeki Bayes analizi
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99%

165%

93%

63%
100%
60%

100%

100%
98%

68%

Sekil Ek-62. T-COFFEE programnin 2. parametresi ile hizalannus ITS1 sekansimn K2P

185%

0.05

81%

96%

‘ 95%
99%

‘86%

1%

‘ 91%
7>jsoﬁ

‘10{)'{-

60%

SBT modelindeki Bayes analizi
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|1l]0%

‘ BE8%

66%

4‘ 63%

G_areysianum
G_inacanum
G_somalense
G_stocksii
G_anamalum
G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_arboreum
G_herbaceum
G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
G_australe
G_bickii
G_nelsonii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_aridum
G_laxum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_armourianum
G_barbadense
G_hirsutum
G_darwinii
G_tomentosum
G_davidsonii
G_klotzschianum
G_thurberi
G_trilobum
G_harknessii
G_turneri
G_anapoides
G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
G_londonderriense
G_pulchellum
G_pilosum
G_populifolium
G_rotundifolium
G_nobile
O_vulgare



G_anapoides
6+%— G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
84%—94%— G_pilosum
G_rotundifolium
ogw, [ G_londonderriense
G_populifolium
G_pulchellum
G_nobile

—— G_areysianum
W@G_macanum
98% ———G_somalense
G_stocksii

— G_australe
W'EG_bickﬁ

G_nelsonii

G_robinsonii
G_sturtianum
G_arboreum
94%— G_barbadense
G_hirsutum
— G_aridum
G_laxum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_armourianum
G_darwinii
G_davidsonii
G_harknessii
G_klotzschianum
G_thurberi
G_tomentosum
G_trilobum
G_turneri

—— G_anamalum
W'E G_capitis_viridis
— G_triphyllum
G_herbaceum
G_mustelinum
G_gossypioides
G_longicalyx
O_vulgare

89%

99%

67%

50%

59%

07

Sekil Ek-63. T-COFFEE programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin
GTR SBT modelindeki Bayes analizi
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G_anapoides
72%— G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle

— G_exiguum
93%—95%— G_pilosum
—— G_rotundifolium
100% [ G_londonderriense
G_populifolium
G_pulchellum
G_nobile
WG areysianum
69% ——G_inacanum

31% 199y, '———— G _somalense
G_stocksii
{G australe
100% G_bickii
G _nelsonii

91%

G_robinsonii
G_sturtianum
G_arboreum
94%— (G_barbadense
G_hirsutum
51— G_darwinii
G_davidsonii
G _tomentosum
G _klotzschianum
——G_aridum
—G_laxum
= ———G _lobatum
G_schwendimanii
57T% G_armourianum
G_harknessii
G _thurberi
G _trilobum
G_turneri

G_anamalum
WEG capitis_viridis
, G_triphyllum
06 G_herbaceum
G_mustelinum
G_gossypioides
G_longicalyx
O_vulgare

55%

59%

50%

Sekil Ek-64. T-COFFEE programmin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinmn K2P
SBT modelindeki Bayes analizi
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O_vulgare
G_herbaceum

F@ G_arboreum

73 ——G_mustelinum

84 G_longicalyx

” G_triphyllum

95 G_capitis_viridis

_E G_anamalum
G_gossypioides

— G_schwendimanii
—— G _lobatum
——G_aridum
—— G _laxum
- G_klot;schiqnum
50 = g_?’awdstonu
omentosum
67 _EG_hirsutum
81L—— G darwinii
63 —— G _barbadense
51 SR G_thurberi
G_trilobum
G_armourianum
66— G_harknessii
G_turneri
G_cunninghamii
10 ?'E G_marchantii
G_anapoides

4@ G_costulatum
G_populifolium

4@6 _pulchellum

82 G_londonderriense

G_rotundifolium

G_pilosum

73 G_enthyle

G_exiguum

G_nobile

— e G_areysianum

G_inacanum

84— G somalense

G_stocksii
e G_robinsonii
== G_sturtianum
— 2 G_bickii
69 G_australe
G_nelsonii

0.8

Sekil Ek-65. ClustalW programmun 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansmin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
o0 G_herbaceum
74 ——G_arboreum
75 G_mustelinum
G_longicalyx
G_triphyllum
96 91 57— G_capitis_viridis
G_anamalum
G_gossypioides
— G_schwendimanii
T G_lobatum
—G_aridum
——G_laxum
T G_klotzschianum
———G_davidsonii
81 iz G_tomentosum
68 g3 G_hirsutum
B3 G_darwinii
60 =G barbadense
93 L 5 G_thurberi
G_trilobum
G_armourianum
66— G_harknessii
G_tumneri
Gg G_cunninghamii
10 57 ——G_marchantii
G_anapoides
B G_costulatum
G_populifolium
G_pulchellum
g1 G_londonderriense
G_rotundifolium
G_pilosum
G_enthyle
G_exiguum
G_nobile
7 G_gre ysianum
==———@G _inacanum
o G_somalense
G_stocksii
I G_robinsonii
= G_sturtianum
o3 G_bickii
69 —G_australe
G_nelsonii

83

71

038
Sekil Ek-66. Clustal W programimin 1. parametresi ile hizalanmig I'TS1 sekansinin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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%
91

O_vulgare
G_hirsutum
G_barbadense

56

G_arboreum

G_stocksii
G_darwinii

i~ o]
JuU

G_davidsonii
G_tomentosum

65

88

G_klotzschianum
G_aridum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_laxum

G_harknessii

G_armourianum

G_turneri

G_thurberi

G_trilobum

G_mustelinum

—%0
84

—1%5
85

prems (I
93

20

09

100 64

0.6

G_herbaceum
G_anamalum
G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx
G_nelsonii
G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_areysianum
G_inacanum
G_somalense
G_pilosum
G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
G_londonderriense
G_anapoides
G_marchantii
G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile

Sekil Ek-67. ClustalW programinm 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_hirsutum
rlE G_barbadense
—— G _arboreum
G_stocksii
G_darwinii
£ G_davidsonii
G_tomentosum
G _klotzschianum
—G_aridum
51 G _lobatum
G_schwendimanii
G _laxum
G_harknessii
ws—— G_armourianum
— G _turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum

G_anamalum
{o ?EG_capiﬁs_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides

57

66

G_longicalyx
G_nelsonii
rlE G_australe
—— G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_areysianum
rlE G_inacanum
——  G_somalense
e G_pilosum
G_exiguum
—2__ G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
68 G_londonderriense

T G_anapoides

65 ——G_cunninghamii
100 65 —— G_marchantii
G_pulchellum
G_costulatum

G _nobile

07
Sekil Ek-68. ClustalWV programmin 1. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansinin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare

— G_schwendimanii
5 G_lobatum
G_aridum

G _laxum

o G_klotzschianum
=——G_davidsonii

G_tomentosum
67 —61___
79

G_hirsutum
B——— (G darwinii

63 —— (G _barbadense
S G_thurberi
G_trilobum

G_armourianum
&4 G _turneri
G_harknessii

— G_areysianum
a6

G_inacanum
G_somalense
G_stocksii
ks |53—G_robinsonﬁ

=——G_sturtianum

G_bickii
—]o1 2
67

G_australe
G_nelsonii
G_rotundifolium
G_pilosum
—EG _populifolium
G_costulatum
oy, G_enthyle
g_exigqumh )
_cunninghamii
- FEG_marchanﬁi
——  (G_anapoides
—EG _pulchellum
G_londonderriense
g_zobge
erbaceum
TEG_arboreum
74 ——G mustelinum
83 G_longicalyx
- G_triphyllum
95 G_capitis_viridis
{G_angmalum

G_gossypioides

07

Sekil Ek-69. ClustalW programinm 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare

— G_schwendimanii
—— G _lobatum
— G_aridum
—G_laxum
o G_klotzschianum
" =G _davidsonii
G_tomentosum
66 M_E G_hirsutum
G_darwinii
63 —52__ G_barbadense

51

S G_thurberi

G _trilobum

G_armourianum
64— G_turneri
G_harknessii

— o4 G_areysianum

G_inacanum
7 G _somalense
G_stocksii
I G_robinsonii
=G _sturtianum

[ =}

G_bickii
”_E G_australe
G_nelsonii
G_rotundifolium
G_pilosum
4|£G _populifolium
G_costulatum
86 G_enthyle
G_exiguum
G_cunninghamii
- ?E G_marchantii
G_anapoides
4@6 _pulchellum
G_londonderriense
G_nobile
G_herbaceum
?@ G_arboreum
76 —— G_mustelinum
&7 G_longicalyx
—91 g_tripl'_?(ﬂum .
97 _capitis_viridis
_E G_anamalum

G_gossypioides
08

Sekil Ek-70. ClustalW programinmn 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansmun K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_wvulgare
— G_hirsutum
91 G_barbadense
56 G_arboreum
G_stocksii
G_darwinii
58 G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
65 G_aridum
P G_lobatum
G_schwendimanii
G _laxum
G_harknessii
TG G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum
— o0 G_anamalum
10 84 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx
— G_nelsonii
85 G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
— G_areysianum
93 G_inacanum
G_somalense
G_pilosum
5 G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
65 G_londonderriense
G_anapoides
ik G_marchantii
G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile

100 64

08
Sekil Ek-71. Clustal W programinin 2. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansinin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_wvulgare
G_tumeri
G_harknessii
G_armourianum
39 G_thurberi
G_trilobum
G_schwendimanii
G_aridum
G_lobatum
G_laxum
G_klotzschianum
G_tomentosum
&4 G_darwinii
G_davidsonii
G_hirsutum
97 G_barbadense
59 G_arboreum
G_stocksii
G_mustelinum
G_herbaceum
— 2 G_anamalum
84 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx
— G_nelsonii
85 G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_pilosum
79 G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
57 G_londonderriense
G_anapoides
4 G_marchantii
G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
{ G_areysianum
94 G_inacanum
G_somalense

66

=]

100 61

Sekil Ek-72. ClustalW programinin 2. parametresi ile hizalanmig [TS2 sekansinin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_herbaceum

;@ G_arboreum

63 ——G_mustelinum

1 — G_longicalyx

—78 g_tripl?f\{ﬂun? .
_capitis_viridis

_E G_anamalum

G_gossypioides

— G_schwendimanii

T G_lobatum

lo —— G_aridum

G_davidsonii

G_tfomentosum
69 —60__ -

G_hirsutum

e G_darwinii
55 =
e E

G_barbadense
35 G_thurberi
4|EG_trHobum
G_armourianum
54— G_harknessii
G_turneri
G_cunninghamii
68— G_marchantii
G_anapoides
G_costulatum
_EG _populifolium
— G_pulchellum
g— G_londonderriense
——G_rotundifolium

88

—G_pilosum
— G_enthyle
G_exiguum
——  (G_nobile
G_areysianum
—162 G_inacanum
92— (G_somalense
G_stocksii
e G_robinsonii
=—G_sturtianum
G_bickii
TE G_australe
G_nelsonii

82

57

Sekil Ek-73. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansmin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_herbaceum

T'E G_arboreum

67 ——G_mustelinum

0 G_longicalyx

84— G_triphyllum

G_capitis_viridis

_E G_anamalum

G_gossypioides

—— G_schwendimanii
——G_lobatum
I — G_aridum
——G_laxum
|:98 G_klotzschianum
G_davidsonii
84 o _E G_tomentosum

- G_hirsu{u.r.n
_EG_damlmu

63 G_barbadense

G_thurberi

- B pilobum

G_armourianum

G_harknessii

G_turneri
G_cunninghamii

68— G_marchantii

G_anapoides

_E G_costulatum

G_populifolium
G_pulchellum

—51

92

G_londonderriense
G_rotundifolium
— G_pilosum
G_enthyle
59 G_exiguum
—— G _nobile
G_areysianum
e G_inacanum
———(G somalense
G_stocksii
= G_robinsonii

57 .
=G _sturtianum

G_bickii
—o1 7
78

G_australe
G_nelsonii

85

Sekil Ek-74. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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83

Lo
W

L0
uuv

88

68

56

—
90

[eTel

94

o

—
93

hr S
rJ

bJ

o I

99

63

—
79

O_vulgare
G_hirsutum
G_barbadense
G_arboreum
G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
G_aridum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_laxum
G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum
G_anamalum
G_capitis_viridis

— G_triphyllum

G_gossypioides
G_longicalyx
G_nelsonii
G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_areysianum
G_inacanum
G_somalense
G_pilosum
G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
G_londonderriense
G_anapoides
G_cunninghamii
G_marchantii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
G_stocksii

Sekil Ek-75. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansinin GTR
SBT modelindeki distance analizi

176



O_vulgare
G_hirsutum
?E G_barbadense
—G_arboreum
G_darwinii
56— G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
- G_aridum
55—G_lobatum
86 G_schwendimanii
——G_laxum
G_harknessii
5] G_armourianum
79 G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum

1o G_anamalum
59 TEG_capitfs_viridfs
———G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx
G_nelsonii
87— G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum

96

G_areysianum
?'E G_inacanum
G_somalense
e g _pilosum
_exiguum
—5 G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
63 G_londonderriense

G_anapoides
63— G_marchantii
100 62 G_cunninghamii
————0 pulcheilum
G_costulatum
G_nobile
G_stocksii

Sekil Ek-76. MAFFT programmm 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_herbaceum
G_arboreum
G_mustelinum
G_longicalyx

by G_triphyllum
G_capitis_viridis
{o —ea G_anamalum

G_gossypioides
— G_schwendimanii
o1 G_lobatum
—G_aridum
—G_laxum

oa G_klotzschianum
=——G_davidsonii

G _tomentosum
63 FIE s

G_hirsutum

_|£ G_darwinii
60

G_barbadense

it | G thurbe
G_trilobum
G_armourianum
G_harknessii
G_turneri
G_cunninghamii
69— G_marchantii
g_anapc;ides
costulatum
—18 G_populifolium
G_pulchellum
FE G_londonderriense
—— G _rotundifolium
G_pilosum
db G_enthyle
G_exiguum
- g_nobﬂe_
_areysianum
—18s G_inacanum
97— (G_somalense
G_stocksii
G_robinsonii
g_gtugfgnum
ickii
?E G_australe
—— G _nelsonii

Sekil Ek-77. MAFFT programimin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimn GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_herbaceum
G_arboreum
G_mustelinum
G_longicalyx
. G_triphyllum
G_capitis_viridis
1o I G_anamalum
G_gossypioides
— G_schwendimanii
I G_lobatum
—G_aridum
——G_laxum

o5 G_klotzschianum
== G _davidsonii

G_tomentosum
66 FE G_hirsutum
G_darwinii
- 62 — G_barbadense
4@ G_thurberi
G _trilobum
G_armourianum
G_harknessii
G _turneri
G_cunninghamii

70— G_marchantii
G_anapoides

L5 G_costulatum

G_populifolium

G_pulchellum
—52
95

G_londonderriense
G_rotundifolium
G_pilosum
G_enthyle
G_exiguum
G _nobile
G_areysianum
—8s G_inacanum
98— G _somalense
G_stocksii
T G _robinsonii
G sturtianum
G_bickii
?IE G_australe

G_nelsonii

96

82

Sekil Ek-78. MAFFT programinmin 2. parametresi ile hizalannmg ITS1 sekansimn K2P
SBT modelindeki distance analizi
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8_;;@;!57&;’6
irsutum
rlE G_barbadense
G_arboreum
G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
G_aridum
29 G_lobatum
G_schwendimanii
69 G_laxum
G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
10 G_herbaceum

G_anamalum

54 rlEG_capiﬁs_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx

G_nelsonii
TEG_australe
73 G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum

G_areysianum
rlEG_inacanum
G_somalense
G_pilosum
78 G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
5 G_londonderriense
G_anapoides
66 G_marchantii
G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
G_stocksii

-

98 66

0.7
Sekil Ek-79. MAFFT programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin GTR
SBT modelindek: distance analiz
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O_vulgare
G_hirsutum

?E G_barbadense

—G_arboreum

G_darwinii

67— G_davidsonii

58 G_tomentosum
G_klotzschianum

—G_aridum

% G_lobatum

— G_schwendimanii

——G_laxum

{o 78 G_harknessii

G_armourianum

G_turneri

G_thurberi

G_trilobum

G_mustelinum

G_herbaceum

G_anamalum

74 TEG_capitfs_viridfs
——G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx

G_nelsonii
?EG_australe
87 — G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum

G_areysianum
F'EG_inacanum
G_somalense
G_pilosum
+#— G_exiguum
G_rotundifolium
56 G_populifolium
G_enthyle
Al G_londonderriense
G_anapoides
65— G_marchantii
100 65 G_cunninghamii
—————@ pulchellum
G_costulatum

G_nobile
G_stocksii

08
Sekil Ek-80. MAFFT programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare

— {5 G_anamalum
89

G_capitis_viridis

— G _triphyllum

82 G_herbaceum
T'E G_arboreum

92 711 ——G_mustelinum

G_longicalyx
G_gossypioides

— G_schwendimanii
——G_laxum
—G_aridum
——G_lobatum
_E G_tomentosum
G_hirsutum

87 .
93 G_darwinii
69 _E G_barbadense
4@ G_thurberi
76 G_trilobum
- G_klotzschianum
58 =G _davidsonii
G_armourianum
56— G_turneri
G_harknessii
. G_robinsonii
{o ——G_sturtianum
G_pulchellum
G_marchantii
5F— (G_anapoides
G_cunninghamii
G_costulatum
G_londonderriense
G_populifolium
G_exiguum
G_rotundifolium
G_pilosum
——G_enthyle
G_areysianum
_E G_inacanum
20— (G somalense
—— G_stocksii
G_bickii
F'E G_australe
G_nelsonii
G_nobile

70

Sekil Ek-81. MUSCLE programinimn 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_wulgare
G_anamalum

N_E G_capitis_viridis

G_triphyllum

84 G_herbaceum
73_@ G_arboreum

97 74 —G_mustelinum

G_longicalyx

G_gossypioides

G_schwendimanii

TEE G_laxum

—— G_aridum

——G_lobatum

— 55 G_tomentosum

G_hirsutum

83 o
92 G_darwinii
s 152

G_barbadense
L fe G_thurberi

73 G._trilobum

99 G_klotzschianum

55 = G_davidsonii
G_armourianum

56— G _turneri

G_harknessii

T G_robinsonii

=——G_sturtianum
G_pulchellum
G_marchantii

58— G_anapoides

G_cunninghamii

G_costulatum

—50__ G_populifolium

73— G _londonderriense

G_exiguum

52 G_rotundifolium

G_pilosum

G_enthyle

G_nobile

— 61 G_areysianum

G_inacanum
93— (G _somalense
—— G _stocksii
_E G_bickii

69 G_australe
G_nelsonii

Sekil Ek-82. MUSCLE programinin 1. parametresi ile hizalanmig [TS1 sekansinin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_anamalum
TE G_capitis_viridis
—G_triphyllum
— G_schwendimanii
—G_laxum
—G_aridum
——G_lobatum
G_armourianum
57 G_thurberi
G_turneri
G_harknessii
79 —— G trilobum
G_tomentosum
66— G_darwinii
57 G_davidsonii
G_klotzschianum
G_robinsonii
G_pulchellum
63— G_marchantii
G_anapoides
—52 G_cunninghamii
G_costulatum
G_londonderriense
G_populifolium
G_exiguum
100 78— G_rotundifolium
G_pilosum
L " G_enthyle
G_nobile
G_areysianum
F'E G_inacanum
G_somalense
G_herbaceum
G_mustelinum
G_sturtianum
G_gossypioides
G_bickii
85— G_australe
G_nelsonii
G_longicalyx
G_hirsutum
FE G_barbadense
G_arboreum
G_stocksii

63

65

Sekil Ek-83. MUSCLE programimin 1. parametresi ile hizalanmig I'TS2 sekansmin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare

— o0 G_anamalum
93

G_capitis_viridis

G_triphyllum
— G_schwendimanii
o G_laxum
—— G_aridum
—— G_lobatum
G_armourianum

57— G_thurberi

G_turneri
G_harknessii
g0 — G trilobum
G_tomentosum
6+— G_darwinii

56 G_davidsonii
G_klotzschianum

G_robinsonii

G_pulchellum

60 G_marchantii

G.;E G_anapoides

G_cunninghamii

G_costulatum

74

100

64

G_londonderriense

G_populifolium
G_exiguum

76— G_rotundifolium
G_pilosum

G_enthyle

G_nobile
G_areysianum
89 G_inacanum

G_somalense

G_herbaceum

G_mustelinum

G_sturtianum

G_gossypioides
G_bickii

84— G_australe
G_nelsonii

G_longicalyx

G _hirsutum
—|96 —
75

G_barbadense

G_arboreum

Sekil Ek-84. MUSCLE programimin 1. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansininK2P

G_stocksii

SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_gossypioides
G_mustelinum

i G_herbaceum
95 _
74 1100

G_arboreum
85 g_Iongicallyx
anamalum
F'E G_capitis_viridis
—G_triphyllum
G_somalense
gg—— G_stocksii
G_areysianum
—63 G_inacanum
G_nobile
G_populifolium
—54 G_costulatum
T G_rotundifolium
{o —G_pilosum
— G_puichellum
87 G_londonderriense

G_anapoides
69— G_cunninghamii
G_marchantii

G_exiguum
—(G_enthyle
Y G_robinsonii
——G_sturtianum
64— G_nelsonii
G_bickii
—fsz__ G_australe

I G_klotzschianum
=——G_davidsonii

G_tomentosum
67 ;'EG_hirsutum
G_darwinii

63 —58 G_barbadense

52 ﬂG_thurberi
G_trilobum
G_armourianum
76 56— G_turneri
G_harknessii
——G_laxum
T G_aridum
— G_schwendimanii
——G_lobatum

08
Sekil Ek-85. MUSCLE programinin 2. parametresi ile hizalanmig I'TS1 sekansmnin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare

G_gossypioides
76— G_mustelinum
96 G_herbaceum
74 _@ G_arboreum
G_longicalyx
84 — T G_anamalum
90 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_somalense
g— G_stocksii
G_areysianum
—es G_inacanum
G_nobile
G_populifolium
_E G_costulatum
78 G_rotundifolium
1o G_pilosum
G_pulchellum
86 G_londonderriense
G_anapoides
67— G_cunninghamii
G_marchantii
G_exiguum
G_enthyle
PP G_robinsonii
=G _sturtianum
— G_nelsonii
&[ G_bickii
G_australe
o G_klotzschianum
=G _davidsonii
G_tomentosum
64 ;E G_hirsutum
G_darwinii
61 _E G_barbadense
33 L G_thurberi
G_trilobum
G_armourianum
79 63— G_turneri
G_harknessii
—G_laxum
5 G_aridum
— G_schwendimanii
——G_lobatum

08
Sekil Ek-86. MUSCLE programinin 2. parametresi ile hizalanmis ITS1 sekansmin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_stocksii
G_arboreum

88 G_hirsutum
_E G_barbadense
— G_somalense

91

91 G_areysianum

—ss 2
G_inacanum
G_mustelinum
G_pilosum

S G_exiguum
—s G_rotundifolium
G_cunninghamii
FE G_anapoides
——G_marchantii
G_pulchellum
G_populifolium
G_enthyle
100 G_londonderriense
G_costulatum
A G_nobile
1o G_gossypioides
G_longicalyx
B G_triphyllum
G_anamalum
_EG_capiﬁs_virfdfs
G_schwendimanii
G_aridum
G_lobatum
G_laxum
G_armourianum
5 G_thurberi
G_turneri
G_harknessii
G_trilobum
66 G_tomentosum
62— G_darwinii
G_davidsonii
G_klotzschianum
G_nelsonii
FEG_austra!e
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_herbaceum

63

65

83

51

08
Sekil Ek-87. MUSCLE programimin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_stocksii
88— G_arboreum
G_hirsutum
_E G_barbadense
94— G_somalense
G_areysianum
—er G_inacanum

G_mustelinum
G_pilosum

76 G_exiguum
—fs G_rotundifolium
G_cunninghamii
FE G_anapoides
———G_marchantii
G_pulchellum
G_populifolium
G_enthyle
100 G_londonderriense
G_costulatum
G_nobile
G_gossypioides
G_longicalyx
e G_triphyllum
G_anamalum
—1z__ G_capitis_viridis
— G_schwendimanii
T G_aridum
—— G _lobatum
——G_laxum
G_armourianum
sg—— G_thurberi
G_turneri
G_harknessii
G_trilobum
G_tomentosum
65— G_darwinii
G_davidsonii
G_klotzschianum
G_nelsonii
FE G_australe
—G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_herbaceum

53

65

68

68

08
Sekil Ek-88. MUSCLE programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansmin K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_anamalum
?E G_capitis_viridis

G_triphyllum

78 G_arboreum
?@ G_herbaceum
84 78 ——G_mustelinum

G_longicalyx
G_gossypioides
G_anapoides
65— G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
_EG _populifolium
G_enthyle
75— G_exiguum

G_londonderriense
é G_pilosum
G_pulchellum
G_rotundifolium
G_nobile
_E G_areysianum
G_inacanum
10 29— G somalense
G_stocksii
— G_aridum
e G_laxum
—— G_lobatum
—— G_schwendimanii
G_armourianum
89 #6— G_harknessii
G_turneri
G_barbadense
56 _E G_hirsutum
33 G_darwinii
64 — G_tomenfosum
S T G_thurberi
72 G_trilobum

fop G_davidsonii
== G _klotzschianum

G_australe
T'E G_bickii
G_nelsonii

s G_robinsonii
=G _sturtianum

Sekil Ek-89. T-COFFEE programmin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimi GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
_E G_anamalum

93 G_capitis_viridis
—G_triphyllum

77 _@G_arboreum

G_herbaceum
81 -5————G_longicalyx
——G_mustelinum
G_gossypioides
G_anapoides
65— G_cunninghamii
G_marchantii
_E G_costulatum
G_populifolium
— G_enthyle
77— G_exiguum
— G_londonderriense
— G_pilosum
—G_pulchellum
——G_rofundifolium
G_nobile
B G_areysianum
=G inacanum

61

0 98— G somalense
——— G_stocksii
—G_aridum
Fra G_laxum
——G_lobatum

—— G_schwendimanii
G_armourianum

89 69— G_harknessii
G_turneri
_E G_barbadense
56 G_hirsutum

89— G darwinii
gg ——G_tomentosum
S G_thurberi
74 G_trilobum
s G_davidsonii
=G _klotzschianum

_E G_australe
68 G_bickii
G_nelsonii

7 G_robinsonii
——G_sturtianum

Sekil Ek-90. T-COFFEE programinin 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansin1 K2P
SBT modelindeka distance analizi
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O_vulgare
G_anamalum

?E G_capitis_viridis
G_triphyllum

_lE G_anapoides

65 G_cunninghamii

64 ——G_marchantii

G_pulchellum

G_costulatum
G_enthyle

64 — G_exiguum
79

G_rotundifolium
G_pilosum
G_londonderriense
G_populifolium
G_nobile
— G_arboreum
LlE G_barbadense
G_hirsutum
G_areysianum
?E G_inacanum
G_somalense
—G_aridum
T G_laxum
—— G_lobatum
—— G_schwendimanii
G_armourianum
G_darwinii
65— G _davidsonii
58 G_tomentosum
57 8 L————G klotzschianum
G_harknessii
G_thurberi
G_trilobum
G_turneri
G_australe
88— G _ bickii
G_nelsonii
G_gossypioides
G_longicalyx
G_mustelinum
G_robinsonii
G_stocksii
G_sturtianum
G_herbaceum

100

Sekil Ek-91. T-COFFEE programmin 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansimi GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_anamalum
rlE G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_anapoides
rlE G_cunninghamii
—— G_marchantii
G_pulchellum
G_costulatum
G_enthyle
65 G_exiguum
rli G_rotundifolium
—— s
G_londonderriense
G_populifolium
G_nobile
79— G_arboreum
G_barbadense
—__ G_hirsutum
G_areysianum
TlE G_inacanum
G_somalense
—G_aridum
o G _laxum
G_lobatum
— (G _schwendimanii
G_armourianum
G_darwinii
&5 G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
G_harknessii
G_thurberi
G_trilobum
G_turneri
G_australe
40 G_bickii
G_nelsonii
G_gossypioides
G_herbaceum
G_longicalyx
G_mustelinum
G_robinsonii
G_stocksii
G_sturtianum

64

100

85

0.7

Sekil Ek-92. T-COFFEE programinin 1. parametresi ile hizalanmig I'TS2 sekansini K2P
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_anamalum
?'E G_capitis_viridis
— G_triphyllum
84 oo G_arboreum
55 100 G_herbaceum
78 g1 — G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
G_anapoides
63— G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
_E G_populifolium
— G_enthyle
— G_exiguum

G_londonderriense
>3 G_pilosum
— G_pulchellum
G_rotundifolium
G_nobile
65 G_areysianum
==—G inacanum
10 98— G somalense
G_stocksii
— G_aridum
o1 G _laxum
— G_lobatum
—— G_schwendimanii
G_armourianum
89 ?E G_harknessii
——G_turneri
G_barbadense
- ?E G_hirsutum
89 G_tomentosum
73 G_darwinii
95 G_thurberi
73 ==—G_trilobum
T G_davidsonii

== G _klotzschianum
G_australe
> &G bickii
———G_nelsonii

6T G_robinsonii
=G _sturtianum

09
Sekil Ek-93. T-COFFEE programimin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansimt GTR
SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare
G_anamalum

?E G._capitis_viridis

—G_triphyllum

81 G_arboreum
?@ G_herbaceum

79 79 ——G_mustelinum

G_longicalyx
G_gossypioides
G_anapoides

54 G_cunninghamii
_E G_marchantii
G_costulatum
4|£G _populifolium
G enthyle
e G_exiguum

—  G_londonderriense
69 G_pilosum
G_pulchellum
G_rotundifolium
G _nobile
_E G_areysianum
G_inacanum
I 99— G somalense
G_stocksii
— G_aridum
i G_laxum
——G_lobatum
—— G_schwendimanii
G_armourianum
87 ?EG_harknessﬁ
G _turneri
G_barbadense
56 ?EG_hirsutum
88 G_tomentosum
73 G_darwinii
—E G_thurberi
72 G_trilobum

WG davidsonii
=G _klotzschianum

G_australe
_|:G bickii

G_nelsonii
—— G_robinsonii

54 !
=G _sturtianum

Sekil Ek-94. T-COFFEE programinin 2. parametresi ile hizalanmis ITS1 sekansim K2P
SBT modelindek: distance analizi
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O_vulgare
G_anamalum
M_E G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_anapoides
65 G_cunninghamii
G_marchantii
G_pulchellum
G_costulatum
G_enthyle

61 _lE G_exiguum
79

63

G_rotundifolium
G_pilosum
G_londonderriense
G_populifolium
G_nobile
G_arboreum

74
_lE G_barbadense

G_hirsutum
G_areysianum
SO_E G_inacanum
——  (G_somalense
—G_aridum
G_laxum
G_lobatum
—— G_schwendimanii
G_armourianum
G_darwinii
& G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
G_harknessii
G_thurberi
G_trilobum
G_turneri
G_australe
e G_bickii
G_nelsonii
G_gossypioides
G_longicalyx
G_mustelinum
G_robinsonii
G_stocksii
G_sturtianum
G_herbaceum

100

85

58

55 83

0.7

Sekil Ek-95. T-COFFEE programinmn 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansini
GTR SBT modelindeki distance analizi
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O_vulgare

— g G_anamalum
96

G_capitis_viridis
G_triphyllum

G_anapoides
—]52 —
67

G_cunninghamii
G_marchantii
G_pulchellum
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum

79 G_pilosum
G_rotundifolium
G_londonderriense
G_populifolium
G_nobile
G_arboreum

LE G_barbadense

G_hirsutum

T'E G_areysianum

65

67

100

G_inacanum
G_somalense
G_aridum
G_laxum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_armourianum
G_darwinii
= G__davidsonii
G_tomentosum
86 L———G Kkiotzschianum
G_harknessii
G_thurberi
G_trilobum
G_turneri
G_australe
89 G_bickii
G_nelsonii
G_gossypioides
G_herbaceum
G_longicalyx
G_mustelinum
G_robinsonii
G_stocksii
G_sturtianum

86

0.7

Sekil Ek-96. T-COFFEE programimn 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansim K2P
SBT modelindeki distance analizi
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8_’|;u£%are
erbaceum
TIE G_arboreum
G_mustelinum
G_longicalyx
G_triphyllum

97 96 G_capitis_viridis
G_anamalum
G_gossypioides
G_schwendimanii
5 G_lobatum
G_aridum
G_laxum

T G_klotzschianum

b |
<

=G _davidsonii
74 G_tqmentosum
Fg—90 g_gfrsutug’:
arwinii
—i__ G_barbadense
R G_thurberi
- =G _trilobum
G_armourianum
G_harknessii
G_turneri
G_cunninghamii
L3 G_marchantii
G_anapoides
10 G_costulatum

G_pulchellum
G_londonderriense
&4 G_rotundifolium
G_pilosum
64 G_populifolium
G_enthyle
G_exiguum
G_nobile
— G_areysianum
92 G_inacanum
G_somalense
G_stocksii
G_robinsonii
g_g{ugfgnum
ickii
TlEG_australe

G_nelsonii

0.7
Sekil Ek-97. Clustal W programimn 1. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinmin
parsimony analizi
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O_vulgare
G_hirsutum

66 G_barbadense

51 —(G_arboreum
G_stocksii
G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
G_aridum
G_lobatum
G_schwendimanii
G _laxum
G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum

— T G_anamalum
66 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides

G_longicalyx
G_nelsonii
LE G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
{ G_areysianum
86 G_inacanum
G_somalense
— G_pilosum
5 G_exiguum
G_rotundifolium
G_populifolium
G_enthyle
G_londonderriense
G_anapoides
55 G_marchantii
99 —G_cunninghamii
G_pulchellum

G_costulatum
G_nobile

<P

93

60

05
Sekil Ek-98. ClustalW programimn 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
— G_schwendimanii
2 G_lobatum
G_aridum
G_laxum
- G_klotzschianum
G_davidsonii
— G_tomentosum
o g_girsul_‘up
arwinii
—T2__ G_barbadense
L G_thurberi
G_trilobum
G_armourianum
G_turneri
G_harknessii
— G_areysianum
%3 G_inacanum
G_somalense
———(G_stocksii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_bickii
rlE G_australe
G_nelsonii
G_rotundifolium
G_pilosum
G_populifolium
G_enthyle
G_exiguum
G_cunninghamii
4 G_marchantii
G_anapoides
63 | —— G _costulatum
G_pulchellum
G_londonderriense
G_nobile
G_herbaceum
354IE G_arboreum
—  G_mustelinum
G_longicalyx
G_triphyllum
97 95 G_capitis_viridis
G_anamalum
G_gossypioides

77

92

68

~
= ]

07

Sekil Ek-99. ClustalW programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
G_turneri
G_harknessii
G_armourianum
G_thurberi

G _trilobum
G_schwendimanii
G_aridum
G_lobatum
G_laxum
G_klotzschianum
G_tomentosum
G_darwinii
G_davidsonii
G_hirsutum

10 &6 G_barbadense

54 —— G _arboreum
G_stocksii
G_mustelinum
G_herbaceum

— G_anamalum
64 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides

G_longicalyx
G_nelsonii
LE G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_pilosum
G_populifolium
G_exiguum
G_rotundifolium
G_enthyle
G_londonderriense
G_anapoides
= G_marchantii
9 ———G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
— G_areysianum
86 G_inacanum

G_somalense

52

63

05
Sekil Ek-100. ClustalW programmin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
G_herbaceum
FE G_arboreum
G_mustelinum
52 G_longicalyx
G_triphyllum
51 #— G_capitis_viridis
G_anamalum
G_gossypioides
— G_schwendimanii
e G_lobatum
—G_aridum
——G_laxum
— G_klotzschianum
10 G_davidsonii
G_tomentosum
gg—8r—— G_hirsutum

_lE G_darwinii

G_barbadense
4@ G_thurberi
G_trilobum
G_armourianum
G_harknessii
G_turneri
G_cunninghamii
65— G_marchantii
G_anapoides
G_costulatum
G_pulchellum
G_londonderriense
83— G_rotundifolium
— G_pilosum
78 [ G_populifolium
G_enthyle
G_exiguum
59 G_nobile
— G_areysianum
T G_inacanum
——G_somalense
—— G _stocksii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_bickii
TE G_australe

G_nelsonii

81

54

Sekil Ek-101. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalanmis ITS1 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
{ G_hirsutum
G_barbadense
89 G_arboreum
G_stocksii
G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klotzschianum
G_aridum
G_lobatum
53 — G_schwendimanii
G_laxum
G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum

{ G_anamalum
10 72 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides

G_longicalyx
G_nelsonii
LE G_australe
G_bickii
G_robinsonii
G_sturtianum
T E— G_areysianum
91 =G inacanum
G_somalense
G_pilosum
G_populifolium
G_exiguum
G_rotundifolium
G_enthyle
G_londonderriense
G_anapoides
G_marchantii
99 ———G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile

65

(4]
i |

0.5

Sekil Ek-102. MAFFT programinin 1. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
G_herbaceum
F'E G_arboreum
——G_mustelinum
G_longicalyx
G_triphyllum
S4— G_capitis_viridis

G_anamalum
G_gossypioides
o G_schwendimanii
T G_lobatum
——G_aridum
——G_laxum
— o7 G_klotzschianum
G_davidsonii
- —G_fomentosum
T g 1 E— g_girsu{ug'f
arwinii
— G_barbadense
4@ G_thurberi
i G_trilobum

G_armourianum
G_harknessii
G_turneri
G_cunninghamii
64— (G_marchantii
G_anapoides
G_costulatum
G_pulchellum
G_londonderriense
8+—— G _rotundifolium
G_pilosum
gs [ G_populifolium
G_enthyle
G_exiguum
77 G_nobile
— G_areysianum
——G_inacanum
——G_somalense
—— G_stocksii
G_robinsonii
G_sturtianum
G_bickii
TE G_australe
G_nelsonii

Sekil Ek-103. MAFFT programmm 2. parametresi ile hizalannmig ITS1 sekansinm
parsimony analizi
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O_vulgare
{ G_hirsutum

93 G_barbadense
—— G _arboreum
G_darwinii
G_davidsonii
G_tomentosum
G_klofzschianum
G_aridum
G_lobatum
G_schwendimanii
—G_laxum
G_harknessii
G_armourianum
G_turneri
G_thurberi
G_trilobum
G_mustelinum
G_herbaceum

{ G_anamalum
74 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_gossypioides
G_longicalyx
76— G_nelsonii
G_australe
i {G_bickﬁ
G_robinsonii
G_sturtianum
— 7 G_areysianum
81 G_inacanum
—— G_somalense
G_pilosum
G_populifolium
G_exiguum
G_rotundifolium
G_enthyle
G_londonderriense
G_anapoides
58 G_marchantii
G_cunninghamii
G_pulchellum
G_costulatum
G_nobile
G_stocksii

10 88
63

99

08
Sekil Ek-104. MAFFT programimin 2. parametresi ile hizalannmig ITS2 sekansimin
parsimony analizi
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O_vulgare
G_anamalum
85 G_triphyllum
G_capitis_viridis
G_herbaceum
il FlE G_arboreum
90 — G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
— G_schwendimanii
29 G_laxum
G_aridum
———@G_lobatum
G_tomentosum
P e G_darwinii

=G barbadense
85 ——— G _hirsutum
% G_klotzschianum
G_davidsonii
—E G_thurberi
G_trilobum
= G_armourianum
G_turneri
G_harknessii
G_robinsonii
1o — G_pulchellum

G_marchantii
55 G_anapoides
G_cunninghamii
G_costulatum
G_londonderriense
G_populifolium
G_exiguum
64 [ G_rotundifolium
G_pilosum
G_enthyle
G_nobile
— G_areysianum
T G_inacanum
G_somalense
—(G_stocksii
G_sturtianum
G_bickii
?EG_australe

G_nelsonii

07

Sekil Ek-105. MUSCLE programinin 1. parametresi ile hizalanmis ITS1 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare

— G_anamalum

75 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_schwendimanii
G_laxum
G_aridum
G_lobatum
G_tomentosum
G_darwinii
G_klotzschianum
57 G_armourianum
G_thurberi
G_turneri
G_davidsonii
G_harknessii
G_trilobum
G_robinsonii
G_pulchellum
G_marchantii

£ G_anapoides
G_cunninghamii
G_costulatum
G_londonderriense
G_populifolium
G_exiguum

98 G_rotundifolium
G_pilosum

71 G_enthyle
G_nobile
YR G_areysianum
78 =—=——G_inacanum

60 G_somalense
G_stocksii
G_herbaceum
G_mustelinum
G_sturtianum
G_gossypioides
{ G_bickii

80 G_australe
G_nelsonii
G_longicalyx
— 5 G_hirsutum

85 G_barbadense

G_arboreum

Sekil Ek-106. MUSCLE programinin 1. parametresi ile hizalanmis ITS2 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
G_gossypioides
86— G_mustelinum
9 G_herbaceum
—f G_arboreum
76 G_longicalyx
G_anamalum
95 G_triphyllum
G_capitis_viridis
— G_somalense
m G_stocksii
G_areysianum
———@G_inacanum
G_nobile
G_populifolium
G_rotundifolium
s —G_pilosum
G_pulchellum
G_costulatum
G_londonderriense
G_anapoides
&3 G_cunninghamii
G_marchantii
G_exiguum
G_enthyle
G_robinsonii
G_sturtianum
61— G_nelsonii
G_bickii
—for__ G_australe
58 G_klotzschianum
=———G_davidsonii
G_tomentosum
s— 89— G_hirsutum

G_darwinii
— G_barbadense
—E G_tﬁurben'
51 G_tr;lobum
G_armourianum
G_turneri
70 G_harknessii
—G_laxum
52 G_aridum
G_schwendimanii
——G_lobatum

07
Sekil Ek-107. MUSCLE programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
G_stocksii
53 —G_arboreum
64 G_hirsutum
G_barbadense
G_somalense
LE G_areysianum
G_inacanum
G_mustelinum
G_pilosum
G_cunninghamii
55 G_anapoides
G_marchantii
G_exiguum
G_rofundifolium
G_populifolium
G_enthyle
99 G_londonderriense
G_costulatum
G_pulchellum
G_nobile
G_gossypioides
G_longicalyx
G_herbaceum
G_triphyllum
Io LEG_anamaium
G_capitis_viridis
— G_schwendimanii
G_aridum
G_lobatum
G_laxum
G_tomentosum
G_darwinii
G_davidsonii
G_armourianum
G_thurberi
G_turneri
G_harknessii
G_trilobum
G_Kklotzschianum
G_nelsonii
LE G_bickii
G_australe
G_robinsonii
G_sturtianum

65

86

52

0.5

Sekil Ek-108. MUSCLE programimin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin
parsimony analizi (Nodlarda bulunan degerler bootstrap degerleridir)
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O_vulgare
G_anamalum
46 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_arboreum
60 754IE G_herbaceum
76 —G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
G_anapoides
64 G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
G_londonderriense
G_pilosum
G_populifolium
G_pulchellum
G_rotundifolium
G_nobile
— G_areysianum
29 G_inacanum
G_somalense
G_stocksii
— G _aridum
56 G_laxum
G_lobatum
—— G _schwendimanii
G_armourianum
G_barbadense
86 {G_hirsutum
R——— G darwinii
G_fomentosum
77 |98—G_davidsonﬁ
61 =G _klotzschianum

T G_thurberi
E—G ftrilobum

74

G_harknessii
G_turneri
G_australe
18 G pickii
G_nelsonii
G_robinsonii

G_sturtianum
0.7

ekil Ek-109. T- rograminin 1. parametresi ile hizalanmi1 sekansinin
kil Ek-109. T-COFFEE progr. I.p i ile hizal s ITS1 sek
parsimony analizi
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—18
70

£O
At

98
88
L
—
74

67

85
10

62
—
86

O_vulgare
G_anamalum
G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_anapoides
G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
G_pilosum
G_rotundifolium
G_londonderriense
G_populifolium
G_pulchellum
G_nobile
G_arboreum
G_barbadense
G_hirsutum
G_areysianum
G_inacanum
G_somalense
G_stocksii
G_aridum
G_laxum

— G _lobatum

G_schwendimanii
G_armourianum
G_darwinii
G_davidsonii
G_harknessii
G_klotzschianum
G_thurberi
G_tomentosum
G_trilobum
G_turneri
G_australe
G_bickii
G_nelsonii
G_gossypioides
G_herbaceum
G_longicalyx
G_mustelinum
G_robinsonii
G_sturtianum

Sekil Ek-110. T-COFFEE programimin 1. parametresi ile hizalannig I'TS2 sekansinin

parsimony analizi
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O_vulgare
G_anamalum
5% G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_arboreum
62 TEG_herbaceum
78 —G_mustelinum
G_longicalyx
G_gossypioides
G_anapoides
G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
— G_exiguum
88 G_londonderriense
— G_pilosum
g4 [ G_populifolium
G_pulchellum

G_rotundifolium
G_nobile
G_areysianum
—i50__ G_inacanum
00— (G somalense
G_stocksii
G_aridum
G _laxum
G _lobatum
G_schwendimanii
G_armourianum
G _barbadense
G_darwinii
G_hirsutum
G_tomentosum

52
G _thurberi
I I G_trilobum
S T G_davidsonii

G_klotzschianum
G_harknessii

-+

55

86

89

58

g_turnfri’
_australe
TlE G_bickii
—— G _nelsonii
G_robinsonii

G_sturtianum

0.7

Sekil Ek-111. T-COFFEE programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS1 sekansinin
parsimony analizi
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O_vulgare
— G_anamalum
71 G_capitis_viridis
G_triphyllum
G_anapoides
56 G_cunninghamii
G_marchantii
G_costulatum
G_enthyle
G_exiguum
64 52 G_pilosum
G_rotundifolium
99 G_londonderriense
G_populifolium
G_pulchellum
G_nobile
G_arboreum
L'E G_barbadense
G_hirsutum
— 6 G_areysianum
73 G_inacanum
67 G_somalense
G_stocksii
G_aridum
G_laxum
G_lobatum
G_schwendimanii
G_armourianum
1o G_darwinii
G_davidsonii
52 G_harknessii
G_klotzschianum
G_thurberi
G_tomentosum

G_trilobum
G_turneri

— G_australe

86 G_bickii
G_nelsonii
G_gossypioides
G_herbaceum
G_longicalyx
G_mustelinum
G_robinsonii
G_sturtianum

Sekil Ek-112. T-COFFEE programinin 2. parametresi ile hizalanmig ITS2 sekansinin
parsimony analizi
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