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Bu ¢alismada Yozgat Bozok Universitesi liken herbaryumunda bulunan 9 farkli cinse
ait 10 farkli liken taksonu molekiiler olarak incelenmistir. Bu incelemede
Dermatocarpon miniatum var. miniatum, Dolichousnea longissima, Lobaria
pulmonaria, Parmelina tiliacea, Pseudevernia furfuracea, Ramalina farinacea,
Umbilicaria hirsuta, Usnea intermedia, Xanthoparmelia protomatrae liken
taksonlart kullanilmigtir. Molekiiler analizler, ITS primerleri kullanilarak PCR
yontemi ile gerceklestirilmistir. Sekans analizleri sayesinde incelenen bolgeler
detayli olarak analiz edilmistir. ITS dizileri temel alinarak yapilan filogenetik
analizler ve dendrogramlar, hem c¢alisilan 6rnekler hem de gen bankasindan alinan
ornekler ile birlikte degerlendirilmistir. Bu filogenetik analizler, Neighbor-Joining
(NJ) yontemi ile yiiriitiilmiistiir. NJ dendrogramlar1 incelendiginde, incelenen
taksonun ve ayni cinse ait gen bankasindan alinan diger taksonlarin bir grup
olusturdugu belirlenmistir. Dis grup olarak segilen taksonlar ise bu cins grubundan
ayrilarak farkli bir klad olugturmustur.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

MOLECULAR INVESTIGATION OF SOME LICHEN SPECIES IN YOZGAT
BOZOK UNIVERSITY LICHEN HERBARIUM

DILARA YUCELER

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
SCHOOL OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. MUSTAFA KOCAKAYA

In this study, 10 different lichen taxa belonging to 9 different genera in the lichen
herbarium of Yozgat Bozok University were analysed molecularly. Dermatocarpon
miniatum var. miniatum, Dolichousnea longissima, Lobaria pulmonaria, Parmelina
tiliacea, Pseudevernia furfuracea, Ramalina farinacea, Umbilicaria hirsuta, Usnea
intermedia, Xanthoparmelia protomatrae lichen taxa were used in this study.
Molecular analyses were performed by PCR method using ITS primers. Thanks to
sequence analyses, the regions examined were analysed in detail. Phylogenetic
analyses and dendrograms based on ITS sequences were evaluated together with both
the studied specimens and the specimens from the gene bank. These phylogenetic
analyses were carried out with the Neighbor-Joining (NJ) method. When the NIJ
dendrograms were analysed, it was determined that the studied taxon and other taxa
from the genebank belonging to the same genus formed a group. The taxa selected as
outgroups were separated from this genus group and formed a different clade.

2024, xi + 52 Pages
Keywords: Biodiversity, Lichen, Neighbor-Joining, Phylogeny.
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

1l : Mikrometre

mm : Milimetre

ml : Milimetre

Kisaltmalar Aciklamalar

DNA : Deoksiriboniikleik asit

ITS : Internal Transcribed Spacer
NJ : Neighbor-Joining

MgCl, : Magnezyum kloriir

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SSU :Kiiciik Alt Unite

X1



1. GIRIS

Likenler, mantar ve fotosentetik alglerin veya siyanobakterilerin birlikte meydana
getirdikleri simbiyotik olarak yasamlarini siiriidiiren bir birlikteliktir. Bu yapida, mikobiyont
ortak olarak mantar bulunuyorken ve fotosentetik ortak olarak ise bir ya da birden fazla alg
ve/veya siyanobakteri yer alir. Mantar bileseni (mikobiyont) genellikle Ascomycetes veya
Basidiomycetes siniflarina ait olur, fakat ¢ogu liken tiirii Ascomycetes iiyelerindendir.
Ascomycetes lyelerinin biiyiikk bir kismu likenlesmis mantarlar1 temsil ederken,
Basidiomycetes ve Deuteromycetes tiirlerinden de bazi likenlesmis formlar bulunur.
Fotobiyont ortaklar genellikle Chlorophyta bdliimiinde yer alan yesil alglerden olusur, daha

nadiren de Cyanobacteria boliimiinde yer alan siyanobakterilerden olusur (Brodo, 2001).

Liken olusumunda rol oynayan mantar ve algler, birbirleriyle birlesmeden oOnceki
formlariyla biiyiik farklilik gosterirler ve uzun omiirlii bir tallus olustururlar (Hawksworth
& Hill, 1984). Bu simbiyotik iliskide mantar ortagi, birliktelige fotosentez i¢in gerekli olan
COz2, H20 ve baz1 mineral maddeler saglar. Fotosentetik ortaklar ise fotosentez yoluyla

tirettikleri karbonlu organik maddeler ve oksijen iiretir (Liicking et al., 2017).

Likenler, birliktelikte yer alan mantar ortagina goére Fungi (Mantarlar) aleminde
siniflandirilmaktadir. Su ana kadar diinya genelinde 25.000'den fazla likenlesmis mantar
taksonu tanimlanmistir (Hawksworth & Hill, 2021). Bu sayinin, yapilan arastirmalar ve
calismalarla birlikte giderek arttig1 gozlemlenmektedir. Likenlesmis mantarlarin biiytlik bir
cogunlugunu (%99) Ascomycota subesine mensup mantarlar olustururken, geri kalan
kismin1 ise Basidiomycota subesine ait mantarlar olugturmaktadir (Lumbsch & Leavitt,

2011).

Likenler, tropikal bolgelerden kutuplara kadar genis bir karasal alanda gelisebilir. Yiiksek
151k yogunlugunun fotobiyontlar1 olumsuz etkiledigi durumlarda, mantar ortagi cok yogun
olan 151k miktarini azaltarak fotobiyontlarin hayatta kalmalarini saglar. Bu sayede likenler,
cok yogun 1s1kl1 habitatlarda dahi yasamini siirdiirebilir (Nash, 2008). Likenler, mutualistik
bir simbiyoz iliskisi 6rnegi olarak gosterilse de bazi aragtirmalar likenlerin kontrollii
parazitlik 6rnegi olarak da degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Mikobiyont, liken
simbiyozunda en fazla faydayi elde eden taraftir. Buna karsin, fotobiyont, serbest yasadigi

duruma kiyasla liken i¢cinde daha yavas biiylime egilimindedir (Pell, 1999).



"Liken" ifadesi ilk olarak M.O. dérdiincii yiizy1lda Theophrastus tarafindan dile getirilmistir.
Ancak, Theophrastus'un "liken" olarak ifade ettigi canlilar aslinda "ciger otlari"ydi. Daha
sonra, liken terimi botanikgiler tarafindan yosunlarla karistirilmistir. Ik olarak, likenlerin
alg ve mantarlarin birlesimiyle olustugunu one siiren kisi Alman botanik¢i Simon
Schwendener'dir (Schwendener, 1869). Isvecli bilim insan1 Linnaeus, tiim likenleri tek bir
cins altinda toplayarak 80 tiir tanimlamistir (Linnaeus, 1753). Liken biliminin onciisii olarak
kabul edilen botanik¢i Erik Acharius ise, Linnaeus'un "Lichen" adin1 verdigi grubu 41 cinse
ayirmis, tallus ylizeyindeki soredler ve askosporlari siniflandirmada kullanmistir (Acharius,

1803).

Likenler ile ilgili gerceklestirilen sistematik ¢aligmalar genellikle morfolojik karakterlere
dayanir. Likenlerin talluslarinda bulunan liken asitlerinin belirli kimyasal maddelerle
verdikleri renk tepkimeleri de tanimlamaya yardimci olur. Fakat, bu tanimlar, likenlerin

sistematik gruplarini kesin olarak belirlemede yetersiz kalmaktadir (Miller, 2001).

Son yillarda, liken simbiyontlarinin genetik farkliliklarinin incelenmesi 6nemli olgiide
ilerleme kaydetmistir (Myllys ve ark., 2001). Liken olusturan mantarlarin genetik ¢esitliligi,
poplilasyon yapist ve evrimsel siirecleri iizerine yapilan arastirmalar giderek artis
gostermektedir (Crespo ve ark., 2007). Bu calismada, Tirkiye’nin ¢esitli yerlerinden
toplanmis ve Yozgat Bozok Universitesi liken herbaryumunda bulunan kabuksu liken
taksonlariin molekiiler 6zelliklerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu siireg, ITS gen
bolgesinin PCR yontemiyle ¢ogaltilmasini ve DNA sekans analizi ile incelenmesini igerir.

Ayrica, bu tiirler arasindaki benzerlikler ve farkliliklarin belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Likenler

Likenler, mantar ve alglerin birleserek hem morfolojik hem de fizyolojik olarak biitiinlestigi
simbiyotik yapilar olarak tanimlanir (Hawksworth, 1996). Hava kirliligine kars1 genellikle
hassas olduklarindan, hava kirliliginin olmadig1 bolgelerde yasarlar ve bu nedenle biyolojik
indikatorler olarak kullanilirlar. Ozellikle kiikiirt dioksit gibi gaz kirleticilere karsi
duyarliliklar1 nedeniyle, sehir kirliligi ve emisyon kaynaklarinin etrafinda indikator olarak

degerlendirilmektedirler (Nash, 2008).

Ekolojik acidan onemli olan likenler, ekolojik siiksesyonda onciilik ederler. Likenler,
salgiladiklar liken asitleri sayesinde {izerinde yasadiklar1 kayalar1 agindirarak ince bir toprak
tabakasi olustururlar. Bu siire¢, karayosunlarinin gelisimine olanak saglar. Zamanla, liken
pargalar1 ve karayosunlar1 organik madde birikimini artirir, boylece humus olusur ve otsu
bitkiler, calilar ve yiiksek yapili bitkilerin gelismesi i¢in uygun bir ortam saglanir (Ellis,
1991).

Likenler, eseyli ve eseysiz lireme ile ¢cogalabilme yetenegindedir. Eseysiz lireme soredler
araciligiyla saglanir. Soredler, alg hiicrelerinin mantar hifleriyle sarilmasiyla olusan
yapilardir ve bu yapilar riizgar ve diger etkenlerle tasinarak yeni likenleri olusturur.
Likenlerde, eseyli iiremeyi sadece mantar ortagi saglar ve algler eseyli olarak iireyemezler.
Apotesyum ve peritesyum adi verilen eseyli lireme yapilar1 vardir. Bu yapilarin icerisinde
spor keseleri denilen askuslar ve askuslarin igerisinde de eseyli lireme sporlari olan
askosporlar bulunur. Askosporlar olgunlastiklarinda etrafa yayilir ve uygun ortamda

cimlenerek yeni likenler olustururlar (Miller, 2001).

Likenlerde siniflandirma yapilirken bazi 6zellikler g6z oniline alinmaktadir. Bu yapilar
apotesyum ve peritesyumlarin sekilleri, askuslarin yapi-sekilleri, sporlarin yapi-sekilleri ve
sayilar1 gibi karakteristik bazi 6zellikler ayirt edici olmaktadir (Liicking ve ark., 2020).
Eseyli tireme yapilarindan apotesyum adi verilen iireme yapilarina daha sik rastlanmaktadir.
3 farkli tipte apotesyum vardir. Bunlar: lekanorin tip apotesyum, lesidein tip apotesyum ve

biatorin tip apotesyumdur (Liicking et al., 2020).



2.2. Likenlerin Siniflandirilmasi

Sistematikgiler likenleri gesitli Olciitlere gore kategorize etmislerdir. Bu Olgiitler arasinda

tallus yapilari, morfolojik 6zellikler, substrat tiirleri ve yasadiklar1 ortamlar bulunur.

Alg ve mantar hiicrelerinin tallus yapisindaki dagilimina gore likenler, homeomerik ve

heteromerik tallusa sahip likenler.olarak iki gruba ayrilir.

Homeomerik likenlerin tallus kesitleri alindiginda, fotosentetik ortak ile mikobiyont ortak

esit olarak dagilmis bir sekilde goriiliir (Nash, 2008).

Heteromerik likenlerin tallus kesitleri alindiginda ise, fotosentetik ortak ile mikobiyont
ortagin ayr1 ayri tabakalar olusturdugu goriiliir. Heteromerik bir likenin tallus kesiti
incelendiginde farkli tabakalar goriilmektedir. Bu tabakalar iist ylizeyden alt yiizeye dogru:
iist korteks tabakasi, fotosentetik ortagin bulundugu fotobiyont tabakasi (gonidi), mantar
hiflerinin yer aldig1 mikobiyont tabakasi (medulla) ve alt korteks olarak siralanir. Ornegin,

Hypogymnia cinsi heteromerik likenlerdendir (Brodo, 2001).

Likenler morfolojik goriinlimlerine gore 3 temel gruba ayrilir. Bunlardan tallus goriiniimii
kabuk seklinde olan likenler substrata sikica baghdirlar. Kayalarin yiizeyinde bulunur ve
substrat olmadan toplamak zordur. Ornekler: Aspicilia, Caloplaca, Lecanora ve Rhizocarpon

(Hawksworth, 1996).

Yapraksi liken olarak isimlendirilen grupta ise likenler, dorsal ve ventral farkliliklart mevcut
olan, loplar1 yass1 bi¢imli ve yaprak seklindedir. Bu likenler, rizin ve umbilikus ad1 verilen
yapilar sayesinde substratlarma baglidirlar. Ornekler: Parmelia, Peltigera, Umbilicaria

(Nash, 2008).

Dalst likenler olarak isimlendirilen gruptaki likenlerin talluslar1 dallanmis iplik seklindedir.
Bu likenler substratlarina tek bir noktadan tutunurlar ve kolaylikla substratlarindan

ayrilabilirler. Ornekler: Usnea, Evernia (Brodo, 2001).

Pulsu likenler ad1 verilen kabuksu likenlerin alt grubu olan likenlerin talluslari pul seklinde
olup substratlarindan ayrilirlar ve kabuksu likenlere benzese de alt kisimlari farklidir. Ornek:

Squamarina cartilaginea (Ellis, 1991).

Likenler, ayrica tizerinde yasadiklar1 substratlarina gére dort grupta incelenir:



Epifitik likenler, Agac ve bitkileri substrat olarak segerler ve yiizeyde veya kismen gomiik

olarak bulunabilirler (Hawksworth, 1996).

Saksikol likenler, kayalar1 ve taglar1 substrat olarak secer ve onlarin iizerinde gelisirler. Kaya
ylizeyinde gelisenlere epilitik, kayaya kismen gomiik olanlara ise endolitik likenler denir

(Ellis, 1991).

Terrikol likenler, ¢esitli yapidaki topraklar1 substrat olarak kullanirlar ve toprak yiizeyinde

gelisirler (Nash, 2008).
Muskikol likenler ise, karayosunlari iizerinde gelisirler (Brodo, 2001).
2.3. Likenlerin Molekiiler Olarak Simiflandirilmasi

Geleneksel olarak kullanilan taksonomik siniflandirma, canlilart dis goriiniislerine ve
anatomik yapilarina bakarak siniflandirma yapar. Ancak bu yontemler, benzerlik gosteren
organizmalar arasindaki farkliliklar1 belirlemede yetersiz kalabilir. Ayrica, morfolojik ve
anatomik oOzellikler habitat degisikliklerinden etkilenebilir, bu da aym tilirtin farkh
goriinlimler sergilemesine neden olabilir. Bu nedenle genetik 6zellikler, taksonomide daha
giivenilir bir temel saglar. Molekiiler biyoloji teknikleri, tiirlerin dogru bir sekilde

siniflandirilmasinda ve teshisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Likenlerin sistematik ¢alismalar1 genellikle morfolojik ve kimyasal 6zelliklere dayanirken,
molekiiler biyolojik teknikler daha kesin sonuclar saglayabilir. Genotipin fenotipe oranla
daha stabil olmasi, tiirlerin dogru bir sekilde siniflandirilmasinda molekiiler yontemlerin

kullanilmasin1 destekler.
2.4. Molekiiler Belirtecler (Markirlar)

Molekiiler belirtegler, genomda bulunan gen bolgeleri veya DNA pargalaridir ve popiilasyon

cesitliligini belirlemede yiiksek gilivenilirlik sunar. Bu belirteclerin avantajlari sunlardir:

e Genoma baglidirlar ve bu nedenle giivenilirdirler.

e Tekrarlanabilirlikleri yiliksek olup, farkli laboratuvarlarda standart sonuglar verirler.
e Genom lizerinde birden fazla bolgeyi tespit edebilme kapasitesine sahiptirler.

e Cevresel kosullardan etkilenmezler.

e Dominat ve kodominat 6zellikler gosterebilirler.

e Tim dokularda tanimlanabilirler.



e Oliimciil etkiye sahip degillerdir.

2.4.1. ITS ve rDNA

rDNA, okaryotik canlilarin ¢ekirdeklerinde bulunan ve ¢ok sayida kopyasi bulunan bir gen
ailesidir. rDNA'nin yapisal olarak 5.8S, 18S ve 28S genleri bulunur. Bunlar, ITS-1 ve ITS-
2 gibi i¢ bolgelerle ayrilmistir. ITS bolgeleri, tiirler arasindaki farkliliklar1 belirlemede
kullanilir ve niikleer rDNA'n1n cins, tiir ve popiilasyon seviyelerindeki problemleri ¢6zmede

yardimeidir.
2.4.1.1. ITS Bélgesinin Genel Ozellikleri:

Filogenetik analizlerde yeterli bilgi saglayacak uzunlukta (600—700 bp) ve ¢ok fazla kopya

say1s1 mevcuttur.

Cins ve tiir kategorisinde korunmus rDNA bdlgelerine komsudur.
Genellikle cins ve tiir seviyelerinde filogenetik ¢calismalarda kullanilir.
Daha hizli evrim gegirir ve bu nedenle daha dinamik veriler sunar.
2.4.1.2. ITS ile rDNA iliskisi

Molekiiler biyolojideki ilerlemeler, tiirlere 6zgii gen bolgelerinin tanimlanmasini miimkiin
kilmistir. ITS bolgesi, tiirlerin teshisinde ve filogenetik ¢alismalarda énemli bir yer tutar.
ITS birimleri ile rDNA alt birimleri birlikte yer alip, bu birimler PCR ¢alismalar ile elde
edilir. ITS bolgelerinin evrensel primerlerle amplifiye edilmesi, tiirlerin dogru bir sekilde

belirlenmesine olanak tanir.
2.4.1.3. rDNA Bolgeleri
2.4.1.3.1. 18S rDNA (Kiig¢iik Alt Birim)

18S rDNA, kiiciik ribozomal RNA alt birimi olarak bilinir ve olduk¢a korunan bir bdlgedir.
Cesitli taksonomik kategorilerin filogenetik calismalarinda sikg¢a kullanilir. Bu bolge, fungal
soylarin sistematiginde farkli taksonomik seviyelerde filogeniyi yeniden insa etmek ig¢in

oldukg¢a yararhidir (Schneider et al., 2019).



2.4.1.3.2. 5.8S rDNA

5.8S rDNA, niikleotit icerigi bakimindan olduk¢a korunmus bir bolge olup, biiylik alt
birimin bir parcasidir. Ancak, 163-164 bp uzunlugundaki bu bolge tek basina filogenetik
analizlerde yeterli uzunlukta olmadigindan, genellikle ITS bolgeleriyle birlikte
degerlendirilir (Hibbett et al., 2007).

2.4.1.3.3. 28S rDNA (Biiyiik Alt Birim)

28S rDNA, kiiciik ribozomal RNA alt biriminden daha uzun olup, baz igeriginde daha fazla
cesitlilik gosterir. Ancak, rDNA genlerindeki varyasyonlar genellikle yakin akraba tiirlerin
ayirt edilmesinde yeterli olmamaktadir. Bu sebeple, familya ve daha yiiksek taksonomik
seviyelerde kullanilir (Liicking et al., 2018). ITS ve IGS bolgeleri, cinsler arasinda, tiir
seviyesinde ve popiilasyon g¢alismalar i¢in daha fazla varyasyon saglar ve bu nedenle

filogenetik calismalarda siklikla tercih edilir (Schoch ve ark., 2009).
2.4.2. DNA Sekans Analizi

DNA sekans analizi, DNA'da bulunan niikleotidlerin tespit edilmesini ifade eder. DNA'nin
baz bilesimini analiz etmeye yonelik teknikler 85 yil Once gelistirilmis olsa da bu
niikleotitlerin kimyasal yontemler ile analiz edilmeleri giiniimiizden 60 yil Oncesinde
baslamistir. DNA'nin niikleotid dizilerinin dogrudan kimyasal analizi 1960'larda yapilmaya
baslanmigtir. Bundan 10 yil sonra ise miikleotit dizilerinin daha etkili ve daha dogru

yontemler ile analiz edilmesi i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmistir (Smith & Wilke, 2022).

DNA sekanslama, DNA'da bulunan yapilarin belirlenmesi ve niikleotit sirasin1 belirlemek
amaciyla gelistirilmis ve kullanilmakta olan bir tekniktir. Genlerde meydana gelen
mutasyonlarin belirlenmesi, rekombinant teknikler kullanilarak yapilacak ¢aligmalar icin
uygun yapilarin tespit edilmesi, genlerin ne zaman ve ne kadar ifade edilecegini belirleyen
bolgelerin tanimlanmasi ve genlerin etkilerinin incelenmesi gibi uygulamalarda yaygin

olarak kullanilir (Brown et al., 2023).

Niikleotit sekanslarinin tespit edilmesi i¢in farkli 2 yontem kullanilmaktadir. Bunlar
“Maxam-Gilbert” ve “Sanger” Yontemleridir. Maxam-Gilbert'in yonteminde (kimyasal
degredasyon), DNA'nin bazi noktalarindaki belirlenen niikleotitlerden kimyasal olarak ile
parcalanmasina dayanir. Sanger-Coulson tarafindan gerceklestirilen yontemde, DNA

sentezlenirken belirlenen bir niikleotitle sonlanmasi saglanir. Yontemlerin ikiside DNA



hazirlanir, ¢esitli reaksiyonlar gerceklesir ve jel elektroforezi kullanilir. Dizilenecek DNA
icin ayr1 ayr1 4 reaksiyon uygulanir ve sonugta 4 farkli niikleotit uzunlugunda DNA
parcaciklari elde edilir. Bu pargaciklar bir jelde elektroforez ile ayristirilir. Jel goriintiiliimesi
yapilarak hangi bant bolgesinin hangi baza denk geldigi belirlenir ve siralama yapilir

(Maxam & Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977).
2.4.2.1. Maxam ve Gilbert’in Kimyasal Kirilma Yo6ntemi

Kimyasal kirilma teknigi, DNA'nin bazlarimi belirli kimyasal maddelerle degistirmeyi ve
ardindan bu degisiklikleri piperidin gibi reaktiflerle tespit etmeyi igerir. Bu yodntem
genellikle hidrazin, dimetil siilfat veya formikasit kullanarak bazlar1 degistirmekte ve
piperidinle bu modifikasyonlarin yer aldigi niikleotitleri hedef alarak zinciri kesmektedir
(Maxam & Gilbert, 1977). DNA genellikle 5' ucundan 32P radyoaktif izotop veya floresan
boya ile etiketlenir. Etiketleme islemi, DNA'nin iki iplik¢isinin ayrilmasi ya da uygun bir
restriksiyon enzimi ile sadece bir iplik¢inin kesilmesi yoluyla yapilir. Daha sonra, DNA dort
farkli tlipe ayrilarak her bir tiipte A, C, G ve T niikleotitlerini degistiren tepkimeler yapilir.
Tiplerdeki farkli pozisyonlardan kirilmis DNA pargalari jel elektroforezinde ayristirilir ve

otoradyografi ile bantlar goriintiilenir (Maxam & Gilbert, 1977).

Dimetil siilfat, piirinlerin kirtlmasinda kullanilir; bu islemde bazik ortamda guanin kirilir,
adenin ise asidik ortamda kirilir. Sitozin ve timin gibi pirimidin bazlarin1 kirmak icin ise
hidrazin gorev yapar. Bu iki reaksiyon, yiliksek tuz derisimi ve bazik ortam kullanilarak

ayrilir (Maxam & Gilbert, 1977).
2.4.2.2. Sanger Yontemi

Sanger yontemi, DNA dizilerini belirlemek i¢in enzimatik DNA sentezine dayanir ve her bir
niikleotidin yerini belirlemek amaciyla dizileme sirasinda 6zel terminator niikleotitleri
kullanir. Maxam-Gilbert yontemine gore daha hizli ve daha giivenilirdir (Sanger et al.,
1977). Bu yontemde, tek zincirli kalip DNA, deoksiniikleotid trifosfatlar (dNTP'ler),
dideoksiniikleotid trifosfatlar (ddNTP'ler), DNA polimeraz ve serbest 3'-OH grubuna sahip
primerler kullanilir. DNA polimeraz, dNTP'lerin yani sira, 3'-OH grubunu tasimayan
ddNTP'leri de substrat olarak kullanabilir, bu da zincir uzamasimi durdurur. ddNTP'lerin
eklenmesiyle DNA sentezi sonlanir ve bir DNA parcasi elde edilir (Sanger et al., 1977). Elde

edilen DNA pargalarina elektroforez uygulanir ve jel iizerinde en kisa parcadan baslayarak



bir merdiven benzeri bir goriintii olusur. Bantlar, kullanilan ddNTP tiirtine gore tespit edilir

ve baz dizilimi belirlenir (Sanger et al., 1977).
2.4.2.3. Otomatik DNA Dizi Analizi Yontemi

Otomatik dizileme, Sanger'in DNA sentez yontemi iizerine kurulu olup, radyoaktif izotoplar
yerine floresan boyalar kullanir. Bu yaklagim, floresan etiketlenmis ddNTP'ler sayesinde,
niikleotidlerin her birini farkli renklerle belirleyerek otomatik bir dizileme siireci saglar. 4
ayr1 renk boyasi kullanilarak her niikleotit tipi belirlenir ve bir kromatogram elde edilir
(Schuster, 2005). Otomatik dizileme cihazlari, sabit bilgisayarlarda yiiklii programlar ile
yonetilen elektroforez sistemlerinden olusur. Lazer 151k kaynag ile tarama yapilir ve floresan
boyalarin uyarilmasi ile elde edilen veriler bilgisayar yazilimlari ile analiz edilir (Schuster,

2005).
2.4.3. Filogenetik Analiz

Filogeni, organizmalarin evrimsel tarihini inceler. Filogenetik, taksonlarin birbirleri ile
evrimsel ve genetik iligkilerini inceleyen, ayn1 zamanda da akrabaliklarini aragtiran bilim
dalidir. Molekiiler filogenetik, DNA ve protein dizilerini kullanarak tiirler arasi iliskileri

analiz eder (Felsenstein, 1981).

Filogenetik analizde bazi varsayimlar yapilir:

Kullanilan molekiiler diziler homologdur ve ortak bir kaynaktan tiiremistir.
Filogenetik farklilasma iki kola ayrilarak gergeklesir.

Diziler arasindaki her pozisyon bagimsiz olarak evrimlesmistir (Felsenstein, 1981).
2.4.4. Filogenetik Agac

Filogenetik agaglar, taksonlarin evrimsel iligkilerini gorsel olarak temsil eder. Agag,
dallanma olaylarini ve tiirlerin yakinliklarint gosterir. Agag, diigiimler ve dallardan olusur;
diigtimler, taksonlarin ikiye ya da ikiden fazla popiilasyonlara ayristig1 noktalar1 temsil eder

(Rokas & Carroll, 2006).

Filogenetik agac¢larin kullanildig: alanlar arasinda genler arasi etkilesim, ilag tasarimlari, as1
caligmalari, genetik hastaliklarin epidemiyolojisi, yeni genlerin iglevlerinin tespiti ve

mikrobiyal ekoloji ¢aligmalar1 bulunur (Rokas & Carroll, 2006).



2.4.4.1. Filogenetik Aga¢ Olusturma Yontemleri
Filogenetik agac¢ olusturma yontemleri iki kategoride incelenir:
Karakter Temelli Yontemler

e Bayes Metodu
e Maximum Parsimony Metodu (MP)
e Maximum Likelihood Metodu (ML)

Mesafe Temelli Yontemler

e Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean Metodu (UPGMA)
e Neighbour Joining Metodu (NJ)

2.4.4.1.1. Karakter Temelli Yontemler
2.4.4.1.1.1. Maximum Parsimony (MP)

Maximum Parsimony (MP), en az mutasyonu iceren agaglar1 belirlemeye dayanir. Bu
yontem, evrimsel degismenin miktarini en aza indiren agaclari tercih eder (Felsenstein,
1981). MP analizi, diziler arasindaki benzerliklerin yiiksek oldugu durumlarda daha etkili
sonuclar sunar. Bu analizde iki ana yontem kullanilir: Kesin yaklasim, tiim olasi agaglari
degerlendirirken; tahmini yaklasim ise istatistiksel giivenilirlik 6l¢timlerine dayanir (Kress

ve ark., 2002).
2.4.4.1.1.2. Maximum Likelihood (ML)

ML, her aga¢ topolojisinin gozlenen veriyi olusturma olasiligini hesaplar ve en yiiksek
olasiliga sahip agaclar1 secer (Felsenstein, 1981). ML yontemi daha genis veri kiimeleri

kullanabilir ancak hesaplamada yavastir.
2.4.4.1.1.3. Bayes Metodu

Bayes Metodu, gozlenmeyen olasiliklart gdzlemlerle tahmin eder ve ML yontemine gore
daha hizlidir. Onceki ve sarta bagl olasiliklar1 kullanarak en uygun agaglar1 belirler (Yang,

1996).
2.4.4.1.2. Mesafe Temelli Yontemler

Bu teknik, niikleotitlerin hizalanmalar1 neticesinde ortaya g¢ikan mesafelere dayanarak

filogenetik agac¢ olusturur (Saitou & Nei, 1987).
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2.4.4.1.2.1. UPGMA Metodu

UPGMA metodu, her iki grup arasindaki ortalama mesafeyi kullanarak aga¢ olusturur.
Mesafe matrislerini kullanarak gruplari birlestirir ve sonugta hiyerarsik bir agac¢ yapisi

olusturur (Saitou & Nei, 1987).
2.4.4.1.2.2. Neighbour Joining (NJ)

NJ, filogenetik agaclar1 olustururken, en kiigiik mesafeye sahip ciftleri belirler ve bu ¢iftleri
birlestirerek agaci olusturur. Bu yontem, daha hizli sonuglar verebilir ve biliyiik veri

kiimelerinde etkilidir (Saitou & Nei, 1987).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg
Likenlerin Temini

Likenler, Tiirkiye’de bulunan cesitli bolgelerden daha 6nceki arazilerde toplanmis olan ve
Yozgat Bozok Universitesi liken herbaryumunda bulunan érnekler arasindan secilmistir.

Toplama sirasinda kullanilan ekipmanlar sunlardir:

Arazi Ekipmani: Klasik ekipmanlarin yani sira, liken toplama iglemleri i¢in yumusak kagit
keseler, kayalar1 kirmak i¢in ¢ekic ve keski, ve érneklerin dnemli yapilarinin korunmasi igin

yumusak peceteler.

Ornekler: Liken &rnekleri Yozgat Bozok Universitesi liken herbaryumundan temin

edilmistir.

Tayin icin Kullanilan Araclar ve Kimyasallar:
Mikroskoplar
OLYMPUS SZX10 stereomikroskop
OLYMPUS BX53 1s1k mikroskobu
Kimyasal Reaktifler
Potasyumhidroksit (KOH)
Kalsiyumbhipoklorit (C)
Parafenilen diamin (Pd)
Liken Orneklerinin Toplandig1 Lokaliteler

Liken 6rneklerinin toplandig: yerler Tablo 2.1°de belirtilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Likenlerin Toplanmasi

Liken materyalleri, substratlariyla birlikte toplanmis, miimkiinse lireme yapilarini igeren

talluslar tercih edilmistir. Toplama sirasinda kullanilan yontemler:
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Aga¢ Kabugundan Toplama: Keskin bigcak ve aga¢ keskisi kullanilarak aga¢ kabugundaki
ornekler dikkatlice alinmistir. Likenlerin eksiksiz ve hasarsiz olarak alinmasi ve likenlerin
tizerinde yasadig1 agaglarin yaralanmamasina dikkat edilmistir.

Kaya Uzerinden Toplama: Kaya iizerindeki liken drnekleri, kenar ve merkezi kisimlart
korunarak biitiin bir sekilde toplanmustir.

Tasima ve Etiketleme: Toplanan 6rnekler, yumusak kagit torbalara yerlestirilmis ve gerekli
olan bilgiler not edilmistir. Bu bilgiler 6rneklerin toplanma tarihleri, yasadiklar1 ortam ve
substratlaridir. Liken materyalleri, sert olmayan pegetelere sarilmis ve yumusak kagit
keselerin i¢inde herbaryuma gotiiriilmiistiir.

Kurutma ve Etiketleme: Laboratuvara getirilen materyaller, torbalardan ¢ikarilarak oda
sicakliginda kurutulmus ve bu ornekler herbaryum zarflarina konularak etiketlenme

islemleri gerceklestirilmistir.
3.2.2. Tayin Yontemi

Toplanan 6rneklerin tayin edilmesi i¢in kullanilan yontemler:

Morfolojik  Inceleme:  Morfolojik  incelemeler  stereomikroskop  kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Anatomik Inceleme: Likenlerden alman kesitler 151k mikroskobu altinda gdzlemlenmistir.
Kimyasal Reaktifler: Orneklerin teshis edilmesinde kullanilan reaktifler su sekildedir:
KOH (Potasyum Hidroksit): %10’luk KOH ¢d6zeltisi agz1 kapakli giines gormeyen bir cam
sise i¢erisinde uzunca bir siire muhafaza edilebilir.

C (Kalsiyum Hipoklorit): Marketlerde satilan ve temizlik amaciyla kullanilan ¢amasir
suyunda bulunan temel bir bilesendir. Cok uzun siire muhafaza edilemez, bir veya iki ayda
bir yenilenmesi gereklidir. Kullanmadan once test edilmelidir.

KC: Potasyumhidroksit érnege bir damla damlatildiktan sonra bir miiddet beklenir ve bir
damla kalsiyum hipoklorit damlatilir.

CK: Kalsiyum hipoklorit 6rnege bir damla damlatildiktan sonra bir miiddet beklenir ve
potasyumhidroksit bir damla damlatilir.

Pd (Parafenilen diamin): Kararl bir reaktif degildir. Bir miktar Pd kristalinin alkol igerisinde
¢Ozdiiriilmesiyle kullanilir. Belirteg bazi taksonlar ile test edilmeden kullanilmamalidir ve
reaksiyon gelismesi bir veya iki dakika siirebilir. Pd nin karsinojen oldugu diistiniilmektedir,

bu yiizden dikkatli olunmalidir.
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Bu reaktiflerin liken 6rneklerine damlatildiktan sonra verdigi reaksiyon sonuglari bulgular

kisminda belirtilmistir.
3.2.3. DNA izolasyonu

DNA’y1 izole etmek i¢in Qiagen DNeasy Plant Kit kullanilmistir. izolasyon y&nteminin
basamaklar1 asagidaki gibi uygulanmaistir:

Hazirlik: Likenlerden yeterli miktarda alinan yapilar (apotesyum varsa tercih edilmelidir)
havanda iyice ezilir.

Buffer Eklenmesi: Eppendorf tiiplerine 400 ul AP1 Buffer eklenir. Uzerine 4 ul RNaz eklenir
ve vorteks ile karigtirilir.

Isil Islem: Tiipler 65°C su banyosunda karistirilarak 30 dakika bekletilir.

Ek Buffer ve Sogutma: Su banyosundan sonra tiiplerin hafif sogumasi beklenir. Daha sonra
130ul Buffer P3 konularak ve ters diiz edilir. Ardindan buzda 5 dakika bekletilir.

Santrifiij: Buz ilizerinde bekletilen drnekler 5 dk boyunca 14000 rpm’de santrifiijlenir.
Siipernatantin Alinmasi: Tiiplerin list kismindaki siipernatant, mor renkli tiiplere (spin
column) aktarildiktan sonra 2 dk boyunca 14,000 rpm’de santrifiij edilir.

AWI1 Buffer Ekleme: Tiiplerde bulunan sivi kistm 2 ml’lik temiz ependorf tiipe konulur.
Tiiplere icerisindeki stvinin 1.5 kat1 kadar Buffer AW 1 eklendikten sonra pipetle homojenize
edilir. Yaklasik olarak 650 pl hacimde olan karisim spin kolonlara (beyaz kapakli) aktarilir.
Daha sonra bu tiipler santrifiije konularak 1 dk boyunca 14,000 rpm’de muamele edilir. Bu
islem kalan karisim i¢in tekrarlanir.

AW2 Buffer Ekleme: Ust kolon 2 mI’lik yedek bos tiipiin {izerine konulur. Igerisine 500ul
Buffer AW2 ilave edilir. 1 dk boyunca 14,000 rpm’de santrifiij edilir. Alttaki toplama
tiiplerinde biriken s1vi kisim dikkatlice uzaklagtirilir.

Ikinci Buffer AW2 Ekleme: Yeniden 500 pl BufferAW?2 ilave edilip 2 dakika 14,000 rpm’de
santrifiij edilir.

Sonug: Beyaz spin kolon dikkatli bir sekilde alinarak temiz bir ependorfa konulur. Igerisine
50ul ddH20 ya da Buffer AE eklenir. Oda sicakliginda yaklasik olarak 5 dk beklenir. Siire
sonunda santrifiij cihazina yerlestirilen tiipler 1 dk boyunca 14,000 rpm’de santrifiij edilir.
Sonrasinda 25ul ddH20 ya da Buffer AE eklenir, 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve 1
dk boyunca 14,000 rpm’de santrifiij edilir. Spin kolon ¢ikarilir. Céziinmiis DNA alttaki tiipte

elde edilmis olur.
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3.2.4. PCR Analizi

Likenlerin icerisinde yer alan mantarlar i¢in kullanilan ITS-1F primeri ve ITS-4 primeri
kullanilmigtir. PCR tiiplerinde toplam 50ul hacimde PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir.
PCR reaksiyon karisimi Tablo 3.1°de ve dongii ve sicakliklar Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. PCR reaksiyon karigimi1

Bilesenler Miktar (ul)

PCR tamponu 5
MgCL2 5
dNTP 2
ITSIF 0.5
ITS4 0.5
Taq polimeraz 0.2
DNA (her bir rnek igin) 33.8
ddH20 3
Toplam 50

Tablo 3.2. ITS i¢in PCR dongii sartlar1

Sicaklik (°C) Zaman (saniye) Dongii sayisi

On denatiirasyon 93 5 1
Denatiirasyon 95 45

Baglanma 55 45 5

Uzama 72 90

Denatiirasyon 95 45

Baglanma 52 45 25

Uzama 72 90

Son uzama 72 600 1
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3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR ¢ogaltma iiriinlerinin elektroforez yontemi ile ayrimi1 %1°lik agaroz jelinde yapilmigtir.
Jel igerisine birka¢ damla GelRed kimyasali damlatilarak jel boyanmistir. Yiikleme islemi
icin %40 siikroz ve %0.25 bromofenol mavisi igeren yiikleme tamponlar1 kullanilmigtir.
Elektroforez islemi, molekiiler markirlarla birlikte 1X TAE tamponunda, 100 volt ve 45

dakika stireyle uygulanmigtir.

3.2.6. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, Bm Labosis isimli 6zel bir laboratuvar tarafindan gerceklestirilmistir. ITS-
IF ve ITS-4 primerleri kullanilarak hedeflenen bdlgenin ¢ogaltilmasi saglanmis ve sekans
analizi yapilmistir. Meydana gelebilecek hatalar ise ClusterX programi yardimiyla

diizeltilmistir.

3.2.7. Filogenetik Analiz
Liken herbaryumundan alinan 6rneklere ait olan sekanslar ve GenBank’tan indirilen veriler
siralanarak, Mega X programi (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018) ile analiz

edilmistir. Elde edilen dendrogramlar Bulgular kisminda verilmistir.
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4.BULGULAR

2.1.Tiirler ve Sistematik Kategorileri

Toplam 9 cinse ait 10 farkli taksonun sistematik pozisyonlar1 ve deskripsiyonlar1 asagida

verilmigtir.

2.1.1. Dermatocarpon
Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Eurotiomycetes

Order: Verrucariales

Family: Verrucariaceae
Genus: Dermatocarpon Eschw.

Dermatocarpon miniatum var. miniatum (L.) W. Mann

BZK 0.215 Dermatocarpon miniatum var. miniatum
{EAHOHMGJ Dermatocarpon miniatum var. miniatum

0Q845878 1 Dermatocarpon miniatum var. miniatum

MN103131.1 Dermatocarpon miniatum var. miniatum
[AF333162.1 Dermatocarpon miniatum var. miniatum
AF333160.1 Dermatocarpon miniatum var. miniatum
JX645038.1 Dermatocarpon arnoldianum
-I MHO031273.1 Dermatocarpon arnoldianum
AF333142.1 Dermatocarpon miniatum var. cirsodes
ﬂ{ AF333143.1 Dermatocarpon miniatum var. cirsodes
JXB845040.1 Dermatocarpon luridum var. decipiens
‘{ JX645041.1 Dermatocarpon luridum var. decipiens
AF333151.1 Dermatocarpon miniatum var. complicatum
AF333152.1 Dermatocarpon miniatum var. complicatum
AF333155.1 Dermatocarpon leptophyllum
AF333156.1 Dermatocarpon leptophyllum
EF014135.1 Dermatocarpon dolomiticum
_< EF014134.1 Dermatocarpon dolomiticum
EF014203.1 Dermatocarpon luridum var. xerophilum
4' EF014202.1 Dermatocarpon luridum var. xerophilum

EF014191.1 Dermatocarpon arenosaxi

EF014189.1 Dermatocarpon arenosaxi
EF014184.1 Dermatocarpon multifolium
EF014185.1 Dermatocarpon multifolium

“AF33314D,1 Dermatocarpon taminium

AF333139.1 Dermatocarpon taminium

0OL457940.1 Dermatocarpon meiophyllizum

{OQSUME?J Dermatocarpon meiophyllizum
KX538750.1 Endocarpon deserticola
KX538749.1 Endocarpon deserticola

0.050

Sekil 4.1. Dermatocarpon miniatum var. miniatum NJ dendogramu.
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Dermatocarpon miniatum var. Miniatum Deskripsiyon:

Tallus yapraksi, genellikle merkezi bir tutunma noktasiyla substrata bagli benzersiz bir
lobdan olusur. 1-3 cm ¢apinda, az ¢ok dairesel, kenar1 kesik, bazen geriye kivrik, {ist ylizey
piirinoz, kuruyken beyazimsi, soluk gri, nemliyken soluk grimsi yesil ile soluk grimsi
kahverengi, alt ylizey piiriizsiiz ila hafif agsi, soluk kahverengi. Peritesyum ¢ok sayida,
gomiik, 0.2-0.3 mm ¢apinda, tallusun her yerine dagilmig olarak goriiliir. Askosporlar

renksiz, basit, elipsoid, 9-13 x 5-6 pm.
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2.1.2. Dolichousnea

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Lecanorales

Family: Parmeliaceae

Genus: Dolichousnea (Y. Ohmura) Articus

Dolichousnea longissima (Ach.) Articus

ﬁ{ FJ494954 1 Usnea trichodeoides

AB051672.1 Dolichousnea trichodeoides
LC775255.1 Dolichousnea diffracta
4{1\.1?481 07.1 Dolichousnea diffracta
KJ396444 1 Bryoria fuscescens
KJ396445.1 Bryoria fuscescens

0.0z

Sekil 4.2. Dolichousnea longissima NJ dendogrami.
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Dolichousnea Longissima Deskripsiyon:

Tallus soluk yesilimsi, giimiisi-sarims1 yesil renklerde, dalst yapida, sarkik, ana dallar
silindirik yapida, ¢cok sayida yogun, kisa ve dik yan dallar var. Korteks piiriizsiizdiir. Sored
veya izid ara sira yan dallarda olusur. Apotesyum son derece nadirdir; mevcut olduklarinda
disk seklindedirler, 0.8-3.2 mm c¢apindadirlar, yan dallarin uglarinda terminaldir ve

kenarindan uzanan ¢ok sayida fibril vardir.

Kimyasal testler: korteks ve medulla K-, C-, KC- PD-.
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2.1.3. Lobaria

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Peltigerales

Family: Lobariaceae

Genus: Lobaria (Schreb.) Hoffm.

Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm.

‘{ MF151253.1 Lobaria spathulata
MF151254.1 Lobaria spathulata

MF151245.1 Lobaria pindarensis

MF151246.1 Lobaria pindarensis

MF151237.1 Lobaria chinensis

' MF151238.1 Lobaria chinensis

MF151224.1 Lobaria orientalis

MF151225.1 Lobaria orientalis

‘< MF151248.1 Lobaria gyrophorica

MF151249.1 Lobaria gyrophorica

FJB49594 1 Lobaria macaronesica

JFT733725.1 Lobaria macaronesica

FJ649581.1 Lobaria immixta

FJ649580 1 Lobaria immixta

ﬂ{ DQ419931.1 Lobaria pseudopulmonaria

DQ419933.1 Lobaria pseudopulmonaria

PP315673.1 Sticta fuliginosa

00sa

Sekil 4.3. Lobaria pulmonaria NJ dendogrami.
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Lobaria Pulmonaria Deskripsiyon :

Tallus genis yayilmistir, genellikle 1-3 cm genisliginde loblara sahip, 20-26 cm c¢apindadir
ve bir ucundan gevsekce tutunmustur, zaman zaman sarkik ve kayis seklindedir. Ust yiizey
kuruyken soluk yesil-kahverengi, 1slakken parlak yesildir. Alt ylizey ince tiiyli ve
kahverengidir. Genis yaprakli agaglarda, ¢aliliklarda, fundaliklarda ve nadiren igne yaprakli
agaclarda goriiliir. Kimyasal testler: medulla Pd+ turuncu, K+ sari-turuncu, KC+ sari-

turuncu, C-.
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2.14. Parmelina
Kingdom: Fungi
Division: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Lecanorales
Family: Parmeliaceae
Genus: Parmelina Hale

Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale

JX466462.1 Parmelina pastillifera

] ' JX466461.1 Parmelina pastilifera

JX466474. 1 Parmelina atricha

JX466475 1 Parmelina atricha

KX457684.1 Parmelina carporrhizans

KM357893.1 Parmelina carporrhizans

JX466478.1 Parmelina gquercina

DQ273848.1 Parmelina quercina

DQ273847 1 Parmelina quercina

AY295103.1 Parmelia barrenoae

002

Sekil 4.4. Parmelina tiliacea NJ dendogrami.
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Parmelina Tiliacea Deskripsiyon:

Tallus yapraksi, heterojen, diizenli olarak 20 cm genislige kadar rozetler olusturur. Loblar
soluk gri, mavi-gri renklerde, mat, uclarda yuvarlak, piirizsiiz, hafif lekeli, 3.5-8 mm
genisliginde, dalgali veya kesik kenarli, talusun merkezi kisimlar ilk basta kiiresel, daha
sonra oval ile silindirik, genellikle basit, alt kisimda tallus ile ayn1 renkte, uglarda kahverengi
ile siyah olan yogun bir isidia ortiisii ile kapli. Alt ylizey kenarda kahverengi veya siyah,
cogunlukla basit rizinlere sahip. Medulla beyaz. Alt korteks paraplektenkimatik, yuvarlak
ve kalin duvarli hiicrelere sahip. Apotesyum c¢ok nadir, lekanorin, disk kahverengi.
Epitesyum kahverengimsi. Himenyum ve hipotesyum renksiz. Askus 8-sporlu, Lekanorin
tip. Askosporlar tek hiicreli, renksiz, kisa elipsoid, 7-10.5 x 5.5-9.5 pm. Piknidyumlar nadir,
siyah noktalar olarak goriiniir. Kimyasal testler: korteks K+ sar1, C-, KC-, Pd-; medulla K-,

C+ kirmizi, KC+ kirmizi, P-.
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2.1.5. Pseudevernia
Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Lecanorales
Family: Parmeliaceae
Genus: Pseudevernia Zopf

Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf

KR017139.1 Pseudevernia cladonia
AF297736.1 Pseudevemia cladonia
EF457783.1 Pseudevernia consocians

EF457784.1 Pseudevernia consocians

MH430110.1 Pseudevernia intensa

MH430111.1 Pseudevernia intensa

JX975822 1 Evernia divaricata

002

Sekil 4.5. Pseudevernia furfuracea NJ dendogramu.
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Pseudevernia furfuracea Deskripsiyon:

Tallus yapraksi, yassilagsmis, kayis seklinde 20 mm genisligine kadar, birkag cm
uzunlugunda. Loplar dikotomik olarak dallanmis. Ust yiizey agikta kalan yerlerde grimsi
kahverengi, mat, silindirik, basit veya dallanmis izidli. Alt yiizey genellikle kanalli, eski
kisimlarda siyah, uc¢lara yakin beyaz, rizinsiz. Korteks paraplektenkimat; medulla beyaz,
olduk¢a gevsek. Apotesyum ¢ok nadir, lekanorin, 15 mm genislige kadar, az ¢ok sapli,
genellikle diizensiz formda ve bazen ayrik kenarli, disk kahverengi. Epitesyum kahverengi;
himenyum ve hipotesyum renksiz. Askus 8-sporlu, uzun-klavat, ¢cok ince duvarli, K/I+ mavi.
Askosporlar tek hiicreli, renksiz, elipsoid, 7-9.5 x 4.5-6 um. Piknidyumlar nadir, siyah.
Kimysal testler: korteks K+ sar1, C-, KC-, Pd-; medulla K-, C-, KC-, Pd-.
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2.1.6. Ramalina
Kingdom: Fungi
Division: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Lecanorales
Family: Ramalinaceae
Genus: Ramalina Ach.

Ramalina farinacea (L.) Ach.

KX132955.1 Ramalina pollinaria

EF432560.1 Ramalina pollinaria

EU034670.1 Ramalina pollinaria

— MK811917.1 Ramalina capitata

AF109241.1 Ramalina sinensis

DQ383646.1 Ramalina sinensis

KP282302.1 Ramalina fraxinea

0Q695770.1 Ramalina fraxinea

KC960763.1 Ramalina fraxinea

H(QB50611.1 Evernia prunastri

0.0s0

Sekil 4.6. Ramalina farinacea NJ dendogramu.
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Ramalina farinaceae Deskripsiyon:

Tallus dalsi, ¢alimsi, 12 cm uzunluga kadar, dar bir tutunma noktasindan diizensiz veya
dikotomik olarak dallanmistir. Dallar kat1 diizensiz kalinlikta, 1-4 mm genisliginde. Yiizey
yesilimsi gri ile yesilimsi sari, piiriizsiiz, parlak. Soredler farinoz, laminal veya marjinal,
yuvarlak. Apotesyum nadir cogunlukla laminal, 6 mm ¢apina kadar. Disk ince piirinoz kapli;
kenar tallusla ayni renkte, tam. Askus uzun-klavat, 8-sporlu. Askosporlar renksiz, 1
septumlu, genis fusiform, 12-14 x 4.5-6.5 um. Kimyasal testler: korteks K-, C-, KC+ sar1i,

Pd-; medulla K+ sar1, C-, KC-, P+ sarims1 turuncu.
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2.1.7. Umbilicaria
Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Umbilicariales
Family: Umbilicariaceae
Genus: Umbilicaria Hoffm.

Umbilicaria hirsuta (Sw. ex Westr.) Ach.

KY847853 1 Umbilicaria spodochroa

MK812519.1 Umbilicaria spodochroa
- KYB847824 .1 Umbilicaria spodochroa
KY947780.1 Umbilicaria spodochroa

AF096207.1 Umbilicaria spodochroa

KY847803.1 Umbilicaria cylindrica

KP314357.1 Umbilicaria cylindrica

AYB03122.1 Umbilicaria decussata

HM161501.1 Umbilicaria decussata

AF284447 1 Umbilicaria esculenta

HQ455536.1 Umbilicaria esculenta

JQ036204.1 Umbilicaria esculenta

KU954063.1 Peltigera canina

020

Sekil 4.7. Umbilicaria hirsuta NJ dendogramu.
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Umbilicaria hirsuta Deskripsiyon:

Tallus umbilikus, loblu, yumusak, ince, siklikla yirtik kenarli, gap1 2-6 cm. Ust yiizey agik
gri ile agik yesil. Medulla beyaz. Alt yiizey: beyaz veya pembe, genellikle merkezi daha
koyu, ince, hafif dallanmis rizinlerle kapli. Apotesyum yaygin degil, siyah, sapli, 2 mm
capina kadar. Askus klavat, 8-sporlu. Askosporlar renksiz, basit, elipsoid, 9-13 x 4-7 um.

Kimyasal testler: medulla K-, C+ kirmizi, KC+ kirmizi, P-.
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2.1.8. Usnea

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes
Order: Lecanorales

Family: Parmeliaceae

Genus: Usnea Dill. ex Adans.

Usnea intermedia (A. Massal.) Jatta

JN943541.1 Usnea wasmuthii

KU352667.1 Usnea wasmuthii

KU352634.1 Usnea florida

JN943539.1 Usnea florida

PP510463.1 Usnea scabrata

KX132930.1 Usnea lapponica

KJ406265.1 Usnea lapponica

JN086317.1 Usnea lapponica

FJ161666.1 Letharia vulpina

oo

Sekil 4.8. Usnea intermedia NJ dendogrami.
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Usnea Intermedia Deskripsiyon: Tallus dals1, yesilimsi, calimsi yapida, 2—12 ¢m uzunlukta.
Ana dallar diizensiz kalinlikta, 1-1,5 mm kalinlikta. Soralyum bulunmaz. Korteks boyuna
kesitte mat veya cok zayif parlaklikta, ince-orta kalinlikta. Medulla homojen, gevsek,
olduke¢a kalin, beyaz. Apotesyum yaygin, zeorin, terminal veya lateral olarak bulunur, 3-9
mm genisliginde, disk yesilimsi. Askus 8—sporlu, lekanorin tip. Askosporlar tek hiicreli,

renksiz, genis elipsoit, 6.5-8 x 5-6 um. Kimyasal testler: korteks K—, C—, Pd—; medulla K +

sar1, Pd+ sari.
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2.1.9. Xanthoparmelia

Kingdom: Fungi

Division: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Order: Lecanorales

Family: Parmeliaceae

Genus: Xanthoparmelia (Vain.) Hale

Xanthoparmelia protomatrae (Gyeln.) Hale

HM578998 1 Xanthoparmelia stenophylla
HM578988.1 Xanthoparmelia stenophylla

HM579011.1 Xanthoparmelia stenophylla

HM579000.1 Xanthoparmelia stenophylla

HM579016.1 Xanthoparmelia mexicana

HM579015.1 Xanthoparmelia mexicana

KX550107.1 Xanthoparmelia pulla

AF451747.1 Xanthoparmelia pulla

AY581071.1 Xanthoparmelia pulla

‘l KP1298443 1 Xanthoparmelia tinctina
KP129444.1 Xanthoparmelia tinctina

HQB50680.1 Flavoparmelia caperata

Sekil 4.9. Xanthoparmelia protomatrae NJ dendogramu.
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Xanthoparmelia Protomatrae Deskripsiyon: Tallus yapraksi, heteromerik, dorsiventral
farklilagma mevcut, gevsek bir sekilde substrata tutunur, genis rozetler olusturur. Loplar diiz
veya hafif disbiikey. Ust yiizey parlak, piiriizsiiz, epiirinoz, sarims1 yesil renkte. Apotesyum
bol, lekanorin tip, 5 mm genisliginde, disk kahverengi renkte ve tallin kenar diiz. Askus 8—
sporlu, klavat, lekanorin tip. Askosporlar tek hiicreli, renksiz, elipsoit, 7-9 x 4—6 pum.

Kimyasal testler: list korteks K—, C—, KC—; medulla: K—, C—, KC—, Pd+ turuncumsu kirmizi.

Sirali DNA Sekanslarn

9 farkli cinse ait toplam 10 taksonun dizi analizleri sonucunda elde edilen siralanmig

sekanslar1 asagida verilmistir.

Tablo 4.1. Taksonlarin herbaryum numaralar1 ve siralt sekanslari

Herbaryum Siralanms ITS sekansi

numarasi

BZK 0.215 GGGGGCGCTCTCTC-CCCTTGCCTACCTTACCACGTTGCTTTG
GCGGGCCCGTCCCCCACCCGGACCGTCGAGGG--CTTGCCCCCT
GACCCGTGCCCGTCAATGGCCCCCCCATCAACCCTTGCCCCA
GAGAAT-GTCTAAGTCCCAAGCAACCAAAATAAACAAAACT
TTCAACAATGGATCTCTTGGATCTGGCATCTATGAAGAACGC
AACGAAATGCGATAAGTAATGCGAA-TTGCAGAA-TTCCGTG
AGTCATCGAA-TCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTACC
CCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTTCAGCCTTCAAG
CCCGGCTTGCGGTTGGGTCTC-GCCGTCTC--AGGGCGGCGGA
CCCCAAAAATAATGGCCGGG--TCCCGTGGGCGCTCGGATGC
AACGAGCTC-TTTGGCACGCTTCCGGGCGGTTCCGCGGGCTC
GGCCTCGACCCATTTTCTC-ACCAGGTTGACCTCGGATCAGG
GAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGACGGAG
GAAA
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BZK 0.066

BZK 0.475

Tablo 4.1 devam Taksonlarin herbaryum numaralari ve sirali sekanslar

CGAGAAAGGGGCCTTCGCGCTCCCGGGGGCTTCGGCCTCCA
ACTCTTCACCCGCTGCCTATCTACCTTT-TTGCTTTGGCGGGC
CGTGGGGTTCGCCTCCCGTTGGCCCTCGGGCCGGCGAGCGC
CCGTCAGAGGCCCTTGAAATTCTGTTTGAAACCGTGATGTCC
GAGCAAAACATG-AATTGTAAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTACACCCCTCAAGCCTGGCTTGGTATTGGGCC
TTCGCCCCCCGGGCGTGCCCGAAAAGCAGTGGCGGTCCGGT
GTGACTTTGAGCGTAGTAAAATC-CACCCCGCTTTGAAAGTT
CGCCCCGCGGCCGGCCAGA-AACTCCAAATTTATTTCATAAT
TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCAT
AT

GGGTANGAAAGGGCGT-CAGCCTCGGGGGGTTTCGGCCCCC
AACTCTTTACCCTGTGGCTACACGGTCCGTGTTGCTTTGGCG
GTT--AAATCGCCGCCAGAAA-CCCTCCAAAACTCTGATA-TC
ATGTGTGGTCCGAGTCATATTCAAT--AACTAAAA-CTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGG
GGCATACCTGTTCGAGCGTCATTACACCCCTCAAGCGT-----G
GCTTGGTGTTGGGCT-CGCGTCCCCC-CGGGATGGGCCTGAA
GAGCAGTGGCGGTCCGACGTAGACTTCAAGCGCAGTAAA-T
AC---GTTCGCTTGGAAGGCTCGCTGGGCTCTCGCCAGACAAA
CC-----CATCATTCAATCCGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAA
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BZK 0.017

BZK 0.677

Tablo 4.1 devam Taksonlarin herbaryum numaralar1 ve sirali sekanslari

GGGNTACGANAAGGGCTTCGGCGCTCCCGGGGGCTCCGGCC
CTCAACTCTTCACCCGTTGACGATATACCTTTGTTGCTTTGGC
GGACCTCGGGGTGTCTCCCGCGCAGGCTT---CCGGGTCGGCG
————————————— AGCGTCCGTCAGAGGCCCATCAAAATCCGTTTAAT
CGTGTCGTCCGAGATTAAAAAACAA-TAGTAAAAACTTTCAA
CAA-CGGATCTCTTGGTTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCTTCAAGCGCGGCT
TGGTATTGGGCCCTCGCCCCCGTGGCGTGCCCGAAAAGCAG
GGGCGGTCCGGTGCAACTTTAAGCGTAGTAAATTCGATCCC
GCTTTGAAAGTTCGCTCCGCGCCCGGCCAGACAACCCCAT-C
ATTTCGTTAATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAA

GGGGAANAAAAAGGGCTTCG-CGCTCCCGGGGGCTCCGGCC
CTCAACTCTTCACCCGTTGACGATATACCTTTGTTGCTTTGGC
GGACCTCGGGGTGTCTCCCGCGCAGGCTT---CCGGGTCGGCG
------------- AGCGTCCGTCAGAGGCCCATCAAAATCCGTTTAAT
CGTGTCGTCCGAGCTTAAAAAACAA-TAGTAAAAACTTTCAA
CAA-CGGATCTCTTGGTTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCTTCAAGCGCGGCT
TGGTATTGGGCCCTCGCCCCCGTGGCGTGCCCGAAAAGCAG
TGGCGGTCCGGTGCGACTTTAAGCGTAGTAAATTCGATCCCG
CTTTGAAAGTTCGCTCCGCGCCCGGCCAGACAACCCCAT-CA
TTTCGTTAATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCA-TAA
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BZK 0.121

BZK 0.170

Tablo 4.1 devam Taksonlarin herbaryum numaralari ve sirali sekanslar

GGNGGGGCTCGCGCTCCCGGGGGTTTCGGCCCCCAACTCTTC
ACCCACTGTGTATCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCTCG-----
----- CCTTCCCGGCTTCCGGGCCGGCGGGCGCCCGTCGGAGGC
CCA-TTAAATTCCGTTAAATCAGTGACGTCCGAGCAAACTAC
ACAATTAGTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCAG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TACACCCCTCAAGCGTAGCTTGGTACTGGGTCCTCGTCCCCG
CGACGTGCCCGAAAAGCAGTGGCGGTCCCGTGGGACTTTAA
GCGTAGTAAATCTT-ATCCCGCTTTGAAAGTTCGCCCGGCGA
CCGGCCAGATAACCCCATTTATTCAATGATTGACCTCGGATC
AGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

TAAAAAGGGGCTTCGGCGCCCAGGGGACTCCGGTCCCCGCC
TCTACACCCTGTGATTACCTTACCTTTTGTTGCCTTGGCGGG
GA-----GTCCCC C GCCAGCAGCCCACCG
AAACCCGTTTCATCCATGCCTGTCTGAGTCTAATTC-ATAATG
AATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCC
TCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTGCACC
ATTCAAGCGTAGCTTGGTATTGGGTCCTTTCGCCGGGGGTCA
TCCC-CGGCGTGCCCGAAAAGCATTGGCGGTCCGGCGTGACT
TTAAGCGTAGTAAATTTT-CTCCCGCTTTGAAAGCCTCGCGCC
GTGGCCGGCCAGACAACCCCCATAT-T-TCTCACGATTGACCT
CGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCCGGAGGAA
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BZK 0.071

BZK 0.466

Tablo 4.1 devam Taksonlarin herbaryum numaralari ve sirali sekanslar

GGGCCCGAACCTCCAACCCTTTGTCTACCATACCTTTGTTGC
TTTGGCGGGCCCGCTGGGGC-AACCCGCCGCCGGCGTTGAGC
CGGTGAGCGCCC-----GCCGGAGGCCCTGAAAACTCC-GTCT-G
T-CAGTGTCGTCTGAGTACCATATAAGCGTT--AAAA--CTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCCGGTATTCC-G
GGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCT--------- CTCAA
GCTCTGCTTGGTATTGGGCCCCCGTCCCGTG-----GGGGACGG
GCCTGAAAGTGAGTGGCGGTGCGGCCGGGC-TCCAAGCGCA
GTAACTTAAAAACCCGCTTCAGGAGCCTC-CAGGCTGGGCCG
GCCAGACAACCCA-ACTGTATTTTCCACGGTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGAATACCCG-CTGAACTTAAGCATATC

GGGCTTCGGCGCTCCCGGGGGTTTCGGCCTCCACCTCTTCAC
CCATTGCGTACCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCATGGGGT
TCGCCCCACGCCGGCCTCGGCGCTGGTGAGCGCCCGTCAGA
GGCCCTCAAAATTCTGTTTA---TAGTGACGTCCGAGTTAAAA
CACAAATAGTTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCC
AGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTGCACCCCTCAAGCACAGCTTGGTATTGGGTCTCGCCTCC
C-GGGCGTGCCCGAAAAGCAGTGGCGGTCCGGAGCGACTTT
AAGCGTAGTAAATTTTCATCCCGCTTTGAAAGGTCGTCTCGG
GGCTGGCCAGAAA---CCCAAAATTTTTCATAATTGACCTCGG
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
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BZK 0.791

Tablo 4.1 devam Taksonlarin herbaryum numaralari ve sirali sekanslar

AGAAAGGGCTTCGGTGCTCCCGGGGGTTTCGGCCCC--TAAC
TCTTCACCCTTTGCGTACCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCC
---GAGAGTCCTCTCGCGCCGACTCTTCGG--CCGGCGAGTGTC
CGTCAGAGACCCATTTAA-TTCTATTCA-TTAGAGACGTCGGA
GTTCCAACA--CAATAAGTAAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTGCACCCCTCAAGCGCAGCTTGGTATTGGGCC
CTCGCCCCCGCGGCGTGCCCGAAAAACAGTGGCGGTCCGGT
GTGACTTTAAGCGTAGTAATGTCTTCCCGCTCT-AGAGTACTC
GCCGTGGCCGGCCAAAGAACCCCATTCATTTTTATAATTGAC
CTC
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Tablo 4.2. Genbankasindan alinan taksonlar, numaralar1 ve orijinleri

Genbank
numarasi

MH027416
0Q845878
MN103131
AF333162
AF333160

AF333151

AF333152

AF333155
AF333156
EF014203
EF014202
JX645040
JX645041
EF014134
EF014135
EF014191
EF014189
JX645038
MHO031273
EF014184

EF014185

Takson

Dermatocarpon miniatum var. miniatum
Dermatocarpon miniatum var. miniatum
Dermatocarpon miniatum var. miniatum
Dermatocarpon miniatum var. miniatum
Dermatocarpon miniatum var. miniatum

Dermatocarpon miniatum var.

complicatum

Dermatocarpon miniatum var.

complicatum

Dermatocarpon leptophyllum
Dermatocarpon leptophyllum
Dermatocarpon luridum var. xerophilum
Dermatocarpon luridum var. xerophilum
Dermatocarpon luridum var. decipiens
Dermatocarpon luridum var. decipiens
Dermatocarpon dolomiticum
Dermatocarpon dolomiticum
Dermatocarpon arenosaxi
Dermatocarpon arenosaxi
Dermatocarpon arnoldianum
Dermatocarpon arnoldianum
Dermatocarpon multifolium

Dermatocarpon multifolium
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Orijin

Bulgaristan
Pakistan
Cin
Hindistan
Japonya

[zlanda

[zlanda

Isveg
Isvec
ABD
ABD
Kanada
Kanada
ABD
ABD
ABD
ABD
Avusturya
Bulgaristan
ABD

ABD



Tablo 4.2 (devam) Genbankasindan alinan taksonlar, numaralar1 ve orijinleri

AF333142 Dermatocarpon miniatum var. cirsodes  Izlanda
AF333143 Dermatocarpon miniatum var. cirsodes  Isveg
AF333140 Dermatocarpon taminium ABD
AF333139 Dermatocarpon taminium ABD
OL457940 Dermatocarpon meiophyllizum Cekya
0Q504157 Dermatocarpon meiophyllizum Belcgika
KX538749 Endocarpon deserticola Cin
KX538750 Endocarpon deserticola Cin
JX978201 Dolichousnea longissima Isveg
LC657571 Dolichousnea longissima Japonya
AB051645 Dolichousnea longissima Japonya
JX978214 Dolichousnea longissima Isveg
00Q843293 Dolichousnea longissima Kanada
0Q843197 Dolichousnea longissima Kanada
FJ494954 Dolichousnea trichodeoides Tayvan
AB051672 Dolichousnea trichodeoides Japonya
LC775255 Dolichousnea diffracta Japonya
AJ748107 Dolichousnea diffracta Japonya
KJ396444 Bryoria fuscescens Kanada
KJ396445 Bryoria fuscescens Kanada
MF151253 Lobaria spathulata Rusya
MF151254 Lobaria spathulata Rusya
MF151248 Lobaria gyrophorica Tayvan
MF151249 Lobaria gyrophorica Tayvan
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Tablo 4.2 (devam) Genbankasindan alinan taksonlar, numaralari ve orijinleri

MF151245
MF151246
MF151237
MF151238
MF151224
MF151225
DQ419931
DQ419933
PP315673
MK812447
GU072752
KY471547
FJ649594
JF733725
FJ649580
F1649581
JX466317
KP659554
IX466466
TX466461
TX466462
IX466474
TX466475

KX457684

Lobaria pindarensis
Lobaria pindarensis
Lobaria chinensis
Lobaria chinensis
Lobaria orientalis
Lobaria orientalis
Lobaria pseudopulmonaria
Lobaria pseudopulmonaria
Sticta fuliginosa
Lobaria pulmonaria
Lobaria pulmonaria
Lobaria pulmonaria
Lobaria macaronesica
Lobaria macaronesica
Lobaria immixta
Lobaria immixta
Parmelina tiliacea
Parmelina tiliacea
Parmelina tiliacea
Parmelina pastillifera
Parmelina pastillifera
Parmelina atricha
Parmelina atricha

Parmelina carporrhizans
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Nepal
Nepal
Tayvan
Tayvan
Rusya
Rusya

Cin

Butan
Kanada
Norveg
Ispanya
Kanada
Makronezya
Ispanya
Makronezya
Makronezya
Italya

fran

Isvec
Norveg
Norveg
Ispanya
Fransa

Ermenistan



Tablo 4.2 (devam) Genbankasindan alinan taksonlar, numaralari ve orijinleri

KM357893
IX466478
DQ273847
DQ273848
AY295103
KRO17139
AF297736
EF457783
EF457784
MH430110
MH430111
GU300786
GU300788
MN654480
JX975822
0Q616751
FR799283
MN387154
MN387155
KX132955
EF432560
EU034670
MK811917

AF109241

Parmelina carporrhizans
Parmelina quercina
Parmelina quercina
Parmelina quercina
Parmelia barrenoae
Pseudevernia cladonia
Pseudevernia cladonia
Pseudevernia consocians
Pseudevernia consocians
Pseudevernia intensa
Pseudevernia intensa
Pseudevernia furfuracea
Pseudevernia furfuracea
Pseudevernia furfuracea
Evernia divaricata
Ramalina farinacea
Ramalina farinacea
Ramalina farinacea
Ramalina farinacea
Ramalina pollinaria
Ramalina pollinaria
Ramalina pollinaria
Ramalina capitata

Ramalina sinensis
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Ispanya
Ispanya
Ispanya
Ispanya
Ispanya
ABD
ABD
Kanada
Kanada
ABD
ABD

Fas
Slovakya
Isvicre
ABD
Ingiltere
Ingiltere
Polonya
Polonya
Isvigre
Avusturya
Macaristan
Norveg

Kanada



Tablo 4.2 (devam) Genbankasindan alinan taksonlar, numaralari ve orijinleri

DQ383646
KP282302

0Q695770
KC960763
HQ650611
MH302516
HM 161495
EU266088
KY947789
KY947853
MK812519
KY947824
KY947780
AF096207
KY947803
KP314357
AY603122
HM161501
AF284447
HQ455536
JQ036204

KU954063
KX132920

0Q718133

Ramalina sinensis
Ramalina fraxinea
Ramalina fraxinea
Ramalina fraxinea
Evernia prunastri
Umbilicaria hirsuta
Umbilicaria hirsuta
Umbilicaria hirsuta
Umbilicaria hirsuta
Umbilicaria spodochroa
Umbilicaria spodochroa
Umbilicaria spodochroa
Umbilicaria spodochroa
Umbilicaria spodochroa
Umbilicaria cylindrica
Umbilicaria cylindrica
Umbilicaria decussata
Umbilicaria decussata
Umbilicaria esculenta
Umbilicaria esculenta
Umbilicaria esculenta
Peltigera canina

Usnea intermedia

Usnea intermedia

44

Cin
Ispanya
Yunanistan
Tiirkiye
ABD
ABD
Arjantin
Macaristan
Rusya
Fransa
Norveg
Ispanya
Norveg
ABD
Rusya
Norveg
Antarktika
Arjantin
Cin

Cin

Cin
Izlanda
Isvicre

Cekya



Tablo 4.2 (devam) Genbankasindan alinan taksonlar, numaralari ve orijinleri

KU352641

IN943541

KU352667

KU352634

JN943539

PP510463

KX132930

KJ406265

JNO086317

FJ161666

HMS578998

HMS578988

HM579011

HM579000

GU593039

OM267683

OM267682

OMO065423

HMS579015

HM579016

KX550107

AF451747

AY581071

KP129443

Usnea intermedia

Usnea wasmuthii

Usnea wasmuthii

Usnea florida

Usnea florida

Usnea scabrata

Usnea lapponica

Usnea lapponica

Usnea lapponica

Letharia vulpina
Xanthoparmelia stenophylla
Xanthoparmelia stenophylla
Xanthoparmelia stenophylla
Xanthoparmelia stenophylla
Xanthoparmelia protomatrae
Xanthoparmelia protomatrae
Xanthoparmelia protomatrae
Xanthoparmelia protomatrae
Xanthoparmelia mexicana
Xanthoparmelia mexicana
Xanthoparmelia pulla
Xanthoparmelia pulla
Xanthoparmelia pulla

Xanthoparmelia tinctina

45

Isvicre
Cin
Ispanya
Ispanya
Ingiltere
Kanada
Isvicre
Isveg
Estonya
ABD
ABD
ABD
ABD
ABD
Cin

Cin

Cin

Cin
ABD
ABD
Tiirkiye
Avusturya
Ispanya

Italya



Tablo 4.2 (devam) Genbankasindan alinan taksonlar, numaralari ve orijinleri

KP129444 Xanthoparmelia tinctina Italya

HQ650680 Flavoparmelia caperata ABD
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5.TARTISMA

Likenlerle yapilan DNA dizi analizleri, son yillarda ¢ok 6nemli verilerin elde edilmesine
olanak saglamistir. ITS 1 ve ITS 2 olarak bilinen kisimlar, bu tiir calismalarda kullanilmas1
acisinda son derece uyumlu bulunmustur. ITS bolgeleri, ribozomal DNA’nin (rDNA)
kodlanan boliimlerine kiyasla daha fazla mutasyona acik olduklart igin, tiir diizeyinde, tiir
i¢i ve tiirler aras1 genetik farkliliklarin belirlenmesinde etkili olabilmektedirler (Smith et al.,
2018). Bu sayede, liken tiirlerinin genetik c¢esitliligi ve evrimi hakkinda daha ayrintili bilgi

saglanmaktadir.

Geleneksel sistematik yaklagimlar morfolojik ve anatomik karakterlere dayanirken,
molekiiler ¢aligmalarin 6nemi giinlimiizde daha net bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Gegmiste
yapilan liken ¢alismalarinda, sistematik siniflandirmalarda c¢ogunlukla morfolojik ve
kimyasal 6zellikler temel alinmaktaydi. Ancak bu karakterler, likenlerin kesin sistematik
kategorilerinin belirlenmesi igin yeterli olmamaktadir. Ornegin, ayni liken tiirii farkl1 habitat
kosullarinda veya iklimsel degisimlere bagl olarak morfolojik ve kimyasal yapilarinda
degisiklikler gosterebilir. Bu adaptif degisiklikler, morfolojik yapilarinda belirgin olsa da
genetik yapilarinda ¢ok az degisiklik meydana gelir. Genetik yapi, ¢evresel kosullara gore
cok daha stabildir ve bu nedenle elde edilen genetik veriler daha giivenilir sonuglar sunar.
Bu durum, morfolojik ve anatomik c¢alismalarin molekiiler yontemlerle desteklenmesinin

Oonemini vurgulamaktadir (Jones & White, 2020).

rRNA dizileri, tiim canli hiicrelerde bulunan ve benzer gorevler iistlenen genetik
materyallerden biri olarak, taksonomik ve filogenetik ¢alismalarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu diziler, evrimsel siiregcte korunmus ve degisim gosteren bolgeleri igerir.
Bu o6zellikleri sayesinde, farkli taksonomik gruplara ait organizmalarin karsilagtirilmasinda
Oonemli bir rol oynarlar. Genetik ¢alismalarin temel araglarindan biri olan PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) teknolojisi, sagladigi avantajlar nedeniyle diinya genelinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu arastirmada da DNA dizi analizi, PCR yardimiyla
gerceklestirilmis ve molekiiler biyoteknolojinin 6nemli bir pargasi olarak kullanilmistir

(Watson & Clark, 2019).

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’nin farkli yerlerinden toplanan ve Yozgat Bozok Universitesi liken
herbaryumunda saklanan bazi likenler kullanilmistir. Bu incelemeler morfolojik ve

anatomik incelemelere ek olarak, molekiiler yontemlerle de desteklenmistir. Molekiiler

47



caligmalar kapsaminda, ITS bolgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltilmig ve gen bolgelerinin dizi
analizi gerceklestirilmistir. Bu analizler, likenlerin genetik g¢esitliligini ve evrimsel

iliskilerini daha ayrintili bir sekilde ortaya koymay1 amaglamaktadir.

Dermatocarpon miniatum var. miniatum taksonunda, ITS bdlgesinin toplam uzunlugu
yaklagik 551 baz c¢ifti (bp) olarak belirlenmistir. Ayrica, Dermatocarpon miniatum var.

miniatum’un ITS bolgesinin DNA dizisinden 537 niikleotid siralanabilmistir.

Dolichousnea longissima taksonunda ITS bolgesi yaklasik 544 baz ¢ifti uzunlugundadir. Bu
taksonun ITS bolgesinden elde edilen siralanabilir DNA dizisi ise 540 niikleotid

uzunlugundadir.

Lobaria pulmonaria taksonu i¢in ITS bolgesinin toplam uzunlugu yaklasik 544 baz cifti
olarak gozlemlenmistir. ITS bolgesinden siralanabilen niikleotid sayis1 ise 540 olarak

belirlenmistir.

Parmelina tiliacea taksonunda ITS bolgesinin toplam uzunlugu yaklasik 568 baz ¢ifti olarak
tespit edilmistir. ITS bolgesinden siralanabilen DNA dizisi ise 547 niikleotid

uzunlugundadir.

Pseudevernia furfuracea taksonunda ITS bdlgesinin toplam uzunlugu yaklasik 540 baz ¢ifti
olarak tespit edilmistir. Bu tiiriin ITS bolgesinden elde edilen siralanabilir DNA dizisi 528

niikleotid uzunlugundadir.

Ramalina farinacea taksonunda ITS bolgesinin toplam uzunlugu yaklasik 575 baz gifti
olarak gozlemlenmistir. Ayrica, bu tiiriin ITS bélgesinden siralanabilen DNA dizisi 535

niikleotid uzunlugundadir.

Umbilicaria hirsuta taksonunda ITS bdlgesinin toplam uzunlugu yaklagik 546 baz cifti
olarak kaydedilmistir. ITS bolgesinden siralanabilen DNA dizisi ise 514 niikleotid olarak

belirlenmistir.

Usnea intermedia taksonunda ITS bodlgesinin toplam uzunlugu yaklasik 531 baz ¢ifti olarak

gozlemlenmistir. Bu tlirde siralanabilen DNA dizisi 524 niikleotid uzunlugundadir.

Xanthoparmelia protomatrae taksonunda ITS bolgesinin toplam uzunlugu yaklasik 510 baz
cifti olarak tespit edilmistir. ITS bolgesinden siralanabilen DNA dizisi ise 498 niikleotid

uzunlugundadir.
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6.SONUC ve ONERILER

10 farkli liken tiirtine ait ITS verilerinin filogenetik analizi, MEGA X yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Bu analizde, Neighbour-Joining (NJ) filogenetik yontemi ile
dendrogramlar elde edilmistir. Elde edilen dendrogramlar, sonug¢larn yorumlandigi

Bulgular boliimiinde ayrintili olarak sunulmustur.

Neighbour-Joining yontemine dayali dendrogramlar incelendiginde, calisilan liken
tirlerinin  birbirlerine yakinlik gostererek bir grup olusturdugu goriilmistiir. Gen
Bankasi'ndan dis grup olarak alinan tiirler ise, ¢alisilan tiirlerden ayrilarak farkli bir grup
olusturmustur. Bu gruplar icindeki tiirler, genetik benzerliklerine gore yan dallanmalar
gostermistir. Dendrogramlarda gozlenen bu dallanmalar, farkli ylizdelerde ¢esitlenmeler ile
ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla, tiirler arasindaki filogenetik iligkiler bu yontemle daha net bir

sekilde ortaya konmustur.

Bu ¢alismada kullanilan DNA dizi analizi yontemi, giiniimiiz biyoteknolojisinde 6nemli bir
yere sahiptir ve elde edilen dizi analizleri, NJ filogenetik yontemi ile tiirler arasindaki
genetik benzerlikleri ve akrabalik derecelerini belirlemistir. Morfolojik olarak incelenen ve
anatomik yapilar1 incelenen ornekler, molekiiler verilerle desteklenmis ve bdylece daha

kesin sonuglar elde edilmistir.

Tirkiye’de liken biyocesitliligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda bugiine kadar biiyiik 6lcilide
morfolojik karakterlere dayali degerlendirmeler yapilmistir. Ancak, bu tiir floristik
caligmalarin molekiiler yontemlerle desteklenmesi, Tiirkiye'deki liken biyogesitliliginin
daha dogru ve kapsamli bir sekilde ortaya konulabilmesi i¢in biiyiilk 6nem tasimaktadir.
Ulkemiz, likenlerin gdsterdigi tiir zenginligi ve biyogesitlilik acisindan 6nemli bir kaynaktir
ve bu ¢alismanin daha genis ¢apta lokalite ve tiirlerle devam ettirilmesi, tiirler arasindaki

ITS ¢esitliliginin ve evrimsel farklilagmalarin daha iyi anlasilmasina katkida bulunabilir.

Yapilacak benzer ¢aligmalar ile, tilkemizdeki zengin genetik potansiyel giin yiiziine ¢ikacak
ve bu genetik kaynaklarin korunmasina yardimci olacaktir. Likenlerin molekiiler diizeyde
incelenmesi, ekosistemlerin genetik cesitliligini anlamak agisindan 6nemli oldugu gibi, aynm
zamanda bu degerli biyolojik kaynaklarin siirdiiriilebilir sekilde korunmasi i¢in de yol

gosterici olabilir.
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Bu tiir ¢alismalarin devam ettirilmesi, hem Tiirkiye’deki liken cesitliligi hakkinda daha
kapsamli bilgi saglar hem de likenlerin ekolojik ve biyolojik islevlerinin daha iyi

anlasilmasina olanak tanir.
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