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ONSOZ

Tiirkiye’nin Kuzey Anadolu Boélgesi’nde yayilis gosteren Hieracium L. (Asteraceae)
taksonlariin ITS bolgelerine dayali benzerlik iliskilerinin arastirildigi bu calisma, Karadeniz
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali'nda “Yiiksek Lisans
Tezi” olarak hazirlanmustir.

Yiiksek Lisans tez damgsmanlhigimi iistlenerek, gerek konu secimi gerekse calismalarin
yiiriitiilmesi ve degerlendirilmesi sirasinda ilgi ve yardimlarini esirgemeyen sayin hocam Dog.
Dr. Kamil COSKUNCELEBI’ye, molekiiler biyoloji laboratuarinin olanaklarini kullanmama
izin veren ve engin bilgi ve deneyimlerini paylasarak bu calismanin tamamlanmasina katki
saglayan sayin hocam Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ’e, laboratuar calismalari sirasinda
tecriibelerinden yararlandigim sayin Yrd. Dog. Dr. Sabriye DULGER, Yrd. Dog. Dr. Fatih S.
BERIS, Ars. Gor. Yusuf BEKTAS, Ars. Gor. Cemal SANDALLI, Ars. Gor. Aykut SAGLAM
bu ve bundan Onceki tiim c¢aligmalarimda goOstermis oldugu yardimlardan dolayr Ugur
UZUNER’e, Hakan KARAOGLU, Biilent AKAR, Derya YANMIS’a, Biyoloji Boliimiindeki
diger hocalarim ve tiim elemanlarina, bu tezin hazirlanmasinda emegi gecen ve beni hicbir
zaman yalniz birakmayan adlarimi burada yazamadigim tiim arkadaslarima tesekkiirii bir borg
bilirim. Bu asamaya gelinceye kadar bana daima destek olan maddi ve manevi desteklerini
hicbir zaman esirgemeyen fedakar aileme minnet, siikran, en derin sevgi ve saygilarimi
sunarim.

Calismalarin gerceklestirilmesi icin maddi destek saglayan TUBITAK (TBAG-HD/140
(106T204) ve KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje No: 2003.111.004.8) ne

tesekkiir ederim.

Mutlu GULTEPE
Trabzon 2007
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OZET

Bu calismada, 23 dogal Hieracium L. (Asteraceae) taksonuna ait 47 populasyon
ornegi, ntDNA ITS bolgeleri agisindan arastirildi.

Calismada kullanilan bitki materyalleri 1999-2006 vejetasyon doneminde Kuzey
Anadolu Bolgesi’nden toplandi. ITS ¢aligmalarinda kullanilmak iizere saglam ve olgun
yapraklarindan genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi. Toplanan taksonlarin ITS
bolgeleri evrensel ITS primerleri kullanilarak cogaltildi ve baz dizin analizleri
gerceklestirildi. Ornekler arasinda, ITS bolge uzunlugunun 706-713 bp arasinda degistigi,
baz varyasyon oranlarinin % 0-6 arasinda farklilik gosterdigi tespit edildi. NCBI GenBank
verileri kullanilarak, CLUSTAL-W programi yardimiyla 6rneklerin ITS bolgelerinin ITS1,
ITS2 ve 5.8S nrDNA bolgeleri belirlenmistir. ITS1 bolgesi 281-287 bp, ITS2 bolgesi 264—
266 bp ve 5.8S nrDNA bolgesi 166 bp uzunlugunda bulunmustur. Daha sonra ITS
sekanslar1 analiz islemlerinde kullanilmak iizere alt alta hizalandi. Tiim o6rneklere ait ITS
baz siralart MEGA 3.1 programi kullanilarak analiz edildi ve populasyonlar arasindaki
akrabalik iliskilerini gosteren parsimoni agact olusturuldu. Baz analizi sonucu elde edilen

molekiiler verilerin daha 6nceki morfolojik verilerle uygunlugu belirlenmeye calisildi.

Anahtar Kelimeler: Hieracium, Asteraceae, ntDNA, ITS PCR, Kuzey Anadolu



SUMMARY

Polymorphism in nrDNA ITS Region of Wild Hieracium L. (Asteraceae) Taxa
Distributed in North Anatolia

In this study, 47 populations belonging to 23 wild Hieracium L. (Asteraceae) taxa
were investigated with respect to ntDNA ITS regions.

Plant materials used in this study were collected from North Anatolia during the field
study in 1999-2006. Genomic DNA’s were isolated from healthy leaves of each populations
to perform ITS studies. ITS regions of the examined populations were amplified by using
universal primers and then sequenced. Length of ITS region variated between 706-713 bp
among the taxa. It was detected that base variations between populations changed from % 0 to
% 6. It is determined ITS1, ITS2 and 5.8S nrDNA of ITS regions belong to specimens using
NCBI GeneBank database by CLUSTAL-W programs. It was found that lenght of ITS1, ITS2
and 5.8S nrDNA regions are among 281-287 bp, 264-266 bp and 166 bp, respectively. These
ITS bands were aligned to use analysis processes. All ITS sequences were analyzed by using
MEGA 3.1 software and parsimony tree were formed in order to explain relationships among
populations. Molecular evidences inferred from sequencing data were compared with
morphological results in order to explore the exact relationships among the examined

populations.

Keywords: Hieracium, Asteraceae, ntDNA, ITS PCR, North Anatolia
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Hieracium L. Asteraceae familyasinin tiir sayisi bakimindan en zengin ve
taksonomik bakimdan en karmasik cinslerinden biridir. Tiirkiye’den kayit altina alinan 113
Hieracium tiri bulunmaktadir (Coskuncgelebi ve Beyazoglu, 2003). Tiirlerin onemli bir
kismi arastirma bolgesinin de iginde yer aldigi Kuzey Anadolu Bolgesi’nde yayilis
gostermektedir. Bu yiizden Kuzey Anadolu Bolgesi, cinsin Tiirkiye’deki onemli gen
merkezlerinden biri olarak goriilmektedir (Gottschlich vd., 2000).

Hieracium cinsinde hem eseysel hem de apomiktik olarak ¢ogalan tiirler mevcuttur.
Taksonomik olarak ¢ok karmasik olmasinin sebebi poliploidi, apomiksis ve hibridlesme
olarak gosterilmektedir (Chrtek vd., 2006). Apomiksis, tohumlarin déllenme ve eseysel
rekombinasyon olmaksizin olusmasidir. Bu olaya bagli iiremenin sonucu olarak, ana
canliyla ayn1 genoma sahip homojen populasyonlardan olusan ve genetik acidan kararl
bireyler meydana gelir. Eseyli iiremenin yoklugunda somatik mutasyon ve kromozomlarin
mitotik rekombinasyonu apomiktik bitkiler i¢cin genetik varyasyonun olusmasinda onem
tagitmaktadir (Richard vd., 1996). Avrupa Florasinda mevcut olan Hieracium tiirlerinin ¢ok
onemli bir kisminin apomiktik oldugu bilinmekle birlikte, son zamanlarda eseysel olarak
cogalan tiirleri de rapor edilmistir (Vladimirov, 2003). Tiirkiye tiirlerinin tireme biyolojileri
ile ilgili su ana kadar yapilmis deneysel calismalar bulunmamasina ragmen Avrupa
tiirlerine benzer iireme sistemine sahip olacag belirtilmektedir (Sell ve West, 1974).

Hieracium tiirleri iireme Ozelliklerinden dolay1 ancak c¢ok sayida karakterle dogru
tamimlanabilmekte, eksik veya sinirli sayida karakterlerle yapilacak teshislerin hatalara
sebep olacagi belirtilmektedir. Bu giine kadar cins iizerinde bir¢ok ¢aligma yapilmistir. Bu
caligmalarin onemli bir kismi {ireme biyolojileri (Koltunow ve Johnson, 1998), genetigi
(Koltunow, 2000; Shi vd., 1996) ve sitotaksonomileri (Chrtek, 1996; Selvi ve Fiorini,
1996) iizerinde yogunlasmaktadir. Hieracium’un {iilkemizdeki tiirleri iizerine fenetik
taksonomik ve sitolojik ¢aligmalar yapilmistir (Sell ve West, 1975; Coskuncelebi, 2003;
Coskuncgelebi ve Beyazoglu 2002; Coskuncelebi ve Hayirlioglu-Ayaz, 2006).
Coskuncelebi (2001) tarafindan iilkemiz tiirleri iizerine gergeklestirilen detayli caligmada,

Hieracium tiirleri morfolojik olarak incelenmis ve tiirler arasi iliskiler niimerik taksonomik



yontemler kullanilarak ortaya cikarilmaya ¢alisilmistir. Coskungelebi ve Hayirlioglu—Ayaz
(2006) tarafindan Kuzey Anadolu Bolgesi’nde yayilis gosteren baz1 Hieracium tiirleri
sitotaksonomik yonden incelenmis ve cinsin sitotaksonomik problemlerinin ¢dziimiine
katkida bulunulmustur.

Son yillarda bitki tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik karakterlerin yami sira
molekiiler verilerin kullanilmasi hiz kazanmistir (Mummenhoff vd., 1997). Bu amagla
genomik DNA, mtDNA ve cpDNA iizerindeki bir¢ok 6zel bolgeden yararlanilmaktadir.
Ozellikle daha onceden bilinen ve klasik taksonomik yontemlerle ¢oziime
kavusturulamayan bir¢ok sistematik problem, molekiiler verilerden elde edilen deliller
sayesinde asilabilmektedir. Bu amagcla kullanilan yontemlerden biriside ntDNA bolgesi
tizerinde bulunan ITS (Internal Transcribed Spacers) PCR’dir. ITS bolgeleri, bitkilerdeki
molekiiler sistematik c¢alismalarinda son yillarda siklikla kullanmilan bir bolge haline
gelmistir (Baldwin vd., 1995). Bu tiir calismalarla, taksonlarin nrtDNA ITS bolgeleri
cogaltillip baz polimorfizmine bakilarak taksonlar arasindaki akrabalik dereceleri
belirlenebilmektedir. Geleneksel taksonomik yontemlerin verilerini desteklemek amaciyla
kullanilan anatomik, morfolojik, sitolojik ve karyolojik verilerin yaninda, giiniimiizde
yukarida sozii edilen molekiiler veriler sikca kullanilarak cok sayida takson igeren
gruplarin sistematik problemlerinin ¢éziimiine katki saglanmaktadir.

Bu calismanin amaci, giiniimiiz sistematik ¢alismalarda sik¢a kullanilan ve oldukga
gecerli sonuglarin elde edildigi ITS PCR yontemi kullanilarak Dogu Karadeniz Bolgesinde
dogal olarak yayilis gosteren Hieracium tiirlerinin akrabalik ilskilerini ortaya ¢ikartmak ve

taksonomik problemlerinin ¢oziimiine katkida bulunmaktir.

1.2. Literatiir Ozeti

Hieracium cinsi tiyeleri Tiirk¢e bir ada sahip olmamalarina karsilik Latince hieracia
(sahin) ve weed (yabani ot) kelimelerinden tiiremis olan “sahin otu® olarak
adlandirilabilir. Cins ¢ok sayida polimorfik tiir ve alttiirle karakterize edilmektedir.
Gergekte Hieracium cinsi tipik karakterleri ¢cok kararli iyi tanimlanmis tiirlerin yaninda
bircok ara takson ve melez bireylerden olusmaktadir. Bu cinste hibridlesmelerin,
poliploidinin ve apomiksin ¢ok yaygin olarak meydana gelmesi ¢ok degisken olan
makrotiirlerin (mainspecies) ve daha kararh karakterlere sahip mikrotiirlerin (intermediate

species) olusumuna yol agmistir (Zahn, 1921-23).



Hieracium cinsinde en onemli iireme sekli apomiksis olmasina ragmen eseyli iireyen
tiirleride mevcuttur. Hieracium’ da apomiksisin meydana geldigi ilk defa Ostenfeld ve
Raunkiaer (1903) tarafindan kaydedilmistir. Apomiksis; cicekli bitkilerde tohumun eseysiz
bir sekilde anne kokenli ovul dokusundan direkt olarak olusumu olayidir. Bu olay farklhi
cinslerde farkl sekillerde cereyan etmektedir. Genel olarak embriyonun kokenine gore iki
ana gruba ayrilarak incelenir. Embriyo ya ovulun sporofit hiicresinin ya da embriyo
kesesinde bulunan fakat mayoz iirtinii olmayan yumurta benzeri bir hiicrenin embriyo gibi
davranmasiyla olugmaktadir. Bu olayda eseyli iiremede oldugu gibi verimli tohumlarin
olusabilmesi i¢cin endospermin olusumuna gerek vardir. Apomiktik bitkilerde endosperm
indirgenmemis embriyo kesesi hiicresinin nukleusundan ya kendiliginden ya da embriyo
kesesi hiicresinin bir sperm hiicresiyle dollenmesiyle de (pseudogami) olusabilmektedir.
Hieracium tiirlerinin bilyiik bir kisminda dollenme olmaksizin aken olusturmasi bu cinsi
bitkiler aleminin en degisken cinslerden biri haline getirmistir. Apomiktik cogalma sonucu
olusan bireyler anasal orijinli klonlar olarak kabul edilmektedirler. Eseysel
rekombinasyonlarin olmadigi durumlarda, somatik mutasyonlar ve kromozomlarda
meydana gelen mitotik rekombinasyonlar apomiktik bitkilerdeki genetik cesitliligin
olusumunda 6nemli hale gelirler. Ger¢ekte zorunlu apomiktik tiirler, fakiiltatif apomiktik
tirlerden ¢ok daha azdir. Fakat zorunlu apomiktik tiirler, fakiiltatif apomiktik tiirlerdeki
veya eseysel bireylerdeki iireme olaylarina katilmalarini saglayan bol miktarda polen
tiretme kapasitesine sahiptirler. Cok sayida verimli polen iiretebilme kapasitesi apomiktik
tirlerdeki  genetik  cesitliligin  esas  onemli  kaynagini  olusturan  genetik
rekombinasyonlardir. Agamospermik bitkilerden en azindan zorunlu olanlar eseyli tiirlere
gore tanimlanmasi daha zor olan sinirli miktarda morfolojik varyasyonlara sahiptirler. Bu
morfolojik varyasyonlar aym zamanda cografik ve ekolojik sartlarla da iliskilidir. Bu
nedenle apomiktik cinslerde tiirleri kesin olarak tanimlamak i¢in (6zellikle Hieracium cinsi
icin) klasik tiir tamimu farkli sekilde kullanilmaktadir (Stace, 1948). Ornegin Rubus L.’da
cok sayida daha dar tamimlanmis tiirlerden olusan ‘’cicle—species’’ terimi kullanilirken,
Ranunculus L.’ta birgok alt tiirden olusan ‘’aggregate—species’’ terimi ve Hieracium’da ise
“’species—principales’’ ve ‘’species intermedia’’ terimleri kullanilmaktadir (Stace, 1948)).
Bunun yaninda Taraxacum L., Sorbus L. ve Alchemilla L. gibi diger apomiktik cinslerde
buna benzer 6zel uygulamalar yoktur (Stace, 1948). Ancak, son yillarda Ranunculus,
Rubus ve Hieracium gibi apomiktik cinslerin taksonomisinde tiir temel birim olarak kabul

edilmektedir (Stace, 1948). Fakat bu tiirler eseysel olarak ¢ogalan cinslerdeki tiirlere gore



genetik bakimdan smirlidir. Bu nedenle bunlar icin genellikle microspecies veya
agamospecies terimi kullanilmaktadir. Apomiktik tiirler de diger eseysel tiirler gibi arazide
tanimlanmasin1 saglayacak karakterlere sahip olup sistematikleri uluslararasi sistematik
kurallara uygunluk gosterirler (Stace, 1948). Apomiktik cinslerin sistematiginde tiir ve
tirlerin olusturdugu gruplarn iistiinde seri, seksiyon ve altcins kategorileri siklikla
kullanilmaktadir. Hieracium cinsinde bu tiir uygulamalar Domortier ile baslamistir (Stace,

1948). Yirminci yilizyilin en Onemli Hieracium’cusu olan Zahn’in (1921-23)

3 3

monografisinde “’species principales’” ve “’species intermedia‘’ olarak adlandirilan tiirler
seksiyonlar altinda toplanmistir. Yine Ingiliz botanikciler Pugsley (1948), West ve Sell
(1975) bir¢cok durumda cins ile tiir arasinda ana kategori olarak seri ve seksiyonlari
kullanmislardir. West ve Sell (1976) Avrupa Florasinda bu kategoriler yerine taksonomik
bir diizey olmayan, fakat diger floristik calismalardaki seksiyon terimine karsilik gelen
“group’’ terimini kullanmislardir. Yine ayni bilim adamlar Tiirkiye Florasinda (West ve
Sell, 1975) seri kategorisini kullanmislardir. Fakat Tiirkiye Florasinda kullanilan seri ve
Avrupa Florasinda kullanilan group kategorileri Zahn’in seksiyonlarina karsilik
gelmektedir.

Hieracium cinsinin taksonomisinde iki 6nemli diisiince hakimdir. Bunlardan birincisi
Giineybat1 Avrupali botanikg¢iler tarafindan kullanilan ve biitiin taksonlarin binominal
isimlerinin verildigi ‘’mikrosistem*’ olarak bilinen sistemdir. Ikincisi ise Merkezi Avrupa
botanikg¢ileri tarafindan kullanilan ve ¢ok sayida alttiiriin biiyiik bir tiir grubun altinda
toplandig1 “’makrosistemdir’’dir. Bu sistemde makrotiirler seksiyonlar altinda toplanmastir.
Fakat bazen bir seksiyon yalnizca bir makrotiirden bazen de ¢ok sayida alttiir ile yine ¢ok
sayida makrotiirden olusmaktadir. Bu durumda bu makrotiirler ara tiirler (species
intermedia), alttiirler ise anatiirler (species principales) olarak adlandirilirlar (Beaman,
1990; Jun, 1997).

Cins iizerinde su ana kadar yapilan en kapsamli ve en ¢ok kabul géren monografik
calisma, Zahn (1921-23) tarafindan yazilmis ve Engler’in ¢igekli Bitkiler (Pflanzenreich)
adli eserinde 5 fasikiil halinde yer almistir. Zahn bu eserinde Hieracium’u 4 alt cinse
aywrarak incelemistir. Bunlar; Stenotecha, Mondonia, Euhieracium, Pilosella (Hill) S.F.
Gray’dir.

Her ne kadar bazi bilim adamlari bu alt cinsler arasinda bir¢ok ara taksonun

olustugunu iddia etseler de, bu zamana kadar gecis formu olabilecek tiirler rapor

edilmemistir. Bu nedenle Euhieracium ve Pilosella alt cinsleri bir¢ok arastirici tarafindan



iki ayr1 cins olarak incelenmesi gerektigi ileri siiriilmiis ve buna gerekce olarak da aken
ozellikleri, stolon ozellikleri ve iireme sekillerindeki farklar gosterilmistir (Sell, 1971;
West ve Sell, 1975). Sistematik gelene8i devam ettirme gibi bilimsel olmayan bir
gerekceyle cogu flora kitaplarinda ve 6zel calismalarda alt cins olarak ele alinan Hieracium
ve Pilosella’mn iilkemizde yayilis gosteren iiyeleri iizerinde ingiliz bilim adamlar1 Sell ve
West (1975) uzun siire calismiglar ve bunlart iki ayri cins olarak incelemislerdir. Bu
tarihten sonra birgok bilim adami Hieracium s.l. cinsindeki bir¢ok tiirii Pilosella Hill
cinsine aktarmistir (Sennikov, 1998; Coskungelebi ve Beyazoglu, 2002; Coskuncelebi,
2003).

Raunkiaer (1934)’e gore Hieracium tiirlerinin ¢ogu hemikriptofitler siifina dahil
olup, hem 1liman hem de iliman-soguk iklimlere adapte olmuslardir. Bu cinsin iiyeleri,
ozellikle Kuzey Yarim Kiire’nin subartik ve 1liman bolgelerinin tepe, dag doruklari, taslik
alanlar, yol kenarlari, mera gibi degisik habitatlarinda, deniz seviyesinden 3000 metreye
kadar ulasan yiiksekliklerinde yayilis gostermektedirler (Fiori, 1994). Bitkilerin degisik
kombinasyonlarda tiiylerle kapli olmasi son derece olumsuz cevre kosullarina karst
(ultraviole 1s1nlar1, asir1 su kaybi, ani 1s1 degismeleri vb.) direncli olmalarin1 saglamigtir.
Bu tiiyler ¢ogunlukla 6lii olup icleri hava ile doludur. Tiiylerin bu ozelligi fazla 15181
yansitmada ve bitkiyi ani 1s1 degismelerine karsi korumada etkili olmaktadir (Fornasari,
1996). Bir¢ok Hieracium tiirlinde govdenin hafif yatik olmasi1 soguk ve riizgarl alanlarda
iyi gelismesinde etkili olmaktadir. Yine ¢ogu tiiriinde bazal yapraklarin iyi gelismesi,
toprak alt1 kisimlarinda besin depo edebilmesi ve bir sonraki vejetasyon dénemine basarili
olarak ulagmasim saglamaktadir (Fornasari, 1996). Bircok tiiriiniin ¢ok giiclii
allelokimyasal madde salgilamasi cevrelerinde bulunan bitkilerle su, besin, 151k ve yer
acisindan kolaylikla rekabet etmelerinde etkili olmaktadir (Fornasari, 1996). Dokularinda
yikksek oranda tanin bulundurmalar1 onlar1 bakteri, mantar ve diger zararhilara kars
dayanikli hale getirmektedir.

Bir¢ok Hieracium tiirii antibiyotik 6zellige sahip olup 6dem, diizensiz ateslenme,
nefrit, arpacik, hemofili gibi hastaliklara kars1 kullanilmaktadir. Yine bir¢ok alpinik tiirii
bal arilar1 i¢in 6nemli bir nektar kaynagi olma 6zelligindedir. Ayni1 zamanda bircok tiirii
hizl1 biiyiiyebilme ve dayaniklilik 6zelliklerinden dolay1 peyzaj amagh calismalarda tercih
edilen bitkiler arasinda yer almaktadir (Fornasari, 1996).

Cogunlugu apomiktik olan bu cins icerisinde ¢ok azda olsa eseysel olarak cogalan

diploid (2n:18) tiirlerde mevcuttur (Coskuncelebi ve Hayirlioglu—Ayaz, 2006; Vladimirov,



2003). Morfolojik olarak diger tiirlerden cok kolay sekilde ayrilabilen diploid tiirler, ¢cok az
farklilik gosteren apomiktik poliploid bireylerin cografik olarak az cok izole oldugu
gerce8i rapor edilse bile, apomiktik tiirler icerisinde goriillen zengin ¢esitliligin bunun
boyle olmadig: ihtimalini giiclendirmektedir. Boyle bir durumda yani, ¢cok sayida polen
iretebilme ozelliginde olan apomiktik poliploid bireylerin olusturdugu populasyonlar ile
diploid bireylerin olusturdugu populasyonlar arasinda gen akist meydana gelecektir. Bu
durum Hieracium cinsindeki zengin cesitliligin esas nedenini ortaya cikarmaktadir
(Koltunow, 1998 ).

Hieracium’ larin kromozomlari iizerine yapilmig bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarda cinsin kromozom sayis1 bakimindan ¢ok farkl diizeylerde poliploidi (triploid,
tetraploid ve pentaploid) gosterdigi belirlenmistir. Avrupa kitasinda yayilis gosteren ¢cogu
Hieracium tirtiniin kromozom sayimlart yapilmig ve 2n:27 ile 2n:36 arasinda degistigi
bulunmustur. Aym calismalardan Hieracium cinsinin temel kromozom sayisinin X:9
oldugu rapor edilmistir (Coskuncgelebi ve Hayirlioglu—Ayaz, 1976).

Sitolojik caligmalardan elde edilen kromozom sayilar ile ilgili bilgiler, apomiktik
tirlerin orijinleri, tiirlesmesi ve filogenetik akrabaliklarin degerlendirilmesinde ¢ok
onemlidir. Tirkiye tiirlerinin birkaci disinda karyomorfolojik yapisi su ana kadar ortaya
cikartilmamistir. Tiirkiye’de yayilis gosteren ve calismamizda da yer alan 5 tiiriin (H.
medianiforme (Litw. et Zahn), H. karagoellense (Zahn) Sell et West, H. argillaceoides
(Litw. et Zahn), H. asterodermum (Woronow et Zahn) Juxip ve H. umbellatum L.)
poliploidi seviyesi ve kromozom sayilar tespit edilmistir. Bu ¢calismada 3 tiiriin tetraploid,
1 tiirtin triploid ve 1 tiiriin de diploid oldugu bulunmus, ayn1 ¢calismada diploid olan tiiriin
triploid olan bireylerine de rastlamildigi kaydedilmistir (Coskungelebi ve Hayirlioglu—
Ayaz, 2006). Bu calismada tespit edilen farkli ploidi seviyelerinin cinsin {ireme
ozelliginden kaynaklandig da belirtilmistir

Hieracium s.. cinsi tlzerinde fitokimyasal olarak fazla sayida arastirma
yaptlmamistir (Zidorn vd., 2002). Hieracium s.1 ¢ nun merkez Avrupa taksonlar1 {izerinde
yapilan bir calismada, Hieracium ve Pilosella alt cinslerinin fenolik madde desenlerinin
cok benzer oldugu ve bu cinslerin taksonlarinin fitokimyasal olarak ayrilamayacag:
belirtilmistir (Zidorn vd., 2002). Kuzey Dogu Anadolu Bolgesinin alpin ve subalpin
bolgelerinde yayilis gosteren 20 Hieracium ve 11 Pilosella tirii total fenolik igerigi
bakimindan calisilmistir (Ayaz ve Coskuncelebi, 2002). Bu calismada en yiiksek fenolik

madde oram1 H. conicum Avret-Touvet, en diisik fenolik madde oran1 ise H.



cardiophyllum Jord. ex Sudre’ de oldugu tespit edilmistir. Fakat kemotaksonomik agidan
bu iki cinsin tiirlerini birbirinden ayirmada yeterli deliller sunmadigi belirtilmistir.

Hieracium 1zerinde yukarida Ozetlenen ¢aligmalarin yani sira cinsin taksonomik
karmagikliginin ¢oziimiine katkida bulunan ekolojik (Svavarsdattir vd., 1999; Hunter,
1991), genetik (Nybom, 1996; Ostenfold ve Raukier, 1903), sitolojik (Chrtek, 1996; Selvi
ve Fiorini, 1996) ve kemotaksonomik (Manez, 1994; Coskuncelebi ve Ayaz, 2002)
calismalar yapilmistir. Ornegin DNA fingerprinting yontemi kullamlarak yapilan bir
calismada apomiktik Hieracium tiirleri arasinda 6nemli sayilabilecek farklar bulunmustur.
Yine 4 Hieracium tiirii tizerinde RAPD ve izoenzim teknileri kullanilarak yapilan bir
caligma ile de tiirler aras1 infragenetik varyasyonlar belirlenmistir (Shi vd, 1996).

Hieracium cinsinin Alpina (Fr.) F.N. seksiyonuna ait 6 tiirlin iireme modeli, polen
tiretimi, kromozom sayilar ile genetik varyasyonlart (RAPD, allozim) Storchova (2002)
tarafindan calisilmistir. Bu ¢calismada H. krivanense ( Wotoszcz. & Zahn ) Schljakov ve H.
slovacum J.Chrtek disindaki tiirlerin polen iiretemedigi ve agamosperm oldugu ve H.
krivanense (Woloszcz. And Zahn) Schljakov tiiriiniin kromozom sayisinin 2n = 36 oldugu
tespit edilmistir. H. alpinum L. tiiriiniin cografik dagilimi ile genetik uzakligi arasinda
kayda deger bir sekilde korelasyonun oldugu vurgulanmistir. H. pinetophilum (Degen &
Zahn) J.Chrtek ve H. crassipedipilum ( Pawl. & Zahn ) J.Chrtek populasyonlar1 arasinda
RAPD ve allozim fenotip farkliliklar tespit edilmistir. Geri kalan diger tiirlerde ise diisiik
oranda allozim ve RAPD varyasyonlar1 goriilmiistiir (Storchova, 2002).

Asteraceae familyasinin alt tribusu olan Sonchinae’ de yapilan bir ¢alisma, ITS’in
molekiiler markirlar arasinda digerlerinden (psbA, trnH) daha kullanmish ve giivenilir
sonuclar verdigini kanmitlamistir (Kim, 1999). Bu c¢alisma da nrDNA ITS bolgesi ile
cpDNA iizerindeki psbA—trnH bolgeleri calisilmig ve ITS bolgesinin akrabalik iliskilerinin
¢cOziimiinde daha kullaniglt bilgiler sundugu ortaya konulmustur. ITS bolgesinin cpDNA’
sina gore 3 ya da 4 kat daha bilgilendirici oldugu, cpDNA ile ¢oziillemeyen tiir i¢i ve tiirler
aras1 problemler ¢coziime kavusturulmustur (Kim, 1999).

Yapilan bir calismada Hieracium cinsine ait diploid H. alpinum L. ve H.
transsilvanicum Schur ex. Fr.’un dogal ortamda hibridizasyonu sonucu olusan melezin,
morfolojik olarak bu iki tiiriin arasinda yer aldig1r ve bunu laboratuar ortaminda cpDNA
tizerindeki trnT — trnL genler arasi bolgesi PCR ile ¢cogaltilarak RFLP analizi ve alloenzim

analizleri yapilarak da gosterilmistir (Mraz, 2005)



Apomiktik gruplarm evolusyon modelleri, yakin eseysel diploid atalar1 ve onlarin
poliploid apomiktik tiirevlerini icerir. Poliploidi ve apomiksis, hibridler arasinda farkl
eseysel populasyonlardan iireme giivenligi olusturma veya karmasik gen etkilesimlerinden
olustugu ileri siiriilmektedir. Erigeron (Asteraceae) cinsinin bir seksiyonu olan
Phalacroloma’ da apomiktik taksonlarin farkliliklarimi ve evrimsel orijinlerini ortaya
cikartmak i¢in yiiksek degiskenliklerinden dolay1 diisiik taksonomik seviyede de
kullanilmaya uygun ITS ve ETS bolgeleri kullanilmistir (Noyes, 2006).

Asteraceae familyasindan (Calycadenia, Argyroxiphium, Dubautia, Wilkesia,
Adenothammus, Madia, Raillardella, Railardiopsis, Krigia, Ratibida, Dracopsis,
Rudbeckia, Cardueae) cins ve tiir seviyesinde pek ¢ok ornekte 18S—28S ribozomal DNA
intronu olan ITS filogenetik akrabaliklarin yeniden insasinda basarili bir sekilde
kullanmlmstir ( Bayer, 1996).

Floristik kayitlara gore Avrupa kitasinda toplam 688, Rusya’da 788, Orta
Amerika’da 18 1ngiltere’de 48, Giircistan ve Ermenistan’da 28, Fransa’da 30, Almanya’da
170, Baden Wiirttemberg’de 74, Iran’da 18 ve Tiirkiye'de ise 113 Hieracium tiirii
bulunmaktadir (Coskuncgelebi, 2001).

Tiirkiye’den kaydi verilen ve % 66’s1 endemik olan 113 Hieracium tiiriiniin yartya
yakin bir kismi1 Giresun, Trabzon, Rize, Artvin ve Giimiishane illerinden olusan bir alanda
yayilmaktadir (Coskuncgelebi ve Beyazoglu, 2002). Bu yiizden cins iizerinde Tiirkiye’ de
yapilacak calismalar icin en uygun yer Dogu Karadeniz bolgesi oldugu diisiiniilmektedir.
Su ana kadar hem aragtirma bolgesinde hem de Tiirkiye’ nin diger yorelerinde Hieracium
cinsi iizerinde gerceklestirilmis az sayida sitolojik ve fenetik ¢aligma bulunmasina ragmen
molekiiler ¢aligmalara rastlanilmamis olmasi eksiklik olarak goriilmektedir. Son yillarda,
Hieracium gibi karigik cinslerin sistematik problemlerinin ¢6ziimlenmesi, taksonomik
eksikliklerin giderilmesi, tiirlerin, seri ve seksiyonlarinin sinirlarinin tam olarak
belirlenmesine yonelik molekiiler calismalar yapilmaktadir (Miikeda vd., 2006; Hamzeh ve
Dayanandan 2004; Baldwin, 1992; Trewick, 2004). Bu calismalarda elde edilen bilgilerin
filogenetik programlar yardimiyla degerlendirilmesi giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yapilan literatiir arastirmalari sirasinda, Hieracium cinsi iizerinde
yukarida Ozetlenen cok sayida sistematik calismanin mevcut oldugu fakat molekiiler
verilerin kullanildig1 ¢calismalarin mevcut olmadigi goriilmektedir. Cins iizerinde yapilacak

ayrintilh  molekiiler incelemelerden elde edilecek bulgularin filogenetik programlar



yardimiyla degerlendirilmesi cinsin sistematik problemlerinin ¢6ziimiine katkida

bulunacaktir.

1.2.1. Hieracium Cinsinin Genel Ozellikleri

Cok yillik, otsu, genellikle farkli yogunlukta ve farkli kombinasyonlarda basit, salgi
ve yildiz tiiylii, toprak alt1 gévdesi stolonsuz, kalin, egik veya dik fibrilli, govde ¢ogunlukla
tek bazal yapraklar ya yok veya ciceklenme zamani tamamen solar ya da yalanci rozet
seklinde. Govde yapraklan yok ya da cok sayida, tam, dentat veya dentikulat, 6zellikle
gdvde tabanina yakin olanlar belirgin petiollii veya petiolsiiz. Kapitilum yalmizca dilsi
cicekli; involukrum + can seklinde; fillariler ¢ok serili ve diizenli sekilde dizilmis;
reseptakulum diiz veya kenarlar1 + disli, ¢cok nadir uzun fibrilli. Liguller sari; stilus sar1
veya acik—koyu kahverengi. Akenler (-2,6) 3-5 mm, silindirik, siyah, agik—koyu
kahverengi veya acik kirmizi, belirgin veya belirsiz sirt ¢izgili, sirt ¢izgileri ugta belirgin

bir halkada birlesirler. Papiis iki seri halinde sert ve tirtikli tiiylii.

1.2.2. Molekiiler Sistematik

Yiiksek yapili bitkiler niiklear (cekirdek) ve sitoplazmik (mitokondri ve kloroplast)
kalitmdan sorumlu genetik maddeye sahiptirler. Bu genetik maddelerin replikasyon
modeli ve tamiri birbirinden farklilik gosterir. Cekirdek genomu eseyli kalittimlanan lineer
bir yapiya sahip iken, kloroplast ve mitokondri genomu eseysiz olarak kalitmlanip dairesel
bir yapidadir. Molekiiler bitki sistematigi, caligmalarda hem niiklear hem de organelar
genomu veri kaynagi olarak kullanabilmektedir. Mitokondri DNA’s1 oldukca degisken
oldugu icin sistematik calismalarda daha cok niiklear DNA ve kloroplast DNA’s1
kullanilmaktadir.

Molekiiler sistematikte; DNA—DNA hibridizasyonu, Protein markirlar1 ve PCR’a
dayal1 teknikler kullanilmaktadir. Son zamanlarda PCR’a dayali teknikler sistematik
caligmalarda daha cok kullanilmaya baglanmistir. Bunlar RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphysms), Mikrosatellit
gibi Ozel tekniklerdir. PCR yardimiyla genomik DNA iizerinde yerlesmis olan ETS
(External Transcribed Spacer), IGS (Intergenic Spacer), cpDNA iizerinde bulunanan matK,

trnT-trnL genler aras1 bolgeleri elde edilip baz dizin analizi yapilarak sistematik
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caligmalarda yogun olarak kullanilmaktadir. ITS bolgeside PCR ile cogaltilarak sistematik

caligmalarda kullanilan bir bolgedir.

1.2.2.1. ITS (Internal Transcribed Spacers)

Bazi durumlarda bitki gruplarin1 dogal ortamlarinda tanimlamada ve taksonlar1 ayirt
etmede zorluklarla karsilagilabilmektedir. Anahtarlarda kullanilan fenetik karakterler
genellikle tam ayirt edici olamamaktadir. Ozellikle kiiltiirii yapilan tiirlerle, dogal tiplerin
akrabaliklarinin ortaya konmasinda, tiirlerin teshisi, toplanmasi ve korunmasi sirasinda
tanimlama biiyiik 6nem tasimaktadir (Baldwin vd., 1990).

Bitki germ plazmas1 koleksiyonlarinda tutulan materyallerin ¢cogunun yanhs isimle
isimlendirildigi anlasgilmistir (Baldwin vd., 1995). Ornegin, pancar ve piring
koleksiyonlarindaki tiirlerin tanimlanmasinda asir1 karisikliklar rapor edilmistir. Yapilan
incelemeler, tiir ya da alt tiirlere ait bircok grubun geleneksel metotlar kullanilarak yanlig
tanimlanmis oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle, taksonlarla ilgili yapilacak tiim
bilimsel aragtirmalar i¢in Oncelikle gergeklestirilmesi gereken calisma tam ve dogru
teshistir (Baldwin vd., 1995).

Molekiiler biyolojideki son gelismeler, tiire 0zgii gen bolgelerinin belirlenmesiyle
bitki tiirlerinin tanimlanmasina imkan vermektedir. Buna yonelik olarak, rDNA’nin ITS
bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik caligmalarda siklikla bagvurulan yontemlerden
biri haline gelmistir (Baldwin vd., 1995).

Genomik DNA iizerindeki rDNA bolgeleri, ¢coklu gen yapilarindan olusur ve ardisik
siralanmis tekrarhi diziler seklindedir. Sekil 1°de, bu bolgelerin genel yapisi ve genomik

DNA iizerindeki yerlesimleri basit olarak sematize edilmistir.

ET= 153 5,88 288 ISE

ITS1 ITs2
Sekil 1. ITS bolgelerinin genomik DNA iizerindeki yerlesimi



11

rDNA tekrarlari; genomik DNA’nin NOR (Niikleolar Organizer Region)
bolgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S kiigiik alt birim (Small Subunit), 5.8S ve 28S
biiyiik alt birim (Large Subunit) rDNA’lart kodlayan genlerden olugmaktadir. ITS
bolgeleri, genomik DNA iizerindeki bu rDNA tekrarlar i¢inde yerlesmistir. Bu bolgeler,
rDNA’nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve
28S) birbirinden ayiran iki kistmdan (ITS1 ve I'TS2) olugsmaktadir (Baldwin vd., 1995). Bu
ITS bolgeleri, rIDNA gen bolgelerine baglanabilen evrensel primerler kullanilarak PCR
calismalanyla kolayca elde edilebilir. Bu amagla kullanilan evrensel ITS (ITS2, ITS3,
ITS4 ve ITSS) primerlerinin rDNA iizerindeki baglanma bolgeleri, Sekil 2’de

gosterilmistir.
ITS 5 ITS 3
—_— —_—
IGS |::18S:rDNA: | ITSI | 5.88 1 [ITS2 -1GS
SRS R R FDNA
ITS 2
—

Sekil 2. ITS primerlerinin rDNA {izerindeki baglanma bolgeleri

rDNA genleri, kopya edilmeyen bolgeler (IGS) ve ITS bolgelerinin varligiyla
birbirinden ayrilmistir. IGS bolgeleri (ETS ve NTS), komsu rDNA tekrar birimleri arasinda
yer almaktadir. ETS, ribozomal mRNA ile kodlanan dis kopya bolgesidir ve onun
promotor bolgesini ihtiva etmektedir. NTS (Non Transcribed Spacer) ise, tekrar birimleri
arasinda yerlesmis kodlanmayan bolgelerdir (Baldwin vd., 1995). ITSI1, 18S (SSU) ile
5.8S arasinda yerlesmistir. ITS2 bolgesi ise, 5.8S ile 28S (LSU) genlerini ayiran DNA
bolgesidir. Bu gen yapilarim ihtiva eden rDNA tekrarlarimin 6karyotik organizmalardaki
kopya sayisi, 200-30.000 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu, biitiin genomun yaklasik
% 1 veya daha fazlasim temsil etmektedir. Ayrica genomik DNA’nin rDNA kopya

sayisinda ara sira degisiklikler meydana gelebilmektedir.
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1.2.2.2. ITS’nin Genel Ozelikleri

e Biitiin bolgenin toplam uzunlugu yaklastk 700 bp kadardir. Okaryotik
organizmalarda 5.8S gen bolgesi, cogunlukla ITS bolgeleri ile birlikte
degerlendirilir.

e Bu bolgelerin korunmus rDNA gen bolgelerine gore daha fazla degiskenlik
gosterdigi kanitlanmstir.

e [TS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik acidan sunduklar veriler farkli diizeydedir.
Bu bolgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla filogenetik ¢6ziimler
sunmaktadir ve niikleotid igerigi ITS2’ye gore % 29 daha degiskendir.

¢ Bu bolgeler, IDNA’nin olgun 18S, 5.8S ve 28S alt birimlerinin olusumu siirecinde
gorev almaktadir (Baldwin vd., 1995).

1970’lerde DNA dizin analizi calismalarinin hiz kazanmasiyla, rRNA’lar ve komsu
bolgeleri iizerindeki sekonder yapi caligmalari biiyiik artis gostermistir. Her tekrar birimi,
olgun rRNA’larn olusturacak olan bir prekiirsor (preRNA) olarak kopya edilir (Baldwin,
1992).

ITS1 ve ITS2 bolgeleri ribozomal transkripsiyon iriiniiniin bir pargasi olmasina
ragmen olgun ribozomal alt birimlerin yapisina dahil edilmezler. Ancak bu bolgeler,
rRNA’larin olgunlagmasi siirecine katkida bulunmaktadirlar (Baldwin, 1992).

preRNA molekiiliiniin ¢esitli olgun RNA tiirlerine doniisiimiinii  saglayan
transkripsiyon sonrasi siirecte her iki ITS bolgesi kesilip ¢ikarilir ve ortamdan
uzaklastirilir. ITS bolgelerinin, baz degisimi smirlamalarindan nispeten uzak olduguna
inanilmaktadir. Bu durum Angiosperm’lerden elde edilen ITS bolgelerine dayali
filogenetik analiz sonuclar ile desteklenmektedir (Baldwin, 1999).

ITS1°de meydana gelebilecek delesyon—insersiyon olaylar1 veya nokta mutasyonlari,
olgun SSU ve LSU rDNA’larin iiretimine engel olabilmektedir. ITS2 bolgesinde
olusabilecek bu ¢esit mutasyonlar sonucunda da biiyiik alt birim rRNA’larin olusumu zarar
gorebilmektedir. ITS bolgesinin primer yapisinda bu ¢esit degisiklikler meydana gelmesine
ragmen sekonder yapilar ileri derecede korunmustur.

ITS bolgeleri, degisebilir bolgelerinin yaninda korunmus bdlgeler de ihtiva
etmektedir. Ozellikle ITS1 bolgesinin merkezine yakin kisimlarinda degismeden kalabilen
korunmus bolgelerin varligi tespit edilmistir. Tablo 1’de, bazi bitki taksonlarmin ITS

bolgelerinde yer alan korunmus bolgelere bazi drnekler verilmistir (Baldwin, 1999).
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Tablo 1. Degisik bitkilere ait ITS1 bolgeleri i¢indeki korunmus baz dizin motifleri

Tiir Ad1 Korunmus Bolge

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. GGCACG-AAAAGTGTCAAGGAA
Nicotiana rustica L. GGCGTGGAAAAGCGCCAAGGAA
Oryza sativa L. GGCGCC-GACGGCGTCAAGGAA
Triticum aestivum L. GGCGCC-GAAGGCGTCAAGGAA
Gossypium longicalyx Hutch. and Lee GGCGTG-AATTGCGCCAAGGAA
Gossypium robinsonii L. GGCGCG-AATCGCGCCAAGGAA
Iliamna spp. Rydberg GGCGCG-AATTGCGCCAAGGAA

Ribozomsal yapidaki domainleri agiklamak igin son zamanlarda rRNA-protein
etkilesimleri arastirilmistir. Olgun okaryotik kiiciik alt birim rRNA’s1, ribozomun kiiciik alt
birimini olusturmak ic¢in 30 farkli ribozomal ve ribozomal olmayan proteine
baglanmaktadir. Biiyiik alt birim sentezi icin ise, 5.8S, 28S ve 50 kadar degisik proteinin
gorev aldigi belirlenmistir.

Transkripsiyon ve preRNA’larin islenmesi asamalarinin  hepsi niikleolusta
gerceklesmektedir.  Okaryotik preRNA’min  islenmesi siireci, kii¢iik niikleolar
riboniikleoprotein (snRNP) partikiillerindeki proteinlerle bir arada bulunan kiiciik

niikleolar RNA’larin (snRNA) bir grubunu gerektirmektedir.

1.2.2.3. ITS Bolgesinin Filogenetik Analizi

ITS bolgesinin filogenetik analizi 4 adimda gerceklestirilmektedir.

Genomik DNA izolasyonu,

ITS bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi,

DNA’nin direkt dizin analizi ile okunmasi veya klonlama sonrasinda okuma,

DNA analizleri.

a) ITS baz siralarinin hizalanmast,
b) Filogenetik analizlerin gerceklestirilmesi,
Giintimiizde ITS bolgesinin PCR ile c¢ogaltilmasi, yakin akraba tiirlerin ve

populasyonlarin filogenetik analizi icin popiiler bir secenek durumundadir. ITS
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bolgelerinin bu popiilerligi korunmus rDNA bdlgelerine baglanabilen evrensel primerlerin
tiretilmesiyle artmistir. ITS baz siralarinin analizi sonucunda elde edilen veriler,
taksonomik kategorilerdeki mevcut problemlerin ¢oziimiinde Onemli katkilar
saglamaktadir. Genellikle taksonlara ait ITS varyasyonlarina bakilarak ilgili taksonlarin

akrabaliklan belirlenmeye calisilir (Baldwin vd., 1995).

1.2.2.4. rDNA Coklu Gen Ailesinin Fonksiyonel Simirlamalari ve Evolusyonu

Yukanida tamimlandigi gibi ITS bolgesi, ribozomal alt birimleri kodlayan nrDNA
icindeki gen bolgeleri arasinda yer almaktadir. Niiklear DNA’daki bu bolgeler, spesifik
kromozomlarin niikleolar organizer bolgesinde ard arda siralanmig tekrarlar seklinde
diizenlenir ( Stappen vd., 1998). Her tam birim, olgun 18S, 5.8S ve 28S RNA alt birimleri i¢in
islenen bir prekiirsor olarak kopya edilir. ITS bolgesi, bu TRNA’nin olgunlasma islemine
yardimci olur.

Angiospermler arasinda, ITS1’in 5’ ve 3’ ucuna yakin kistmlarinin yiiksek derecede
degiskenlik gosterdigi ve anlasilir bicimde hizalanamadig: belirlenmistir. Fakat merkeze yakin
govde yapilart benzer baz siralarma sahiptir (Liu ve Scharal, 1994). Bu bdlgeler, yiiksek
derecede korunmus sekonder yapilarin olusumunu saglayan yiiksek oranda G (guanin), C
(Sitozin) ve T (Timin) igerigine sahiptir. Bu nedenle ITS1’in merkezine yakin bir bolgesi, ileri
derecede korunmustur ve biiyiik bitki familyalarinda, hatta tek yillik ve ¢ok yillik bitkiler
arasinda da hizalanabilen bir baz igerigine sahiptir (Liu ve Scharal, 1994). Sa¢ tokasi
bicimindeki bu kii¢iik motif, 25 bp’den daha kiiciiktiir. Bu ii¢ bolgenin birlesiminden olusan
yapi, ITS nin primer dizin yapisindan ziyade, sekonder yapisinin korunmus olarak kalmasina
katki saglar. Bu durum, ITS1 bolgesinin sekonder yapr kararhligim artirir. Baz igerigi
acisindan daha az degiskenlik gosterdigi bilinen ITS2 bolgesi iizerindeki calismalar diger
bolgelere gore daha az diizeydedir.

Ribozomal genlerin, biiylik miktarlarda protein iirliniine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
coklu gen familyasi olarak var olduguna inamlmaktadir (Ohta, 1991). Ustelik protein
tiretiminde ve DNA’nin islenmesi asamasinda, ribozomlarin 6nemli fonksiyonlariin yam
sira, TDNA kopyalart arasinda tekdiizelige gereksinim vardir. tDNA’lar ¢ogunlukla tiirler
arasindaki cesitliligin degisik seviyelerini olusturan gen siiriiklenmesi nedeniyle tiir icinde
yiikksek oranda homojenlik gosterir (Polanco vd., 1998). Bir tiir icinde rDNA’daki ara

bolgelerin kopyalarinda goriilen en yaygin varyasyon basit baz c¢ifti degisimleridir (Baldwin
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vd., 1995). Diger varyasyonlar, ara bolgelerin kiiciik bir oraninda meydana gelen insersiyon —
delesyon olaylarmi icerir. Bireylere ait kopya tekrarlart arasindaki homojenite, gen doniistimii
ve esit olmayan krossingover olaylar1 sayesinde baz varyasyonu ile sonuglanir (Li, 1997). Bu
mekanizmalar sayesinde rDNA kopyalar1 6zdeslestirilir ve gen siiriiklenmesi nedeniyle bir tiir
boyunca dagitilir.

Gen doniisiimii, bir dizinin kendini degistirmeden etkilesime girdigi diger dizini bir
sekilde transforme ettigi zaman meydana gelir. Bu durum, olasi bes yoldan biriyle gerceklesir;
aynmi lokusta iki allel arasinda, i¢ kromatik degis tokus sirasinda, kardes kromatidlerin
birbirlerini etkilemesi durumunda, homolog kromozomlarin allelik olmayan lokuslarinda veya
homolog olmayan kromozomlar arasinda veya gen kopyalan arasindaki etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Gen degisiminin, kromozom replikasyonundan hemen sonra bu olaylarin
meydana gelmesi ile gerceklestigi kabul edilir. Tek bir gen degisimi sirasinda transfer edilen
DNA miktarn biiyiik oranda degisiklik gosterebilir, fakat genlerin sayisinda bir degisiklik
meydana gelmez. Kromozomlar arasindaki ve icindeki degisiklikler cok yiiksek dizin
benzerlikleri gerektirmez ve kopyalanan ve elde edilen DNA sirasinda bazen iistiinliik
goriilebilir. Bu durum, kopyalanmig genlerin homojenizasyonuna yol agan gen degisiminin

tekrarlayan dongiileri olarak ifade edilir.

1.2.2.5. ITS’nin Taksonomide Tercih Edilme Nedenleri

nrDNA gen bolgelerinde bulunan ITS bolgeleri, molekiiler ve sistematik acidan sahip
olduklart ayirt edici ozellikler nedeniyle filogenetik analiz ¢alismalarinda yogun olarak
kullanilmaktadir. Bu bolgeler;
¢ Filogenetigin yeniden insaasinda yeterli veri sunacak kadar uygun bir biiyiikliige
sahiptir (600-700bp),
e Cins ve tiir ici seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA gen bolgelerine

komsu olarak bulunmaktadirlar,

PCR ile ¢ogaltilarak karsilastirilmalart icin biiyiikliigii son derece elverislidir,

rDNA gen bolgelerine gore daha hizli niikleotit baz degisimi gosterirler,
e C(Cins ve tiir seviyesindeki filogenetik caligmalarda DNA icerikleri, agiklayici

bilgiler sunmaktadir,

Genomik DNA iizerinde yiiksek kopya sayisina sahiptirler,
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Bu bolgelerin evrenselligi, alt birim unsurlar1 ve bolgeler arasindaki farkli baz

varyasyon oranlari nedeniyle, sistematikte kullanilmalar1 yayginlagmustir.

1.2.2.6. ITS’nin Taksonomik Seviyelerde Kullanim

Iki kopya bolgesi (ITS1 ve ITS2), yakin akraba olan taksonlarin karsilastirilmasindaki
kullanmslhiligt nedeniyle, daha 1990’11 yillarda bu bolge hizli bir sekilde calisilmaya
baglanmistir. Mevcut veriler, ITS baz dizilerinin, Angiosperm’lerde degisik seviyelerde
filogenetik agidan kullanish oldugunu gostermektedir. Bu veriler, genetik siiriiklenmelere
yonelik etkili sinyaller ortaya koymaktadir (Baldwin vd., 1992).

Bitki sistematigindeki karsilastirmalarda ve filogenetik analizlerde kullanilmak iizere,
GenBank veri bankasina 20 Haziran 2006 tarihine kadar yalmizca yesil bitkiler icin 3016
adet I'TS niikleotit baz siras1 kayd1 gergeklestirilmistir.

Bazi bitki gruplarinda ITS1 ve ITS2’de yiiksek oranda varyasyonla karsilasilirken,
bazilarinda ise, niikleotit varyasyonunun az bir dizisine rastlanilmaktadir. Aynm toplam
DNA degerlendirmelerinde; ¢ogu gruplarda ITS dizinlerinin, cpDNA baz dizinlerinden ¢ok
daha fazla degiskenlik gosterdigi ve daha bilgilendirici oldugu sonucuna varilmistir
(Baldwin vd., 1999).

ITS bolgelerinin, hibrit taksonlara yonelik filogenetik analizlerde kullanilmasi uygun
goriilmemektedir. Ciinkii hibritlerden elde edilecek ITS bolgelerinin hangi atasal
genomdan c¢ogaltildiginin bilinmemesi, giivenilir olmayan degerlendirmelere neden
olacaktir (Baldwin vd., 1995).

rDNA tekrarlarinin yiiksek kopya sayisi nedeniyle (hiicre basina 30.000’e kadar), ona
gore kiiciik ebatta olan ITS bolgelerini PCR ile cogaltmak oldukca kolaydir. Bu durum ITS
bolgelerini filogenetik ve biyocografik arastirmalar icin ilgi ¢ekici bir hale getirmektedir

(Baldwin vd., 1992).
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1.2.2.7. rDNA Bolgeleri

1.2.2.7.1. Kiiciik Alt Birim rDNA (18S)

Kiigiik alt birim rDNA’s1 yiiksek derecede korunmus DNA bolgelerinden biridir ve
alem, sube ve sinif seviyesindeki kategorilerde filogenetik ¢alismalarin yeniden insaast icin
yogun olarak kullanilmaktadir. Bugiine kadar 4000’den daha fazla takson icin, bu bolgeye ait
DNA baz siras1 belirlenmistir. Kiiciik ve biiyiik alt birim rDNA niikleotit baz siralarinda asir
korunmus ve degisebilir bolgelerin bulunmasi, ilgili 6zel sorular i¢in optimal filogenetik
cevaba izin veren bir dizi oranlar saglamaktadir.

Kiigiik alt birim rDNA baz siralar1, ata soylarin belirlenmesinde, temel dkaryot ve fungal
soylar arasinda, Angiospermler icinde, hayvanlarn diizenlenmesi gibi farkli taksonomik

seviyelerde filogeninin yeniden insaasinda kullanilmaktadir (Baldwin vd., 1992).

1.2.2.7.2. 5.8S rDNA

rDNA tekrar birimleri i¢inde en kiiciik uzunluga sahip olani, 5.8S niiklear DNA’sidir.
rRNA’nin biiyiikk alt biriminin bir parcasidir ve lokus uzunlugu ile niikleotit icerigi ileri
derecede korunmustur. Bu bolgeye ait baz uzunlugu, arzu edilen kullamlabilir bir biiyiikliige
sahip olmadig1 (163-164 bp) ve filogeniye yeterli derecede veri saglamadigi igin, bu tip
filogenetik calismalarda tek basina kullanilmalari uygun goriilmemektedir. Bu nedenle
niikleotit baz degisimlerinden, ITS bolgeleriyle birlikte degerlendirilmesi yoluyla
yararlanilmaktadir (Baldwin vd., 1992).

1.2.2.7.3. Biiyiik Alt Birim rDNA (28S)

Kiigiik alt birim rDNA’ya gore daha uzun yapidadir ve baz icerigi agisindan daha fazla
varyasyon gosterir. Bilylik alt birim rDNA’s1 cok farkli alt birimlere sahiptir. Bu nedenle
filumlar arasinda 6nemli derecede gen varyasyonu gosterirler.

Kiigiik ve biiyiik alt birim rDNA’s1 iizerinde degisebilir bolgeler veya yayilan
segmentler olarak adlandirlan domainler mevcuttur. Ancak bu bolgelerdeki genislemeler;

rDNA baz dizinlerinin, akraba tiirleri aywrt etmede kullamlmasi icgin yeterli veri
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sunmamaktadir. Bu nedenle rDNA genlerinin gosterdigi varyasyonlardan, familya ve daha
yukar seviyelerde faydalanilmaktadir (Baldwin vd., 1992).

rDNA tekrarlarinin ITS ve IGS bolgeleri, yiiksek oranda varyasyon gostermeleri
bakimindan cinsler arasinda, tiir seviyesinde ve populasyonlarin calisilmasinda karsilasilan
taksonomik problemleri ¢ozmede kullanilmaktadir. Ancak IGS (4-5kb) bolgelerinin ITS
bolgelerine gére daha uzun parcalara sahip olmasi ve dizin analizindeki zorluk nedeniyle,
filogenetik calismalarda cogunlukla ITS bolgeleri tercih edilmektedir (Baldwin vd., 1992).

Yapilan RFLP c¢alismalari, bu ara bolgelerin son 50 milyon yil icinde ayrilmis olan
yakin akraba taksonlar arasindaki filogeniyi ortaya koymada kullanilabilecegini

gostermistir (Baldwin vd., 1992).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Besiyeri Kimyasallar1 ve Vektorler

Calismada kulanilan kimyasallarin isimleri ve alindiklar1 firma adlar1 asagida
verilmistir. Phenol:chloroform: isoamyl alcohol, agarose, bromophenolblue, ethidium
bromide, RNase A, yeast extract, ammonium acetate, isoamyl alcohol kimyasallar1 Sigma,
pGEM-T Easy Klonlama kiti ise, Promega firmasindan temin edilmistir.

CTAB (Hexadecyltrimethyl ammonium bromide), Sigma, MJ33, LB (Luria Broth)
Broth, Sigma, L2542, ammonium acetate, Sigma, A1542, TE (10 mM Tris HCL, pH: 8,3,
EDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid) 1mM, pH:8,0), PVPP (polyvinylpolypyrrolidone),
Sigma, P6755, tris (2—aminoethyl) amine agarose, Sigma, A1579, yeast extract, Sigma,
Y1327, NaCl (Sodyum chloride), Sigma, S6191, IPTG (isopropyl B-D-1-
thiogalactopyronside), Sigma, 59740.

2.2. Materyal Temini ve Saklanmasi

Calismada kullamilan bitki materyallerinin temini icin gereken arazi calismalari,
Dogu Karadeniz Bolgesi’nin Trabzon, Rize, Giimiishane ve Artvin illerinde bitkinin
vejetasyon donemi olan Mayis—-Temmuz aylarinda 1999-2006 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir (Sekil 3). Bu calismada kullanmak {izere calisma bolgesinden toplam

47 farkli noktadan bitki 6rnegi alinmistir.

Sekil 3. Arastirma bolgesinin haritasi
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Toplanan 6rneklerden bir kismi, herbaryum 6rnegi yapilmak iizere kurutulmustur. Bu
ornekler Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii’nde (KTUB) saklanmaktadir.
Kalan ornekler ise daha sonra DNA analizi islemlerinde kullanilmak {izere
stoklanmiglardir. DNA analizi icin kullanilacak drnekler, 6nce kontaminasyon riskine karsi
yiizey sterilizasyonu islemine tabi tutulmuslardir (Beris, 2001). Bunun icin yapraklar
oncelikle % 10’luk sodyum hipokloritte 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra 3 ayr1 kapta
bulunan % 70’lik etanol serilerinden ge¢irilmistir. Etanol ile yikamadan sonra 5 ayr kapta
steril saf sudan gecirilerek yapraklar {izerindeki alkolden arindirilmis ve 37°C’ye ayarl
etiivde yaprak iizerindeki suyun uzaklagsmasi i¢cin bekletilmistir. Yiizey sterilizasyonu
tamamlanmis yapraklar numaralanarak DNA izolasyonlarinda kullanilana kadar —20°C’de

saklanmugtir.

2.3. Morfolojik Incelemeler

Toplanan Orneklerin teshisleri, herbaryum materyalleri {izerinde yapilan
incelemelerle gerceklestirilmistir. Teshisler, basta Tiirkiye Floras1 (Sell ve West, 1974)
olmak iizere diger ilgili floralardan ve cins ile ilgili gergeklestirilmis monografik (Zahn,
1921-23) calismalardan yararlanilarak yapilmistir. Yapilan morfolojik incelemelerle teshis

edilen tiirler ve bunlara ait toplama bilgileri, Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Calismada kullanilan 6rneklere ait toplama bilgileri

Populasyon
No

Seri

Tiir Ad1

Toplandig: yer

A7 Giimiishane: Zigana Gegiti, eski yol sevi 30 vi 2001, 1700

! H. oblongum Jordan m, Coskuncelebi 312, KTUB
A8 Trabzon: Caykara, Ogene (Karagam), Kayalikli alan ve yol
2 H. oblongum Jordan sevi, 03 vi 2004, 1200m, Coskuncelebi 437, KTUB
3 H. cardiophyllum Jord. ex | A7 Trabzon: Tonya, Diizmahalle, A¢ik alan, 18 vi 2003, 1050
Sudre m, Coskungelebi 326, KTUB
4 H. cardiophyllum Jord. ex | A8 Giimiishane: Arakli Dagbasi Soguksu Yayla Yolu, Cam alt1
Sudre ve yol sevi, 08 vii 2004, 1325 m, Coskuncelebi 459, KTUB
3 . A7 Trabzon: Kopriibas1 Karaagac, Orman i¢i ve yol sevi, 17 vi
> |z |H gentileJordanexBor )50 " 080 m Coskungelebi 443, KTUB
&
= . A7 Trabzon: Macka, Giirgenaga¢ Koyii, Orman ici, 20 vi 2003,
6 | g |H gentileJordanexBor |50 coquncelebi 317, KTUB
7 LE H. medianiforme (Zahn) A7 Trabzon: Tonya, Kalingam, Orman i¢i, 29 v 2003, 1300 m,
20 | Sell & West Coskuncelebi 316, KTUB
¥ "
3 S | H. medianiforme (Zahn) A8 Giimiishane: Oriimcek ormani, Orman i¢i, 30 vi 2003, 1500
% Sell & West m, Coskungelebi 342, KTUB
9 < H. artabirense (Zahn) A8 Artvin: Ardanug, Kutul, Acik alan, 17 vii 2003, 2100 m,
Juxip Coskungelebi 413, KTUB
10 H. artabirense (Zahn) A8 Rize: ikizdere, Acisu koyii Kaplica Yolu, 31 v 2001, 700 m,
Juxip Coskungelebi 297, KTUB
1 H. cryptonaevum (Bornm. | A8 Giimiishane: Kelkit, Heneke yaylasi, A¢ik alan, 11 vii 2003,
& Zahn) Sell & West 2200 m, Coskuncelebi 366, KTUB
12 H. cryptonaevum (Bornm. | A7 Trabzon: Magka, Siimela—Camibogazi yayla yolu, Atk alan
& Zahn) Sell & West ve yol sevi, 27 vii 2004, 1900 m, Coskuncelebi 497, KTUB
13 H. karagoellense (Bornm. | A7 Giimiishane: Tersundagi, Alpin ¢ayir, 03 viii 2004, 2000 m,
& Zahn) Sell & West Coskungelebi 516, KTUB
14 H. karagoellense (Bornm. | A8 Trabzon: Caykara, Caykara — Yayla 6nii, Cam ormani, 12
& Zahn) Sell & West vii 1998, 1950 m, Coskungelebi 36, KTUB
& A7 Glimiishane: Tersundag1, Alpin ¢ayir, 03 vi 2004, 2000 m,
15 z H. erythrocarpum Peter Coskuncelebi 512, KTUB
16 = |H argillaceoides (Litw. & | A7 Trabzon: Macka, Meryemana, 20 vi 2003, 1000 m,
T\ Zahn) Juxip Coskungelebi 350, KTUB
17 2 |H argillaceoides (Litw. & | A7 Giimiishane: Kiirtiin, Oriimcek Ormani, 30 vi 2003, 1500 m,
L\:/ Zahn) Juxip Coskungelebi 442, KTUB
18 EO H. argillaceoides (Litw. & | A7 Trabzon: Kopriibasi, Karaagag, 17 vi 2004, 1210 m,
N Zahn) juxip Coskungelebi 318, KTUB
19 H. hypopityforme Juxi A7 Trabzon: Macka, Meryemana, Dilaver Balik Tesisleri, 27 vii
- IVPOPHY. P 12004, 1800 m, Coskuncelebi 499, KTUB
20 A7 Giimiishane: Tersundagi, Alpin ¢ayir, 01 viii 1999, 2000 —

H. sarykamyschsense Juxip

2100 m, Coskuncelebi 222, KTUB
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A7 Giimiigshane: Tersundagi, Alpin ¢ayir, 03 viii 2004, 2000

21 E H. lazicum Boiss. & Bal m, Coskuncelebi 514, KTUB
. . A7 Giimiighane: Siran, Karamustafa Koyii, 03 viii 2004, 1600
£
22 = H. lazicum Boiss. & Bal m, Coskungelebi 508, KTUB
23 cg H. karakolense (Zahn) A7 Trabzon: Meryemana—Camibogaz1 yolu, Picea ormani, 27
Q Sell & West vii 2004, 1900 m, Coskungelebi 502, KTUB
s
24 2 | H. karakolense (Zahn) A7 Giuimiighane: Tersundagi, Alpin cayir, 03 vii 2004, 2000
~§ Sell & West m, Cogkungelebi 509, KTUB
25 E H. karakolense (Zahn) A7 Giuimiighane: Tersundagi, Alpin cayir, 03 viii 2004, 2000
Sell & West m, Cogkungelebi 522, KTUB
26 H. onosmopsis (Zahn) Sell | A9 Artvin: Ardanug’dan Kutul’a giderken, 17 vii 2003, 1800
& West m, Coskungelebi 420, KTUB
27 H. onosmopsis (Zahn) A8 Giimiighane: Dagbasi—Taskoprii Yayla Yolu, 08 vii 2004,
Sell & West 1325 m, Coskuncelebi 460, KTUB
Z A8 Giimiishane: Dagbas1 Taskoprii Yayla Yolu, Alpin agik
28 z  |H. mannagetiae Freyn alan, 08 vii 2004, 1900 m, Coskuncelebi 462, KTUB
3
= A7 Giimiighane: Tersundagi, 03 vii 2004, 2000 m,
29 S | H. mannagettae Freyn Coskungelebi 527, KTUB
30 % H. mannacettae Frevn A8 Rize: Ikizdere, Anzer yaylast, 09 vii 1998, 2150 m,
s | g y Coskuncelebi 106, KTUB
s H. polygonifolium A7 Trabzon: Magka, Meryemana, Dilaver Balik Tesisleri, P.
31 S G'O{’t Sc{ﬁ & Coskunceleb; | Orientals ve agik alan, 27 vii 2004, 18001900 m,
5 - & Loskung Coskungelebi 498, KTUB
B H. polygonifolium A7 Giuimiighane: Tersundagi, Alpin cayir, 03 viii 2004, 2000
Gottschl. & Coskungelebi | m, Coskuncelebi 523, KTUB
33 H. tersundagense A7 Giimiighane. Tersundagi, Alpine ¢ayir ve Abies ormant,
Gottschl. & Coskuncgelebi | 03 viii 2004, 2000 m, Coskungelebi 520, KTUB
34 H. ladikense Bornm. & A7 Giimiighane Tersundagi’ n1 gegerken, Yol kenari, acik
Zahn alan, 01 viii 1999, 2000 m, Coskuncelebi 247, KTUB
. A7 Trabzon: Arakli, Dagbas1 — Pozaruk Giimiishane, Ac¢ik
35 H. ladikense Bomm. & |\ " ol kenar, 13 vii 1999, 1500 m, Coskuncelebi 175,
Zahn) KTUB
36 g H. ladikense Bornm. & A7 Trabzon: Caykara, Karacam Koyii, Ladin orman, 11 vii
B 7 Zahn 1998, 1350 m, Coskuncgelebi 16, KTUB
0]
3E . A8 Giimiigshane: Dagbas1 Taskoprii Yayla Yolu, Alpin agik
Q . . . N
37 2% H. jurrassicum Griseb. alan, 08 vii 2004, 1900 m, Coskuncelebi 461, KTUB
o O L .
S wn . . . A7 Trabzon: Meryemana—Camibogazi yolu, Picea ormani ve
38 ; 3 H. jurrassicum Griseb. Orman giilii arasinda, 27 vii 2004, 1900 m, Coskungelebi 503
39 < & | H. tamderense Hub— A7Giimiishane: Tersundagi, Acik alan, 03.viii 2004, 2000 m,
§ § Mor. Coskungelebi 507, KTUB
40 E % H. tamderense Hub— A7 Trabzon: Macka, Meryemana — Camibogazi yolu, 25 vii
'§ & |Mor. 1999, 2100 m, Coskungelebi 205, KTUB
41 § H. tamderense Hub— A8 Trabzon: Caykara, Haldizen— Kiiciik yayla, 12 vii 1999,
~ Mor. 2200 m, Coskungelebi 53, KTUB
. . A7 Guimiigshane: Karamustafa Koyii, Yol sevi ve gevsek
42 H. microtum Boiss. topraklar, 03 viii 2004, 1600 m, Coskuncelebi 524, KTUB
43 H. microtum Boiss. A9 Artvin: Savsat, Yavuzkdy, 16 vii 2003, 1550 m,

Coskungelebi 402, KTUB
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Tablo 2’nin devami

44 — H. biebersteinii Litw. & A8 Artvin: Ardahan, Yalnizcam, Acik ve Kayalik alan, 17 vii
S A ‘g Zahn .2003, 1900-2000 m, Coskuncelebi 416, KTUB
S ~
==
45 © % z H. biebersteinii Litw. & A8 Trabzon: Arakli, Dagbasi Bayburt yolu, Acik alan, 13 vii
& Zahn 1999, 1700 m, Coskungelebi 183, KTUB
= . . A7 Giimiishane: Tersundagi, Alpin ¢ayir, 03 viii 2004, 2000 m,
46 . 3 % H. olympicum Boiss. Coskunelebi 515, KTUB
Sz
S 5 o .
s .= . . A7 Trabzon: Macka, Meryemana—Camibogaz1 yolu, Alpin
S =Y ¢Kka, ¥ gaz1 yolu, Alp
47 & | H. olympicum Boiss. cayir, 25 vii 1999, 1700 — 2000 m, Coskungelebi 220, KTUB

2.4. Yapraklardan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in —20 °C’de depolanmis taze veya kurutulmus yaprak ornekleri
kullanilmistir. DNA’larinin izole edilmesinde, iki farkli metottan faydalanmilmistir. Yas
yapraklardan DNA izolasyonu i¢in kismi degisiklige ugratilan Lodhi metoduyla (Beris,
2001); kuru yapraklardan izolasyon igin ise Soltis (Doyle ve Doyle, 1987) DNA izolasyon
metodundan faydalamlmistir. izole edilen DNA’lar, daha sonraki asamalarda kullanilmak
tizere fenol ekstraksiyonu ile temizlenmistir. DNA izolasyonlar1 her iki yontemde
kullanlarak gerceklestirilmistir, ancak kuru yapraklardan yapilan izolasyonlardan daha
olumlu ve kararli sonuglar alindigi igin c¢alismada bu yoOntemden daha fazla

yararlanilmigtir.

2.4.1. Kuru Yapraklardan Genomik DNA izolasyonu

Aragtirmada kullanilan bitkilere ait DNA izolasyonlarinin biiyiik cogunlugu kuru
yapraklardan gerceklestirilmistir.

Her bir ormnek icin daha onceden secilmis taze ve olgun yapraklarin kurutulmusg
olanlarindan 0,025 gr tartilarak cam kumu kullanilarak bir havan icersinde 6giitiildii. Toz
haline getirilmis yaprak numuneleri bir ependorf tiipiine transfer edildi. Uzerine &nceden
hazirlanmis CTAB tamponundan 500 pl eklendikten sonra, bu haldeki ekstrakta her bir
ornek i¢in 0,02 gr PVPP (polyvinylpolypropodylene) ve 10 pl p—merkaptoetanol ilave
edildi. Karigim bir pipet yardimiyla homojenize edildikten sonra 65°C’de 4 saat bekletildi.
Inkiibasyon sonrasi tiipler buz iizerine almarak 1 dak sogumaya birakildiktan sonra, oda

sicakliginda ornekler 10.000 — 14.000 rpm’de 1 dak santrifiij edildi. Santrifiij edilmis
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ornekler iizerine 500 pl kloroform eklendikten sonra ve tiipler homojen olana kadar alt iist
edildi, ardindan aym hizda 1 dak santrifiij gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi tiiplerdeki
stipernatant kisim alinarak yeni tiiplere aktarildi, tizerine yeniden 500 ul kloroform ilavesi
gerceklestirildikten sonra tiipler 3-5 kez alt iist edildi ve aym hizda 1 dak santrifiij
geceklestirildi. Santrifiij ardindan stipernatant kisim alinarak bir 6nceki asama aynen
tekrarlandi, daha sonra {ist faz alinarak yeni bir ependorf tiipiine transfer edildi.

Tiiplerden hacmi en fazla olanin kapasitesi belirlendi ve bu hacim baz alinarak diger
tiiplere esit oranda hacmin % 8’i kadar her tiipe 7,5 M amonyum asetat ilavesi yapildi,
tiipler birkag¢ kez alt iist edildikten sonra olusan hacmin % 54’l kadar izopropanol ilavesi
yapild1 ve stispansiyon iyice karistirildiktan sonra +4°C’de en az 2 saat bekletildi (daha iyi
sonugclar i¢in bir gece bekletilmesi tavsiye edilir).

Bir gece +4 °C’de bekletilen 6rnekler 3 dakika (10.000 — 14.000 rpm’de) santrifiij
edildi, stipernatant kisim atildiktan sonra, seffaf pellet tizerine 1ml % 70’lik etanol ilavesi
yapildi, tiipler birkag defa alt iist edildikten sonra oda sicakliginda 10-15 dakika bekletildi.
Alkol ilave edilmis tiipler 3 dakika (10.000 — 14000 rpm’de) santrifiij edildi, stipernatant
dokiildiikten sonra tiim alkoliin DNA’dan uzaklastirilmasi i¢in tiipler kapaklar acik sekilde
15 dak 37°C’de kurumaya birakildi. Daha sonra tiiplerde bulunan DNA pelleti, 50 ul TE
ilavesi ile ¢oziildii. Pelletin tamamen ¢oziilmesi i¢in Ornekler, 15 dak 65°C’de su
banyosunda tutuldu, ortamda bulunan RNA’larin uzaklastirilmasi i¢in her 100 pl’lik hacim

icin 1 pul RNaz ilavesi gerceklestirildi.

2.4.2. Yas Yapraklardan Genomik DNA izolasyonu

Yas yapraklardan DNA izolasyonu yapilmasi diisiiniilen yapraklarin olgun, taze ve
yesil olmasma o6zen gosterilmistir. Izolasyon yapilacak yapraklarin toz ve yabanci
maddelerden temizlenmesi saglanmis ve orta damarlann kesilerek alinmistir. Bu
yapraklardan 1 gr tartilmis ve bir havan icerisinde gerekli miktarda siv1 azot kullanilarak
ezilerek ogiitiilmiistiir. Toz halindeki yaprak ornekleri 15 ml’lik polipropilen santrifiij
tiiplerine aktarildi. Uzerine 5 ml ekstraksiyon tamponu ilave edildi. Sonrasinda
polipropopilen tiipe 100 mg PVPP ( sigma, P6755) eklenerek karistirildi (100 mg PVPP/g
yaprak). Karisimi ihtiva eden tiipler 65°C’de 4 saat su banyosunda bekletildikten sonra oda

sicakliginda sogumaya birakildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir tiipe 6 ml kloroform—
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izoamilalkol ilavesi yapildi, tiipler 20 — 25 kez hafif¢e alt iist edildikten sonra 6000 rpm’de
15 dak santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiiplerin iist kisminda olusan faz yeni tiiplere
aktarildi, faz rengi berraklasincaya kadar bir onceki adimda bahsedilen kloroform ilavesi
ve sonraki asamalar en az ii¢ kez tekrarlandi. Kloroform muamelesi sonrasi elde edilen
¢ozeltiye, hacminin yaris1 kadar 5 M NaCl eklendikten sonra ve birkag¢ kez hafifce alt iist
edildi.

Son durumdaki hacmin iki kati kadar % 96’lik soguk etanol (-20°C ) eklenerek
DNA iplik¢iklerinin olusmas1 amaciyla 2 saat veya daha uzun bir siire i¢in buzdolabinda
(+4°C’de) bekletildi. Olusan DNA ipliklerinin ¢oktiiriillmesi amaciyla sirasi ile 3000 ve
5000 rpm’de 3 dak santrifiij edildi. Siipernatant kism1 dokiildii, ardindan DNA ipliklerinin
mevcut protein ve fenolik bilesiklerden arindirilmasi i¢in %70’lik soguk etanol ilavesi
gerceklestirildi. Tiipler birkag kez alt iist edildikten sonra 5000 rpm’de 5 dak santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi etanol kisim (iist faz) atildi, etanolun DNA ipliklerinden tiimiiyle
uzaklastirtlmasi icin 37°C’de 15 dak kurumaya birakildi. Tiiplerin tabaninda pellet halde
bulunan DNA iplikleri 100-200 pl TE tamponu ilavesi ile c¢oziildii, daha sonraki
kullanimlar icin 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine transfer edildi. Her 100 ul’lik DNA
solusyonuna ortamdaki RNA’larin uzaklastirilmast amaciyla 1 ul RNaz A ilavesi

gerceklestirildi ve tiipler 37°C’de 15 dak bekletildi.

2.5. PCR Uygulamalar

Izole edilmis DNA’lardan ITS bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin evrensel ITS4 (5'—
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) ve ITSS (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG G
—3’) primerleri kullanilmistir. Bu primerler yardimiyla, ntDNA gen tekrarlar1 arasinda
kalan ITS1, 5,8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla cogaltilmistir. Cift zincirli DNA
tizerinden bu bolgelerin cogaltilmas1 200 ul’lik tiiplerde; 10X’lik reaksiyon tamponundan 3
ul, 2,5 mM MgCly’den 3 pl, 0,25 mM dNTP’den 5’er pl, 50 ng/ul her bir primerden 1 pl, 1
tinite Taqg DNA polimeraz (Promega) ve yaklasik olarak 50-100 ng kalip DNA’dan 2 pl
iceren karigim distile su ile 50 ul son hacme tamamlanarak gerceklestirilmistir.

Yapilan PCR denemeleri sonucunda belirlenen en uygun ¢ogaltilma sartlar1 ve

36 dongiide gerceklestirilen termal dongii protokolii;

94 °C'de 2 dak DNA cift zincirinin ayrilmasi (6n denatiirasyon),



26

94 °C'de 1 dak DNA cift zincirinin ayrilmasi (DNA denatiirasyonu),

55 °C'de 1 dak primerlerin baglanmasi (annealing),

72 °C'de 2 dak DNA sentezi (extension),

Toplam 36 dongii,

72 °C'de 10 dak son uzatma (final extension)

Seklinde diizenlenmis ve PCR uygulamalar1 Biometra Personal Cycler cihazinda

gerceklestirilmistir.

2.6. PCR Uygulamalarimin Tekrarlanabilirliligi

PCR kosullarinin tekrarlanabilirliligini saglamak amaciyla, 6rneklere ait ¢ogaltma
islemi birbirinden bagimsiz olarak iki kez tekrar edilmistir. PCR uygulamalarinda olas1 bir
kirlilik/bulasma engellemek icin her uygulamada, genomik DNA icermeyen negatif
kontroller kullanilmistir. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaciyla, her gruba ait

elektroforez islemlerinde, 100 bp bantlar ihtiva eden DNA Ladder kullanilmistir.

2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR fiiriinlerinin elektroforezi, 5 pl yiikleme tamponu (% 50 gliserol, % 0,05
bromofenolblue, 0,2 M EDTA) eklenerek agaroz jel ortaminda yapilmistir. On iki hiicreli
jel tepsisi kullanilarak, % 1’lik agarozda, IX TAE (Trizma Base, Glacial Asetik Asid,
EDTA) tamponunda 30 dak siire ile 96 voltta yiiriitilen 6rnekler, 0,25 pg/ml etidium

bromid ile boyanmis ve UV 15181 altinda Polaroid tip siyah-beyaz filmle goriintiilenmistir.

2.8. Baz Dizin Analizi

Baz dizin analizi iki sekilde gerceklestirilmistir. Orneklerin 9 tanesi pPGEM— T easy
vektoriine klonlanarak T7 ve SP6 promotorlariyla okutulmustur. Geriye kalan 38

orneginde, PCR iiriinlerinin okutulmasi ile baz dizinleri elde edilmistir.
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2.8.1. Klonlama

Uc asamada gerceklestirilmektedir.

2.8.1.1. ITS-PCR Uriinlerinin Ligasyonu

PCR sonucunda elde edilen ITS bolgeleri, PCR iiriinlerinin aktarilmasina uygun olan
pGEM-T Easy (Promega) vektorii kullamilarak klonlanmistir. Fragmentlerin vektore
ligasyonunu saglamak i¢in 3 pl PCR iiriinii, 5 ul pGEM-T Easy Tamponu (2X, Promega),
1 ul T4 DNA ligaz (Promega) ve 1 ul pGEM-T Easy vektorii kullanildi. Reaksiyon,
16°C’de 16 saat bekletilerek tamamlandi.

Ligasyon iirtinleri daha sonra Maniatis vd. (1982)’ne gore alic1 6zellik kazandirilmis
E. coli IM101 konak hiicrelerine aktarildi. Rekombinant plazmitlerin alici hiicrelere
aktarilmasinda agagidaki metot uygulandi:

e 200 pl alict hiicre iceren tiipe 2 pl ligasyon driinii eklendi (igerisine ligasyon

iiriinii konulmayan alic1 hiicre tiipii kontrol amagli olarak kullamildi),

¢ QOlusan karisim 30 dakika buzda bekletildi,

e Daha sonra tiipler, 45°C’de 2 dakika 1s1 sokuna maruz birakild,

¢ [s1 sokundan sonra tekrar buza konulan tiiplerin icerisine 200 pl sivi LB eklendi

ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi,

e Daha 6nce hazirlanmis olan LBA petrilerine (50 pg/ml ampisilin iceren, iizerine

100 mg/ml IPTG c¢ozeltisinden 40 ul ve 20 mg/ml X—Gal ¢ozeltisinden 40 pl
stiriilmiis petriler) yayilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.

Biiyiime sonucunda icerisine plazmit alan hiicrelerin mavi/beyaz koloni

olusturmasindan yararlanilarak klonlar secildi.

2.8.1.2. Alc1 E. coli JM101 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Bu hiicrelerin hazirlanabilmesi icin bir gece dnceden, cam tiipler i¢ine 3 ml LB s1v1
besi yerine E. coli JM101 susu ekilerek 37°C’de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Biiyiime
sonunda 30 ml LB besi yeri icerisine ODggo degeri 0,1 olacak sekilde gece kiiltiirlinden

sulandirildi ve ODg( degerinin 0,45-0,55 arasinda olana kadar 37°C’de biiyiituldii. Istenen
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biiylime degerine gelen kiiltiir, 30 mI’lik polipropilen tiiplerine aktarilarak 4400 rpm’de
4°C’de 5 dakika boyunca ¢oktiiriildii. Ust faz uzaklastirilarak elde edilen pellet iizerine 100
mM CaCl,’den 10 ml ilave edildi ve siispansiyon haline getirildi. Elde edilen siispansiyon,
30 dakika buzda bekletildi ve ardindan tekrar 4400 rpm’de 4°C’de 5 dakika boyunca
coktiiriildii. Ust faz uzaklastirilarak pellete 2 ml CaCl, (100 mM) ilave edilerek karistirildi

ve kullanilmadan once 4°C’de en az 2 saat bekletildi.

2.8.1.3. Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu

Elde edilen klonlardan rekombinant plazmitlerin izolasyonu iki sekilde
gerceklestirildi. Ilk olarak izolasyonlar elle yapildi ve restriksiyon kesimleri yapilarak
dogruluklari tespit edildi. ikinci seferde ise, dogrulugu tespit edilmis olan klonlardan elde
edilen kiiltiirlerden “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega) kiti
kullanilarak yapildi. Elde edilen pDNA’lar % 0,7’lik agaroz jel elektroforezine tabii
tutularak tespit edildi ve kullanilana kadar —20°C’de sakland.

Klonlarin dogrulugunun tespitinde kullanilan plazmit DNA izolasyon yontemi
Sambrook ve ark. (1989)'na gore su sekilde yapildi. Oncelikle segilen beyaz koloniler,
birer steril kiirdan yardimiyla 50 pg/ml ampisilin iceren 3 ml LB siv1 besi yerine 37°C’de
gece boyu kiiltiire edildi. Bu kiiltiirler daha sonra 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarillarak 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Tiiplerin siipernatant
kisimlan dokiildiikten sonra pellet iizerine 200 pl soliisyon I (10 mM Tris—HCI pH 8,3, 1
mM EDTA, 25 mM glikoz) ilave edilerek karstirildi ve oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. Uzerine 400 ul soliisyon II (% 1 SDS ve 0,1 M NaOH) eklendi. Altiist edilerek
5-10 dakika buzda bekletildikten sonra, 300 pl 7,5 M amonyum asetat ilave edildi ve
dikkatli bir sekilde altiist edilerek buza kondu. 10 dakika buzda bekletildikten sonra 14000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist faz alinarak yeni bir mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi. Uzerine 600 pl izopropanol ilave edildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Sonrasinda 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi, sivi kisim atildi ve pellete % 70’lik
alkolden 500 pl eklendi. Tiipler 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve sivi kisim
dokiildii, ardindan alkoliin uzaklastirllmasi igin tiipler 37°C’de yaklasik 15 dakika
kurumaya birakildi. DNA’lar bu asamadan sonra 50-100 pl TE de ¢oziildii ve igerdikleri
RNA’larin parcalanmasi i¢in 1 pl RNaz/100 pl ilave edildi. Elde edilen plazmidler daha

sonra kullanilmak iizere —20°C de saklandi.
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Izole edilen bu plazmitlerin istenilen DNA parg¢asim ihtiva edip etmedigini anlamak
amaciyla restriksiyon enzimlerinden biri olan EcoRI ile kesim yapildi. Bunun ic¢in 5 pl
pDNA, 0,5 pl EcoRI enzimi (10 U/ul, Promega), 1 pul EcoRI tamponu (10X, Promega), 2,5
ul ddH,0 karigimi olusturularak 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Kesim sonrasinda %1’lik
agaroz jelde PCR iiriiniiyle yiiriitillerek plazmidin istenilen DNA fragmentini tasiyip
tagimadig kontrol edildi. Sonuclar BioDocAnalyze (Biometra) jel goriintiileme sistemi ile
kayit altina alindi.

Dogru klonlar tespit edildikten sonra plazmidin tasidigi ITS bolgesinin DNA baz
strasinin analizi icin yukarida bahsedildigi sekilde 3 ml LB sivi besi yerine E. coli JM101
susu ekilerek 37°C’de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Sira analizi amagh plazmit
izolasyonu belirtildigi iizere, “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System”
(Promega) kiti kullamlarak yapildi. Elde edilen plazmitlerin miktarlari, spektrofotometre
ile 260 nm’deki absorbans degerleri dlciilerek belirlendi. DNA yogunluklari 100-200 ng/pl
arasinda bulunan plazmitler sekans amagli olarak kullanildi. Degeri uygun
bulunmayanlarin izolasyonlar yinelendi. Belirlenen klonlarin tasidiklar1 ITS bolgelerinin

DNA sira analizleri Macrogen (Kore) firmasi tarafindan gerceklestirildi.

2.8.2. PCR Uriinlerinin Dogrudan Okutulmasi ile Baz Dizin Analizi

pGEM-T Easy vektoriine klonlanarak yapilan baz dizin analizinin, zaman alici,
zahmetli ve pahali olmasi1 sebebiyle, PCR iiriinleri Macrogen Inc. firmasina dogrudan
okutturulmustur. Bu islem i¢in elde edilen PCR iiriinlerinden 30 pl hacminde alinarak
ornek basina 2’ser ul ITS4 ve ITSS primerleriyle beraber gonderilmistir. Bu firmada PCR
iriiniinii kalip olarak kullanarak ITS4 ve ITSS5 primerleri vasitasiyla ITS bolgesinin baz

dizilimini elde etmistir.

2.9. ITS Bolgelerine Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar, NCBI (National Center for Biotechnology Information)
BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) internet ara yiizii kullanilarak
GenBank’taki verilerle ve CLUSTAL-W (1.83) programi ile de birbirleriyle olan
benzerlikleri karsilastirildi ve sonuglar degerlendirildi (URL 1).



3. BULGULAR

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 1999-2006 yillar1 arasinda yapilan arazi caligsmalar
sonucu toplam 47 noktadan Hieracium Ornegi alinmistir. Toplanan her Ornege ait
morfolojik incelemeler tamamlandiginda bu 6rneklerin 23 tiire dahil oldugu anlasilmistir.
Bu tiirler sunlardir: H. oblongum Jordan, H. cardiophyllum Jord. ex Sudre, H. gentile
Jordan ex Bor, H. medianiforme (Zahn) Sell & West, H. artabirense (Zahn) Juxip, H.
cryptonaevum (Bornm. & Zahn) Sell & West, H. karagoellense (Bornm. & Zahn) Sell &
West, H. erythrocarpum Peter, H. argillaceoides (Litw. & Zahn) Juxip, H. hypopityforme
Juxip, H. sarykamyschsense Juxip, H. lazicum Boiss. & Bal, H. karakolense (Zahn) Sell &
West, H. onosmopsis (Zahn) Sell & West, H. mannagettae Freyn, H. polygonifolium
Gottschl. & Coskuncelebi, H. tersundagense Gottschl. & Coskuncelebi, H. ladikense
(Bornm & Zahn) Coskuncelebi & Beyazoglu, H. jurassicum Griseb, H. tamderense Hub.—
Mor., H. microtum Boiss., H. biebersteinii Litw. & Zahn, H. olympicum Boiss.’dir.
Bunlardan H. polygonifolium ve H. tersundagense cok yakin zamanda tanimlanan yeni
tiirler olup 12’si, iilkemizin 6nemli gen kaynaklarindan olan endemik bitkilerdir.

Evrensel primerler kullanilarak ntDNA ITS bolgeleri cogaltilan 6rneklerin PCR
Uriinlerinin bir kismi, % 1’lik agaroz jelde DNA ladder ile birlikte yiiriitiilerek
goriintiilenmistir (Sekil 4). Her taksona ait genomik DNA iizerinden cogaltilmis, ITS baz
sirast Ek’ler kisminda verilmistir. ITS bolgesinin tamami elde edildikten sonra diziler
bilgisayar yardimiyla analiz edilerek ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2 bolgeleri birbirlerinden
ayirt edilmistir. Caligilan bu taksonlara ait ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2 bolgelerinin DNA
baz siralar1 Clustal-W (1.83) programi kullanilarak hizalanmis ve tiirler arasindaki baz
farkliliklar1 tespit edilmistir Taksonlara ait ITS (tamami) baz dizinlerinin uzunluk
varyasyonlarinin 706713 bp, ITS1 uzunluk varyasyonunun 283-287 bp, ITS2 uzunluk
varyasyonunun 264-266 bp arasinda degistigi, 5.8S bdolgesinin degismeyip 166 bp oldugu
tespit edilmistir. Biitiin ITS dizinindeki G+C Iceriginin % 54,6-56,5 arasinda degistigi
bulunmustur. Her taksona ait, ITS1, 5.8S, ITS2 baz dizin uzunluklari, piirin/pirimidin
icerigi, G+C igerigi Tablo 3’de verilmistir.

Biitiin calisilan orneklerin ITS1, ITS2 ve tamami (ITS1, ITS2 ve 5.8S) ele alinarak

aralarindaki  benzerlik ilsikileri, Clustal-W (1.83) programindan yararlanilarak



31

olusturuldugunda baz1 taksonlar i¢in baz varyasyonunun % 6 oraninda farklilik gosterdigi
tespit edilmistir. Tiim taksonlarin birbirleri ile olan benzerlik oranlart % 94-100 arasinda

benzerlik gostermektedir (Ek 48, Ek 49, Ek 50).

Sekil 4. Baz1 Hieracium 6rneklerinin ITS bolgelerine ait PCR bantlari, 1)
medianiformel, 2) argillaceoides2, 3) biebersteinii2, 4)
mannagettael, 5) sarykamychsense, 6) cryptonaevum?2, 7)
jurassicum

Taksonlara ait ITS bolgesi, Clustal W (1.83) programi ve GenBank’da var olan
Hieracium cinsine ait farkli taksonlar yardimiyla, ITS1, ITS2, 5.8S kisimlar1 birbirlerinden
ayrilmistir. Bu ii¢ kismin baz dizinleri, MEGA 3.1 programi kullanilarak maksimum
parsimoni aga¢ topolojileri elde edilmistir (Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7). Parsimoni agag
toplojileri olusturulurken dis grup olarak Pilosella officinarum F.W.Schultz & Sch. tiirii
kullanilmistir. Bu taksonun ITS baz sirasi NCBI GenBankasindan (URL-2) temin
edilmistir.

ITS1 kismi dikkate alinarak MEGA 3.1 programiyla yapilan maksimum parsimoni
analizinde (Sekil 5) lazicum1 6rnegi diger 6rneklerden ayrilarak tek basina ayri bir grup
olusturmustur. Biebersteiniil 6rnegi de aynm sekilde diger geri kalan 6rneklerden farkli bir

grup olusturmaktadir. H. mannagettae orneklerinden mannagettae?2 ve mannagettae3
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populasyonlari, H. karagoellense Orneklerinden karagoellensel ve karagoellense2
populasyonlari, H. tamderense 6rneklerinden tamderensel ve tamderense2 populasyonlari,
H. jurassicum orneklerinden jurassicuml ve jurassicum2 populasyonlar1 ayni1 grup iginde
yer alarak beklenildigi gibi yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Calisilan diger tiim
tiirlere ait bir gruplagma tespit edilememistir.

ITS2 bolgesinin MEGA 3.1 programi yardimiyla yapilan maksimum parsimoni
analizi sonucuna bakildiginda (Sekil 6) calisilan 6rneklerin tiimiiniin 5 ana grup altinda
toplandig1 goriilmektedir. H. argillaceoides orneklerinden argillaceoidesl populasyonu
diger oOrneklerden ayrilarak tek basina bir grup olusturmaktadir. H. olympicum
orneklerinden olympicuml ve olympicum?2 populasyonlar1 H. mannagettae 6rneklerinden
mannagettael ve mannagettae2 populasyonlari, H. ladikense Orneklerinden ladikensel,
ladikense2 ve ladikense3 populasyonlar, H. karakolense orneklerinden karakolensel ve
karakolense2 populasyonlari, aym grup igerisine yerleserek yiiksek oranda benzerlik
gostermistir. Diger ornekler ise Sekil 6’daki dendogramda goriildiigii gibi rastgele bir
dagilim gostermistir

ITS (TSI, 5.8S, ITS2) bolgesinin tamami alinarak yapilan maksimum parsimoni
agacinda (Sekil 7), orneklerin temelde iki gruba aynldigir goriilmektedir (Sekil 7). H.
mannagettae  Orneklerinden mannagettae2 ve mannagettae3 populasyonlari, H.
karagoellense Orneklerinden karagoellensel ve karagoellense2 populasyonlari, H.
tamderense Orneklerinden tamderensel ve tamderense2 populasyonlari, H. jurassicum
orneklerinden jurassicuml ve jurassicum?2 populasyonlari, H. argillaceoides 6rneklerinden
argillaceoides] ve argillaceoides3 populasyonlarnt H. karakolense Orneklerinden

karakolensel ve karakolense2 populasyonlari, ayni grup icerisinde yer almaktadir.
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argillaceoides]
karagoellensel
karagoellense?l
cardiophylluml
oblonguml
artabirenseZ
microtum?2
argillaceoides3
mannagettael
lazicum2
olympicuml
microtuml
sarykamychsense
olympicum?2
onosmopsisl
polygonifolium2
biebersteiniil
karakolense3
erythorocarpum
cryptonaevum?2
oblongum?2
argillaceoides?2
gentilel
ladikensel
cardiophyllum2
tamderense3
gentileZ
karakolensel
polygonifoliuml
karakolense?Z
ladikense3
hypopityforme
medianiformeZ2
onosmopsisZ2
medianiformel
cryptonaevuml
ladikenseZ
tamderensel
tamderensel
jurassicuml
jurassicum?Z
mannagettae’Z
mannagettael
artabirensel
tersundagense
biebersteiniil
lazicuml
P.officinarum

Sekil 5. ITS1 Bolgesinin MEGA programiyla yapilmis maksimum parsimoni analizi
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jurassicuml
onosmopsis2
tamderensel
medianiformel
tamderenseZ2
medianiformel
Jjurassicum2

cryptonaevuml

karakolensel
karakolenseZ
ladikensel
gentile2
ladikense3
ladikense2
hypopityforme
tamderense3
cardiophyllum2
karakolense3
oblongumZ2
cryptonaevumZ2
polygonifiluml
argillaceoides2
microtuml
biebersteinii2
gentilel
biebersteiniil
tersundagense
sarykamychense
lazicuml
artabirensel
lazicum2
argillaceoidesl
sarykamychense
argillaceoides3
onosmopsisl
mannagettael
microtum2
mannagettael
cardiophylluml
olympicuml
olympicum?2
polygonifolium2
karagoellensel
oblonguml
mannagettael
artabirense2
karagoellenseZ2
erythorocarpum

P.officinarum

Sekil 6. ITS2 Bolgesinin MEGA programiyla yapilmis maksimum parsimoni
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karakolensel
karakolenseZ
hypopityforme
ladikense3
gentileZ
ladikense?Z
cryptonaevuml
medianiformel
onosmopsisZ
jurassicum2
tamderensel
jurassicuml
tamderensel
medianiformelZ
polygonifoliuml
biebersteiniil2
karakolense3
cryptonaevumZ2
erythorocarpum
gentilel
oblongumZ2
argillaceoides2
sarykamycchsense
artabirensel2
argillaceoides3
oblonguml
argillaceoidesl
karagoellensel
karagoellenselZ
microtum?Z
mannagettael
cardiophylluml
olympicum?Z
lazicum2
polygonifoliumZ2
olympicuml
onosmopsisl
microtuml
biebersteiniil
cardiophyllumZ2
tamderense3
ladikensel
lazicuml
artabirensel
tersundagense
mannagettael2
mannagettae3
P.officinarum

Sekil 7. ITS (ITS1, 5.8S ve ITS2) bolgesinin MEGA programiyla yapilmis maksimum

parsimoni
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Tablo 3. ITS1, 5.8S ve ITS2 baz uzunluklari, G+C ve Piirin / Pirimidin igerigi

ITS1 5.8S ITS2 Toplam Piirin/

Pop. - - < - - % GC c
No * Ornek Uzunlugu Uzunlugu Uzunlugu Uzunlugu fcerigi Pl.rlm.ld.ll’l

(bp) (bp) (bp) (bp) ierigi
1 oblongum1 283 166 265 708 55.6 355/353
2 oblongum?2 283 166 265 708 55.6 357/351
3 cardiophyllum1 283 166 265 708 56.5 354 /354
4 cardiophyllum?2 283 166 265 708 56.2 354 /354
5 gentilel 283 166 265 708 55.6 35717351
6 gentile2 283 166 265 708 55.8 353/355
7 medianiformel 283 166 265 707 56.0 353/354
8 medianiforme?2 281 166 266 706 55.8 353/353
9 artabirensel 283 166 265 708 55.6 354 /354
10 artabirense2 283 166 265 708 55.8 355/353
11 cryptonaevuml 283 166 265 708 55.6 355/353
12 cryptonaevum?2 283 166 265 709 55.9 3571/352
13 karagoellensel 283 166 265 708 55.9 354 /354
14 karagoellense2 283 166 265 708 56.2 353/352
15 erythrocarpum 283 166 265 708 55.6 356 /352
16  argillaceoidesl 283 166 265 708 55.9 3557355
17 argillaceoides2 283 166 265 709 56.0 355/354
18  argillaceoides3 283 166 265 710 55.8 354 /356
19 hypopityforme 282 166 265 706 55.7 351/355
20 sarykamyschsense 283 166 266 709 55.9 356/353
21 lazicuml 283 166 265 708 55.9 354 /354
22 lazicum2 283 166 264 707 55.9 353/354
23 karakolensel 283 166 265 708 55.9 352/356
24 Kkarakolense2 283 166 265 708 55.8 352/356
25  karakolense3 283 166 265 708 55.9 356 /352
26 onosmopsisl 283 166 265 708 55.9 354 /354
27 onosmopsis2 287 166 265 713 54.6 354/359
28  mannagettael 283 166 265 707 56.3 352/355
29  mannagettae2 283 166 265 708 56.1 354/355
30  mannagettae3 283 166 265 709 55.9 355/353
31 polygonifolium1 283 166 265 708 56.1 354 /354
32 polygonifolium2 283 166 265 708 55.9 355/353
33 tersundagense 283 166 265 708 56.5 354 /354
34 ladikensel 283 166 265 708 55.9 353/355
35 ladikense2 283 166 265 708 55.9 353/355
36 ladikense3 283 166 265 708 56.2 352/356
37  jurrassicuml 283 166 265 708 55.6 358/350
38  jurrassicum?2 282 166 265 708 55.6 353/355
39 tamderensel 283 166 265 708 55.8 354 /354
40  tamderense2 283 166 265 708 55.8 354 /354
41 tamderense3 283 166 265 708 56.1 355/353
42 microtuml 283 166 265 708 56.2 354 /354
43 microtum? 283 166 265 708 55.8 353/355
44 biebersteiniil 283 166 265 709 56.4 355/354
45  Dbiebersteinii2 283 166 265 708 55.9 356 /352
46  olympicuml 283 166 265 708 55.8 354 /354
47  olympicum2 283 166 265 708 55.9 354 /354

*: Pop. No: Populasyon Numarasi



4. TARTISMA

Hieracium cinsi lilkemizde 113 tiir ile temsil edilmekte (Coskuncelebi ve Beyazoglu,
2003) ve bu tiirler Tiirkiye Florasinda 13 seri altinda incelenmektedir. (Sell ve West,
1975).

Hieracium cinsi tireme sistemindeki karmagiklikla ve ploidi seviyesindeki ¢esitlilikle
karakterize olan cicekli bitkilerin en problemli cinslerinden biridir (Storchova vd., 2002).
Hieracium tiirlerinin tireme biyolojileri ve tiirlesme yontemi ile ilgili ¢cok sayida soru
cevaplamay1 beklemektedir. Cins siirekli olarak degisebilen ve taksonomik olarak az
sayida morfolojik karakterle tamimlanabilen, ¢ok sayida apomiktik tiir ihtiva etmektedir
(Storchova vd., 2002).

Calisilan 23 Hieracium tiiriine ait baz varyasyon oranlarinin %0,0- %6,0 gibi dar bir
araliga sikismis olmasinin cinsin yukarida sozii edilen tireme Ozelliginden kaynaklandigi
diigiiniilmektedir. Tespit edilen bu baz varyasyonu ile calisilan tiirler arasindaki
taksonomik ayirimin yeterince yapilamadigir goriilmektedir. ITS1, ITS2 ve ITS (ITSI,
ITS2, 5.8S) bolgesinin tamami ayr1 ayn ele alinarak, calisilan 47 populasyon Ornegini
birbirinden ayiracak en uygun genetik bolgenin saptanmasina calisilmistir. Ancak her ii¢
bolgeninde farkli sonuglar verdigi ve aralarinda herhangi bir uyum olmadigi tespit
edilmistir. Bu durum tiirlerin veya populasyonlarin evrimlesme (degisim) potansiyellerinin,
genetik varyasyonlarin miktar ve modeline bagli olmasindan kaynaklanabilir. Apomiksisin
eseyli iiremeye kiyasla daha diisiik ve yavas evrimsel potansiyele sahip olmasi, korunmus
bolgelerin apomiktik tiirlerde etkin olarak kullanilmasina imkan vermemektedir.
Apomiktik tiirlerin klonal soylar olmasi ve eseyli olarak {iireyememesi, genetik
varyasyonlarin sadece somatik mutasyonlarla olusturulacagi diisiincesini
giiclendirmektedir (Storchova vd., 2002). Hieracium cinsinde son yillarda yapilan
caligmalar bu cinsin evrimini (degisimini) tam olarak tamamlayamamis olduk¢a geng bir
cins oldugunu gostermektedir. Bu yiizden calisilan tiir ve populasyonlar arasinda genetik
farklilagma tam olarak tamamlanmamustir.

Calisilan Hieracium taksonlarinda ITS bolgesinin toplam uzunlugunun 706-713 bp
arasinda degistigi, tiir icinde ve tiirler arasinda sabit olmadigi tespit edilmistir.
Rhododendron L. (Ericaceae) cinsinin Pentanthera G. Don seksiyonuna ait 16 takson

izerinde yapilmis olan bir ¢alismada (Scheiber vd., 2000), ITS bolgesi uzunlugunun
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taksonlar arasinda 672—679 bp arasinda degistigi belirlenmistir. Ayn1 calismada incelenen
taksonlar arasindaki baz farklilik oraninin % 0-3,5 arasinda degistigi saptanmis ve ITS
bolgesi varyasyonlarina dayal: iligkilerin, geleneksel yontemlerle yapilmis olan sistematik
degerlendirmelerle uygunluk gosterdigi belirtilmistir. Bizim calismamizda ise baz
farkliliginin % 0-6 gibi daha yiiksek bir oranda oldugu tespit edilmis olup, bu durum ITS
bolgesinin Hieracium cinsinde degisken oldugunu gostermektedir. Bu yiizden ITS
sonuclart geleneksel yontemlerle yapilmis sistematik degerlendirmelere uygunluk
gostermemektedir. Arastirma bolgesinde yayilis gosteren Hieracium tiirleri iizerinde
yapilan fenetik caligsmalarda cinsin morfolojik olarak cok degisken oldugu vurgulanmistir
(Coskungelebi, 2001; Coskuncelebi ve Beyazoglu 2002). Bu taksonlarin ¢ok kiiciik
morfolojik farklarla birbirinden ayrilabilen agamospermik tiirler olmasi calisilan bu
bolgenin (ITS) tiirlerin ayriminda etkili olmadig1 sonucunu ortaya koymustur. Bu durum
mikrotiirler (agamospermik tiirler) arasinda tam bir izolasyonun gergeklesmesi icin ¢ok
daha uzun bir zamana ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Calisilan taksonlar arasi benzerlik oranlariin verildigi tablolar (Ek 48, Ek 49, Ek 50)
incelendiginde H. karakolense tiiriinii temsil eden karakolensel, karakolense2 ve
karakolense3 orneklerinin ITS1 ve ITS (ITS1, ITS2, 5.8S) bolgesinin tamamu ele alinarak
yapilan degerlendirmelerde % 99 oraninda benzer olduklar1 goriilmektedir. ITS2 bolgesi
bakimindan ise karakolensel ve karakolense2 6rnekleri %100 benzerlik gostermistir. ITS2
bolgesinin maksimum parsimoni analizinde de bu iki Ornegin birbirine ¢ok yakin
baglandiklar1 goriilmiistir. Bu durum tiiriin degisim siirecini tamamlamamasindan
kaynaklanabilir. Bu iki orek (karakolensel ve karakolense2) Giimiishane (Tersundag),
karakolense3 Ornegi ise Trabzon Meryemana bolgesinden toplanmistir. Karakolensel ve
karakolense2 oOrneginin ITS2 bolgeleri agisindan %100 benzerlik gostermeleri aym
cografik bolgeyi paylagmalariyla agiklanabilir. ITS1 bolgesi acisindan farkli baz benzerlik
oran1 gostermesi, maksimum parsimoni analizinde karakolensel Orneginin ayni cografik
bolgeden toplanan polygonifolium] Ornegine daha yakin durmasi, poygonifoliuml ile
karakolensel populasyonlarinin aymi cesit somatik mutasyonlara maruz kaldigim
gosterebilir. Ayrica bu taksonlarin apomiktik olduklart diisiiniilmekte, fakat cok diisiik bir
ihtimal olarak goriilse bile, bu sonuglar gen transferinin olabileceginin bir gdstergesi olarak
yorumlanabilir.

Yeni varyasyonlar; mutasyonlar, rekombinasyonlar veya bazi durumlarda mevcut

eseysel atalardan kaynaklanabilir (Teyler, 2000). Pek cok morfolojik 6zelliklerin sadece
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somatik mutasyonlarla meydana gelip gelmedigi veya gen transferleri tarafindan etkilenip
etkilenmedigi tam olarak belli degildir. Hieracium cinsi, az sayida diploid eseysel
populasyonlart igeren, apomiktik tiirler ihtiva eder. Bu eseysel bitkiler, eseysel ve
apomiktik olarak tohum olusturan bitkilerle hibridlesebilirler (Storchova vd., 2002). Baska
bir arastirmaya gore ise, Hieracium tirlerinin hepsi zorunlu apomiktik olarak
bilinmektedir. Ancak cinste ¢ok sayida polen iiretilebilmekte, iiretilen polenlerin de
fonksiyonel oldugu bilinmektedir (Teyler, 2000). H. jurassicum taksonunun jurassicuml
ve jurassicum2 populasyonlarina bakildiginda, jurassicuml 6rnegi Giimiishane Dagbasi,
jurassicum? 6rnegi ise Trabzon Meryemana bolgesinden toplanmistir. Bu iki populasyonun
ITS1 bolgesine gore baz varyasyon benzerligi % 98, ITS2 ve bolgenin tamamina gore ise
9% 99 oldugu goriilmektedir. ITS1 bolgesindeki benzerlik oranim1 daha diisiik olmasina
ragmen maksimum parsimoni analizi sonucuna gore birbirlerine daha yakin baglandiklar
tespit edilmistir. ITS2 ve ITS bolgesinin maksimum parsimoni analizleri sonuglarina gore
ise tamderensel ve tamderense2 populasyonlarimin oldugu grupta yer aldiklar
goriilmiistiir. Tamderensel 6rne8i Glimiishane Dagbasi, tamderense2 ornegi ise Trabzon
Meryemana bdlgesinden toplanmistir. H. jurassicum populasyonlarmin tamderense
populasyonlaria ITS1’ e gore baz benzerligi %98-99, ITS2’ye gore ise %99—100 oldugu
analiz sonucunda bulunmustur. H. jurassicum populasyonlarinin ITS1’e gore birbirlerine
daha yakin durmasi bu bolgenin bu iki populasyon i¢in etkili filogenetik bilgiyi tagidigini
gostermektedir. Ote taraftan her iic maksimum parsimoni analizinde H. tamderense
populasyonlart ile aymi grupta yer almalart Sell ve West (1974)’in yaptig1 seri ayirimina
gore Prenanthoidae serisi igerisinde yer aldiklarini dogrulamakta ve birbirlerine daha yakin
olduklarimda gostermektedir. Yakin bir gecmiste bu iki tiirtin diger tiirlere nazaran ortak
bir atadan geldigi ya da aralarinda bir gen aligverisininde miimkiin olabilecegini
gostermektedir.

H. mannagettae taksonunun mannagettae2 ve mannagettae3 populasyonlarinin ITS
bolgesi bakimindan benzerlik oranlart % 99 olarak goriilmektedir. ITS2 bolgesi acisindan
benzerlik ise %100 diir. ITS bolgesinin tamaminin maksimum parsimoni analizi dikkate
alindiginda bu iki populasyonun birbirine ¢ok yakin olarak baglandigir goriilmektedir.
Diger taraftan ii¢ ornegin de ITS bolge uzunluklar1 birbirlerinden farklilik gdstermektedir.
Mannagttael ve mannagettae2 ornekleri Giimiigshane bolgesinden, mannagette3 6rnegi ise
Rize bolgesinden toplanmistir. ITS1 bolgesinin maksimum parsimoni analizine gore de

mannagettae2 6rnegi ile mannagettae3 Orne8i aymi grup icerisinde yer almistir. ITS2
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maksimum parsimoni analizi sonucu olusan dendograma bakildiginda ise mannagettael
Ornegi ile mannagettae?2 Ornegi aym grup icinde yer almistir. Mannagettael ve
mannagettae2 orneklerinin toplanma bolgeleri dikkate alindiginda yakin cografik bolgeleri
paylastiklarindan ayni cografik sartlara maruz kalmislar ve dolayisiylada parsimoni
agacinda birbirlerine daha yakin baglanmislardir.

H. oliympicum Orneklerinden olympicuml ve olympicum2 ITS2 baz sirasi
bakimindan birbirlerine %100 benzerlik gostermektedirler. Bu benzerlik maksimum
parsimoni analizine bakildiginda da goriilebilmektedir. Dolayisiyla bu bolgenin, iki
populasyon i¢in baz varyasyonlar agisindan olduk¢a korunmusg oldugunu gostermektedir.

Agamosperm P. echioides (Lumni.) C.H. & F.N. Schultz taksonunun 6 populasyonu
izerinde yapilan alloenzim ¢alismalarinda sadece tek bir populasyonda ¢ok diisiik oranda
farklilik bulunmus, diger populasyonlarin da homojen olduklar ifade edilmistir (Peckert
vd., 2004). Bu yiiksek orandaki enzim profil benzerligi tireme moduna baglanmistir. H.
ladikense taksonunun ii¢ Ornegine bakildiginda ITS2’ye gore ladikense2 ve ladikense3
ornekleri %100 olarak benzer goriiliirken, ITS bolgesine gore % 99 olarak benzerlik
gostermislerdir. ITS2 bolgesinin maksimum parsimoni analizine gore ii¢ rnegin ayn1 grup
icerisinde yer aldigi fakat bunlardan ladikense2 ve ladikense3 Orneginin birbirine daha
yakin durdugu goriilmektedir. Bu ii¢ 6rnegin maksimum parsimoni analizinde ayn1 grup
icerisinde yer almasi ve yiiksek oranda benzerlik gostermesi H. ladikense tiiriiniin evrimsel
stireci sonlandirdigi seklinde yorumlanabilir.

Agamosperm olan Amelanchier laevis Wieg. taksonunun populasyonalar1 arasinda
onemli sayilabilecek varyasyonlar bulunmustur (Storchova vd., 2002). Fakat bu calisma,
agamosperm taksonlar arasinda genetik varyasyonlarin genellestirilmesini miimkiin
kilmamaktadir. Bunun yerine farkliliklarin agiklanmasi, taksonlara 6zel eseysel iireme
frekanslari, atasal genetik varyasyonlar ve somatik dokulardaki mutasyonal degisikliklerin
boyutuna dayandirilmaktadir (Storchova vd., 2002). H. onosmopsis Orneklerinden
onosmopsisl ve onosmopsis2 populasyonlarinin benzerlik oranlarina bakildiginda, ITS1’e
gore %98, ITS2’ye gore % 97, ITS’in tamamina gorede % 95 benzerlik gostermistir. Bu iki
Ornegin maksimum parsimoni agaglarinda da birbirlerine uzak baglanmis olduklar
goriilmektedir. Onosmopsis2 orneginin ITS baz sirast 713 bp olup incelenen ornekler
arasinda en uzun siraya sahiptir. Incelenen diger 6rneklerle karsilastirildiginda ITS
bolgesinin uzunlugu, Onosmopsis2 orneginde daha fazla mutasyonun meydana geldigini

gostermektedir. Farkli ¢evresel kosullar bu populasyonu digerlerine gore farkli somatik
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mutasyonlara maruz birakmis olabilir. Diger taraftan biitiin 6rnekler incelendiginde, en
yilksek baz varyasyonunun biitiin ornekler arasinda % 6 oldugu bir yerde, ITS2
bolgesindeki % 5° lik farkliligin bu taksonun iki farkli populasyonunun iireme seklinin
birbirinden farkli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Coskuncelebi (2001)’ nin, Dogu Karadeniz Bolgesinde yayilis gosteren 54
Hieracium tirii iizerinde yapmis oldugu morfolojik ve niimerik calismada, Vulgata
serisinde yer alan H. argillaceoides Sparsa Sell & West serisinden H. sparsum Jord. ex
Boreau yakin benzerlik mesafesiyle baglandigini1 ifade etmistir. Morfolojik olarak ta H.
argillaceoides tiiriiniin farkliliklar gosterdigi belirtilmistir. H. argillaceoides’in 3
populasyonu, ITS1 ve ITS’ e gore birbirlerine % 97-98 arasinda degisen benzerlikler
gosterirken, ITS2’e gore bu benzerlik oranlar1 % 95-96’ya kadar diismektedir. ITS1 ve
ITS2’nin maksimum parsimoni analizlerine gére H. argillaceoides’in bu ii¢ populasyonu
farkli gruplar icerisinde yer almislardir. ITS’in maksimum parsimoni analizine gore de
daha uygun gruplasma olusturmuglardir. Argillaceoidesl Magka, argillaceoides2 Kiirtiin,
argillaceoides3 Kopriibasi bolgesinden toplanmistir. ITS2’ye gore Kiirtiin ve Kopriibast
populasyonlar1 arasindaki %96’lik fark uzaklikla korelasyon gostermistir. Ayrica bu ii¢
ornegin de ITS bolge uzunluklarininda birbirlerinden farkli oldugu goriilmektedir. Bu
taksonda degisimin devam etmekte oldugu ve taksonun iireme modelinin degiskenlik
gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Morfolojik varyasyonlarin orijinleri ve bdylece de tiirlesme yollarinin detaylar
Hieracium da heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Teyler, 2000 ). Yeni tiirlerin olusumu
hibridizasyona dayandirilirsa cinsi c¢alisan bilim adamlarinin genel goriislerinin aksine
Hieracium’un zorunlu apomiktik olmadigi varsayilabilir. Dahasi, triploid kromozom sayisi
ve genomun diger 6zelliklerinden dolay1 bu tiirlerin canli hibrid bireyler olusturmasi ¢ok
diisiik bir ihtimal olarak goriilmektedir. Diger taraftan bu kadar ¢ok sayidaki morfolojik
farkliligin gelismesini (evrimi) mutasyona baglamakta zorlayici bir agiklama olur (Teyler,
2000).

Eseysiz olarak iireyen pek cok tiir, lokal ya da bolgesel farklilasma modelleri
gostermektedir. Cevresel faktorler ve genetik etki, lokal sartlara uyum saglayabilecek
morfolojik adaptasyonlara izin vermektedir (Mes, 2002). Avrupada yayilis gosteren
Hieracium cinsine ait GenBank’da bulunanan 75 kaydin ITS bolge uzunluklar
incelendiginde bu bolgenin 628-909 bp arasinda degistigi goriilmiistir (URL-3). Bu

calismada incelenen Hieracium orneklerinin ITS baz uzunluklarmin 706-713 bp arasinda
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degistigi tespit edilmistir. Bu durum Kuzey Anadolu bdlgesinde yayilis goOsteren
Hieracium tiirlerinin incelenen bolge bakimindan daha kararli oldugu seklinde
yorumlanabilir. Ayrica bu cinsin ililkemizdeki gen merkezinin Kuzey Anadolu olmasi bu
goriisiimiizii desteklemektedir.

Hieracium cinsinin Tiirkiye’ de yayilis gosteren tiirlerinin iireme sistemleri hakkinda
elimizde yeterince veri bulunmamaktadir. Baz1 kaynaklara gore cinsin tiirlerinin eseyli ya
da apomiktik veya her iki sekilde de cogalabilecegi soylenmektedir (Vladimirov, 2003).
Tiirkiye’deki ¢alisilmis olan Hieracium cinsinin birkag tiiri disinda, Hieracium cinsine ait
tirlerin kromozom sayilar1 ve ploidi seviyeleri hakkinda da veri bulunmamaktadir
(Coskuncelebi ve Hayirlioglu—Ayaz, 2006). Yiiksek ploidi seviyeleri ve ploidi ile ilgili ¢cok
sayidaki allelin varliginin klonlardaki genetik varyasyonu diisiirdiigii tahmin edilmektedir
(Mes, 2002). Ote yandan ITS bolgesinin genom iizerinde ¢ok kopya sayili olduguda
bilinmektedir (Baldwin v., 1992). Yine aym sekilde calisilan 6rneklerin ITS bolgeleri bir
kere okutulmustur ve bu okutulan bolgenin o 6rnegi ne derece temsil ettigi, ploidi seviyesi
dikkate alindiginda soru isareti olarak kalmaktadir. Baz sirasi elde edilen 6rneklerin, tekrar
baz siras1 okutulup ayni orneklerle uyusup uyusmadigr bakilmalidir. Bu sekilde genom
tizerinde ¢ok kopya sayili olan ITS bolgeleri tizerinde farklilik veya benzerlik tespit
edilebilir.

Hieracium cinsi yeni bir cins olup taksonlar arasinda degisme devam etmektedir
(Bremer, 1994). Tiirkiye tiirlerindeki taksonomik durumun tam olarak ¢oziilebilmesi icin
oncelikle kromozom sayisi, ploidi seviyesi ve iireme seklinin tam olarak belirlenmesi

gerekmektedir.



5. SONUCLAR

Hieracium cinsine ait 47 populasyon Ornegi arasindaki akrabalik iliskilerinin ortaya
konulmasi amaciyla ntDNA ITS bolgesi arastirnlmistir. Arastirmanin gergeklestirildigi
taksonlara ait ntDNA ITS bolgelerinin toplam uzunlugunun 706—713 bp arasinda degisim
gosterdigi bulunmustur. Bunlardan 35 6rnegin ITS uzunlugu 708 bp, 5 6rnegin 709 bp, 3
ornegin 707 bp, 2 6rnegin 706 bp, 1 drnegin 710 bp ve 1 6rneginde 713 bp oldugu tespit
edilmistir. Orneklerin birbirlerine benzerlik oranlarinin da % 94-100 arasinda degistigi
belirlenmistir. Bu bolgedeki G+C igerigi % 54,6-55,5 arasindadir.

Literatiire gore bu cinsin Tiirkiye taksonlan ile ilgili olarak, daha 6nce yapilmis
boyle bir calismaya rastlanilmamistir. Dolayisiyla Kuzey Anadolu Bolgesi’nde dogal
olarak yetisen 23 Hieracium taksonuna ait ITS baz siralar ilk kez bu arastirma ile ortaya
konulmustur.

Calisgilan taksonlardan 12 tanesi endemiktir. Bunlar H. artabirense, H.
cryptonaevum, H. karagoellense, H. hypopityforme, H. sarykamychense, H. lazicum, H.
onosmopsis, H. mannagettae, H. tersundagense, H. polygonifolium, H. tamderense, H.
microtum’dur. Gergeklestirilen bu calisma ile gen kaynaklari icin 6nemli bir veri olan
endemik Hieracium tiirlerine ait ITS baz dizini ilk kez elde edilmistir. Yakin zamanda
bulunan H. tersundagense ve H. polygonifolium’un ITS baz dizini ag¢iga ¢ikarilmistir.

Baz dizinlerinin detayli analizi neticesinde ¢alisilan bu 6rnekler i¢in ITS bolgelerinin
tir seviyesinde hatta populasyon seviyesinde dahi baz polimorfizmi gosterdigi
anlasilmistir. ITS bolgesi programlar yardimiyla ITS1, ITS2 ve 5.8S kisimlarina ayrilmais,
bu bolgelerin simirlart da belirlenmistir. 5.8S rRNA bolgesini kodlayan kismin yiiksek
oranda korundugu goriilmiis ve baz uzunlugu biitiin 6rneklerde degismeyip 166 bp oldugu
tespit edilmistir. ITS1 bolgesinde de baz varyasyonlar belirlenmis ve uzunlugunun
taksonlarda 281-287 bp arasinda degistigi bulunmustur. ITS2 bolgesi bu ¢calisma ile ortaya
cikarilmig olup uzunlugunun 264-266 bp arasinda degistigi tespit edilmistir.

ITS1, ITS2 ve ITS bolgelerinin ayr1 ayri maksimum parsimoni analizleri yapilmis ve
dendogramlar ¢izilmistir. Bunlar hem kendi aralarinda hem de O©nceden yapilmis
morfolojik caligmalar dikkate alinarak degerlendirilmistir. Dendogramlar ve morfolojik

veriler arasinda yiiksek oranda uyumluluk bulunamamastir.



6. ONERILER

Bu calismaya konu olan Hieracium cinsi Asteraceae familyasinin en zengin cinsidir.
Cinsin tiirlerinin ~ iireme biyolojisinde gorillen degiskenlik tiirlerin  teshisini
giiclestirmektedir. cpDNA iizerinde bulunan frn7-L ve trnl-F intronlarimin sistematik
caligmalarda ITS gibi yaygin olarak kullamildigi ve agiklayici ¢oziimler sundugu bazi
arastiricilar tarafindan belirlenmistir. KTUB Herbaryumunda mevcut olan ve ¢alismada da
kullanilan 9 Hieracium taksonuna ait trnT-L ve trnL-F genler arasi bolgenin baz siralari
elde edilmistir. Bu bolgelerdeki baz varyasyonlarimin trnT-L icin % 2, trnl-F % 3
oraninda farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bu caligmalara 6rnek sayilan artirilarak devam
edilebilir. Yine cpDNA iizerinde bulunan matK geninin sekans analizi yapilarak 6nemli bir
varyasyonun bulunup bulunamayacagi arastirilabilir. Bulunacak sonuclarin ITS ve
morfolojik veriler ile uygunluk saglayip saglayamayacagi bu sekilde belirlenebilir.

Niiklear DNA iizerinde bulunan ETS ve IGS gibi bolgeler PCR ile ¢ogaltilip RFLP
analizi yapilarak elde edilecek bant profillerine gore tiirlerin birbirlerinden farklilik
gosterip gosteremedigi ve dolayisi ile akrabalik iliskileri bulunabilir.Bu tiirlerin alloenzim
profillerine bakilarak sistematik problemlerinin ¢dziimiine yeni bir bakis acis1 getirilebilir.

Tiirkiye’de yayilis gosteren cogu Hieracium tiirlerinin kromozom sayilar1 heniiz
belirlenmemistir. Bununla beraber, bu cinsin tiirlerinde apomiksisin yaygin olarak
goriildiigii soylenmektedir. Bu cinsin Tiirkiye’de yayilis gosteren tiirlerinin sistematik
problemlerinin ¢6ziimii i¢in, tiirlerin kromozom sayilar tespit edilerek ploidi seviyesinin
belirlenmesi gerekmektedir. ikinci asama da bu tiirlerin apomiktik olup olmadiklarinin,
apomiktik ise; diplospori, apospori veya adventif embriyoni gibi ne tiir bir apomiksisin
oldugu veya eseyli cogaliyorsa bu tespit edilmeli ve tireme modeli agiga ¢ikartilmalidir. Bu
yiizden yapilacak olan caligmalarin arazide toplanan rastgele orneklerle degil kontrollii
seralarda yetisen bireylerde yapilmasi hem cinsin kendi evulasyonal gelismesinin tespit
edilmesi hem de korunmus bolgedeki farkliligin sebebinin ortaya c¢ikarilmasinda etkili

olabilir.
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8. EKLER

Ek 1. 312 H. oblongum Jordan Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGITCATGATGCTCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 2. 437 H. oblongum Jordan Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCAACCTC
CCGGCTTTCGTITAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTTGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 3. 459 H. cardiophyllum Jord. ex Sudre Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz
Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGITCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCGTGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAGACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTGGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTCGGGGAGTCA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTAAAGGCCCTCGTCCTGTGTCGTACGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 4. 326 H. cardiophyllum Jord. ex Sudre Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz
Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCCCGATCCCCGTCACCCTC
CCGACTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGGCATGGACGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGIGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGAGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACTACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGCCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 5. 317 H. gentile Jordan ex Bor Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Siras

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCAACCTC
CCGGCTTTCGTITAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTTGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 6. 443 H. gentile Jordan ex Bor Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGACTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCTTCCTGTGCCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 7. 316 H. medianiforme (Litw. & Zahn) Juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin
Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAGGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCTGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTITAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGAATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGGTGAAGAACGTAGCAAAATGCGATGCTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 8. 342 H. medianiforme (Litw. & Zahn) Juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin
Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTCCTTGGTCACGATCCCCGCCAACCTCCC
GGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACAAC
CCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTITTTGTCCC
GTTCGCGGTGIGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACGGA
TATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAG
AATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGGC
ACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACATG
GCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATICTTTTGGTIGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCCCC
TTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTTAT
GCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGACCG
CGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 9. 413 H. artabirense (Zahn) Juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCCCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGITCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCTTGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GTACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTICTTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTGAGGCGGGACTTCCCGCTGAGTTTAA

Ek 10. 297 H. artabirense (Zahn) Juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz

Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA



55

Ek 11. 366 H. cryptonaevum (Bornm. & Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCATGATCCCTGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTITAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTAATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGCCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 12. 497 H. cryptonaevum (Bornm. & Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTTGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 13. 516 H. karagoellense (Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin
Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGTITCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCGTGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATTAGAAGGATGCATCCTGCTTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 14. 36 H. karagoellense (Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin
Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCGTGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 15. 512 H. erythrocarpum Peter Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Siras

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTITAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTITTGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 16. 350 H. argillaceoides (Litw. & Zahn) Juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin
Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCGTGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATTAGAAGCATGCATCTTGCTTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACCGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTAAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCAGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 17. 442 H. argillaceoides (Litw. & Zahn) Juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin
Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCAACCTC
CCGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCCAAACATCCCCTTGGGGATACAT
GGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCCC
CTTCGGCGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTTA
AGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAATACCCCAATGCGTCGCCCTGCGACGATGCTTCGACC
GCGACCCACAGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 18. 318 H. argillaceoides (Litw. & Zahn) Juxip Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATTCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGIGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTICCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 19. 499 H. hypopityforme juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Siras:

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGGACAGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTCC
CGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACAA
CCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTCC
CGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACGG
ATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA
GAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGG
CACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACAT
GGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCCC
CITCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCTTCCTGTGCCGTGCGTCTTA
TGCTGTAAGGGATGTGCTCGATAAAAACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGACC
GCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 20. 222 H. sarykamychsense Juxip Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGA
ACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTITGGTCTCGATCCCCGCCACCCTCC
CGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACAA
CCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTCC
CGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACGG
ATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA
GAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGG
CACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACAAACATCCCCTTGGGGATACATG
GCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATICTTTTGGTIGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCCCC
TTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGICCTIGTGTCGTGCGICTTAA
GCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGACCG
CGACCCCAGGTCAGGCGGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 21. 508 H. lazicum Boiss. & Bal Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGTTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCCC
CTITCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCTTGTGTICGTGCGTCTTA
AGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGACC
GCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 22. 514 H. lazicum Boiss. & Bal Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Siras

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGGCCTTGGTCCCGATCCCTGCCACCCTC
CCGGCTTTCGICCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCTAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTICTTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCATGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 23. 509 H. karakolense (Bornm. & Zahn) Sell & West (")rnegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGIGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCTTICCTGTGTCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 24. 522 H. karakolense (Bornm. & Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCTTICCTGTGTCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 25. 502 H. karakolense (Bornm. & Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTITAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 26. 420 H. onosmopsis (Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz
Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 27. 460 H. onosmopsis (Zahn) Sell & West Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz
Sirasi

TTTCCGTAGGGTGAACCTGCAGAAGAGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCG
TGAACTTGTACCAACAACTGGGAGACGAGAGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACC
CTCCCGGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACAT
AACAACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTT
TATTCCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGAGTCTCTTC
AAATGATATCTCGGCTCACGCATCCATTAAGAACCCAAAAGAATGGCATGCTTGGTGTGAA
TTGGAAAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACCCTGGTTGCGCCCGAACCCATCCGGCC
GAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACAAACATCCCCTTGGGGAT
ACATGGCATCGGGGCGGAAATTGGCCTCCCATTCTTTITGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAG
TCCCCTTCAGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTIGTGTCGTGCGT
CITATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTC
GACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 28. 462 H. mannagettae Freyn Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTCGITCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGGTGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTCGGGGAGTCA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTAAAGGCCCTCGTCCTGTGTCGTACGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 29. 527 H. mannagettae Freyn Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCCCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGITCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AAAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 30. 106 H. mannagettae Freyn Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCCCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGATTTTGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 31. 498 H. polygonifolium Gottschl. & Coskuncelebi Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGITCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 32. 523 H. polygonifolium Gottschl. & Coskuncelebi Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 33. 520 H. tersundagense Gottschl. & Coskuncelebi Ornegine Ait rDNA ITS
Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCCCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGACGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGCGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 34. 247 H. ladikense (Bornm. & Zahn) Coskuncelebi & Beyazoglu Ornegine Ait
rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGTCACCCTC
CCGACTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGACGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGAGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCTTICCTGTGCCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 35. 175 H. ladikense (Bornm. & Zahn) Coskuncelebi & Beyazoglu Ornegine Ait
rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCTTCCTGTGCCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 36. 16 H. ladikense (Bornm. & Zahn) Coskuncelebi & Beyazoglu Ornegine Ait
rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGIGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCTTCCTGTGCCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 37. 461 H. jurassicum s. Griseb. Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Siras

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTAACAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCATGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTITAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGAAGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTICCTGTGTCGTGCGTGTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 38. 503 H. jurassicum s. Griseb. Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCATGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGIGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTICCTGTGTCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCATGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 39. 507 H. tamderense Hub.-Mor. Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Siras

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCATGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 40. 205 H. tamderense Hub.-Mor Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCATGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
ATGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 41. 53 H. tamderense Hub.-Mor. Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Siras

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGTCACCCTC
CCGACTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCTTACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGAGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGCCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 42. 524 H. microtum Boiss. Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACCGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 43. 402 H. microtum Boiss. Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGA
ACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTCC
CGGATTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACAA
CCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTCC
CGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACGG
ATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA
GAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGGG
CACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACAAACATCCCCTTGGGGATACATG
GCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATICTTTTGGTIGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCCCC
TTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGTAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTIGCGTCTTAA
GCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGACCG
CGACCCCAGGTCACGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 44. 416 H. biebersteinii Litw. & Zahn Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz
Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCCCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGACGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTIGTITTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGCGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

Ek 45. 183 H. biebersteinii Litw. & Zahn Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz
Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCACGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTAATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGCGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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Ek 46. 515 H. olympicum Boiss. Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Siras

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTIG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCTGCCACCCTC
CCGGCTTTCGITCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA

EKk 47. 220 H. olympicum Boiss. Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCAAAGCAGAACGACCCGTG
AACTTGTACCAACAACTGGGAGACGGGGAGACTGACCTTGGTCTCGATCCCCGCCACCCTC
CCGGCTTTCGTTCATGATGCCCCATTCGGGTCGTCATGGATGTCATGCCGGAAACATAACA
ACCCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAACATATGAGAAGGATGCATCCTGTTTTGTC
CCGTTCGCGGTIGTGCATACAGGATGCGGCCTCCTTGAAATCACAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTITTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCCGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCACCAAACATCCCCTTGGGGATACA
TGGCATCGGGGCGGAGATTGGCCTCCCATTCTTTTGGTGTGGTTGGCCTAAACTGGAGTCC
CCTTCGGTGGACGCACGACTAGTGGTGGTTGAAAAGACCCTCGTCCTGTGTCGTGCGTCTT
AAGCTGTGAGGGATGTGCTCGATAAAGACCCCAATGTIGTCGTCCTGCGACGATGCTTCGAC
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
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EK 48. ITS1’e Gore Orneklerin % Benzerlik Oranlart

s & % E % 2 2 £ £ £ % § € € & & & £ £ 2 &2 & %
5 £ g & &8 £ & & & & £ § Z 2 § % & & g = & § %
g S 0z 7 2 &8 % B E = 5 &8 § % & & - w
medianiformel 100
medianiforme2 98 100
argillaceoides1 95 96 100
argillaceoides2 97 99 97 100
argillaceoides3 97 98 97 98 100
jurassicuml 97 98 96 98 97 100
jurassicum2 98 99 96 98 98 98 100
mannagettael 97 98 97 98 99 97 98 100
mannagettae2 97 98 97 98 98 97 98 98 100
mannagettae3 96 97 97 97 98 97 97 98 99 100
cryptonaevuml 98 98 95 97 97 98 99 97 97 96 100
cryptonaevum?2 98 98 96 98 97 98 98 97 98 97 98 100
biebersteiniil 97 98 97 98 98 97 98 98 99 98 97 98 100
biebersteinii2 98 9 97 99 98 98 99 98 98 98 98 99 98 100
karagoellensel 9% 97 99 97 98 9% 97 98 97 97 9 97 97 97 100
karagoellense2 97 97 98 98 98 97 97 98 98 98 97 98 98 98 99 100
karakolensel 98 9 97 98 98 98 99 98 98 98 98 98 98 99 97 98 100
karakolense2 98 9 97 98 98 98 99 98 98 98 98 98 98 99 97 98 100 100
karakolense3 98 99 97 99 98 98 99 98 98 98 98 99 98 100 97 98 99 100 100
gentilel 97 99 9% 99 97 98 98 97 98 97 97 99 98 99 97 97 98 99 99 100
gentile2 98 9 9% 98 98 98 99 98 98 97 98 98 98 99 97 97 99 98 99 98 100
tamderensel 98 9 9% 98 98 98 100 98 98 97 99 98 98 99 97 97 99 99 99 98 99 100
tamderense2 98 99 9% 98 98 98 100 98 98 97 99 98 98 99 97 97 99 99 99 98 99 100 100
tamderense3 97 98 9% 97 97 97 98 97 98 97 97 97 97 98 9% 97 98 99 98 97 98 98 98
ladikensel 97 98 9% 97 97 97 98 97 97 97 97 97 98 98 9% 97 98 98 98 97 98 98 98
ladikense2 98 99 9% 98 98 98 99 98 98 97 98 99 98 99 97 98 99 98 99 98 99 99 99
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olympicuml 98 98 97 98 98 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 99 98 98 98 98 98
olympicum?2 97 98 97 99 98 98 98 98 99 98 97 98 99 99 98 99 99 98 99 98 98 98 98
polygonifolium1 98 99 97 98 98 98 99 98 98 98 98 98 98 99 97 98 100 99 99 98 99 99 99
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sarykamychsense 98 98 97 99 98 98 98 98 98 98 98 99 98 99 98 98 98 99 99 98 98 98 98
cardiophyllum1 97 97 98 98 98 97 97 98 98 98 97 98 98 98 99 100 98 98 98 97 97 97 97
cardiophyllum?2 9% 97 95 9% 97 9% 97 97 98 97 96 9% 98 97 9% 96 97 98 97 96 97 97 97
erythorocarpum 98 98 9% 98 97 98 98 97 98 97 98 100 98 99 97 98 98 97 9 99 98 98 98
oblonguml 97 97 97 98 98 97 97 98 98 98 97 98 98 98 98 99 98 98 98 97 97 97 97
oblongum?2 97 9 9% 99 97 98 98 97 98 97 97 99 98 99 97 97 98 98 99 100 98 98 98
lazicuml 97 97 9% 97 97 97 97 97 98 97 97 97 98 98 97 97 98 98 98 97 97 97 97
lazicum?2 97 98 97 99 98 98 98 98 99 98 97 98 99 99 98 99 99 98 99 98 98 98 98
artabirensel 97 97 97 98 97 97 97 97 99 98 97 98 98 98 97 98 98 99 98 97 97 97 97
artabirense2 97 98 98 98 99 97 98 99 98 98 97 98 98 98 98 99 98 98 98 98 98 98 98
onosmopsis1 97 98 97 99 98 98 98 98 99 98 97 98 99 99 98 99 99 98 99 98 98 98 98
onosmopsis2 97 98 95 97 97 97 98 97 97 9 97 97 97 98 96 96 98 99 98 97 98 98 98
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microtum?2 97 98 98 98 99 97 98 99 98 98 97 98 98 98 98 99 98 98 98 98 98 98 98
hypopityforme 98 98 9 98 98 97 98 98 98 97 98 98 98 98 97 98 99 98 98 98 98 98 98
tersundagense 97 97 9% 98 97 97 97 97 99 98 97 98 99 98 97 98 98 99 98 97 97 97 97
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EK 49. ITS2’e Gore Orneklerin % Benzerlik Oranlart
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EK 50. ITS’e Gore Orneklerin % Benzerlik Oranlari
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