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OZET

Cirsium Mill. (Asteraceae, Sect. Epitrachys DC.) Cinsinin U¢ Farkh
Tiiriiniin Hibritlesmesinin Filogenetik Analizi

YUKSEK LiSANS TEZIi
FATIiH ALBAYRAK
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANéBiLiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC.DR. TANER OZCAN)

BALIKESIR, OCAK - 2022

Asteraceae familyas1 1900°den fazla cins ve 32000°den fazla tiir ile bitkiler aleminin en
zengin familyalarindan biridir. Tirkiye’de 447 endemik tiir bulundurmaktadir. Cirsium
Mill. cinsi de Asteraceae familyasinin en biiyiik cinslerinden birisidir. Cirsium cinsinin
tiirlesme yetenenegi fazladir ve cins i¢inde ¢ok sayida hibritlesme olay1 goriilmektedir. Bu
caligmada, C. kosmelii (Adams) Fisch ex Hohen ve C. leucocephalum subsp. penicillatum
(K.Koch) Greuter ve C. leuconeurum Boiss. & Hausskn. atalar1 ve C. leucocephalum
subsp. leucocephalum (Wild.) Spreng. atalar1 ile verildigi sirayla bu atalarin arasinda
olustugu diisliniilen muhtemel hibrit bireylere ait ITS, ETS, matK, rpl32 ve trnL bdlgeleri
karsilastirilmistir. Toplam hacmi 50 mikrolitre olacak sekilde hazirlanan PZR tiiplerinin
PZR islemleri uygulandiktan sonra 0,8 g 100 ml 0,5X TBE tamponu ile hazirlanan jelde
yiritilmistir. Cogaltilmis olan DNA ¢ozeltileri hizmet alimi yoluyla Genoks firmasi
tarafindan DNA’lar dizilenmistir ve filogenetik analize uygun hale getirilmistir. PAUP*
programi ile filogenetik agaclar elde edilmistir. Elde edilen DNA dizilerinden olusturulan
filogenetik agaglara gore C. kosmelii x C. leucocephalum subsp. penicillatum hibriti
kendisini olusturan iki ataya da esit yakinlik gosterirken, C. leuconeurum x C.
leucocephalum subsp. leucocephalum hibriti ise C. leucocephalum atasina daha g¢ok
yakinlik gostermistir. Ayrica, elde edilen DNA dizilerine gore, ¢ekirdek genomuna ait olan
ITS ve ETS bolgeleri polimorfik bolgeler agisindan daha bilgi verici olarak gozlenmistir.
Diger yandan morfolojik olarak degerlendirildiginde de hibrit bireylerin atalari ile arasinda
baz1 ge¢is karakterlerine sahip oldugu gézlenmistir. Sonug olarak, morfolojik ve molekiiler
veriler beraber degerlendirildiginde ¢alisilan hibrit bireylerin atalarina benzer karakterlere
sahip olmakla beraber atalari ile karasilagtirildiklarinda bazi ara karakterlere sahip oldugu
bilgisine ulasiimistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cirsium, DNA, hibrit, molekiiler, filogenetik, Tiirkiye
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ABSTRACT

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF HYBRIDIZATION OF THREE SPECIES OF
GENUS CIRSIUM MILL. (ASTERACEAE. SECT. EPITRACHYS DC)

MSC THESIS
FATIH ALBAYRAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. TANER OZCAN)
BALIKESIR, JANUARY - 2022

The Asteraceae family is one of the richest families in the plant kingdom, with more than
1900 genera and 32000 species. There are 447 endemic species in Turkey. Cirsium Mill. is
one of the largest genera of the Asteraceae family. The speciation ability of the genus
Cirsium is high and there are many hybridization phenomenons within the genus. In this
study, ITS, ETS, matK, rpl32 and trnL regions of probable hybrid individuals thought to
have formed between C. kosmelii (Adams) Fisch ex Hohen and C. leucocephalum subsp.
penicillatum (K.Koch) Greuter and C. leuconeurum Boiss. & Hausskn. and C.
leucocephalum subsp. leucocephalum (Wild.) Spreng. in the order given respectively were
compared. After PCR processes of PCR tubes, which were prepared with a total volume of
50 microliters, were carried out in a gel prepared with 0.8 g 100 mL 0.5X TBE buffer. The
amplified DNA solutions were sequenced by Genoks company through service
procurement and made suitable for phylogenetic analysis. Phylogenetic trees were obtained
with the PAUP* program. According to the phylogenetic trees formed from the obtained
DNA sequences, C. kosmelii x C. leucocephalum subsp. penicillatum hybrid individuals
showed equal resemblance to its two ancestors, while C. leuconeurum x C. leucocephalum
subsp. leucocephalum hybrid showed more similarities with C. leucocephalum ancestral
taxon. In addition, ITS and ETS regions belonging to the nuclear genome were observed to
be more informative in terms of polymorphic regions, according to the obtained DNA
sequences. On the other hand, when evaluated morphologically, it was observed that
hybrid individuals had some intermediate characters with their ancestors. As a result, when
the morphological and molecular data were evaluated together, it was found that the
studied hybrid individuals had similar characteristics to their ancestors, but had some
intermediate characters when compared with their ancestors

KEYWORDS: Cirsium, DNA, hybrid, molecular, phylogenetic, Turkey
Science Code / Codes : 20606, 20610 Page Number : 119
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1. GIRIS

Insanlarm yasaminin her doneminde birgok alanda bitkilerden fayda sagladig
bilinmektedir. Avci toplayici toplum i¢in yabanil bitkiler, yerlesik hayata gecis sonrasi ise
hem yabanil bitkiler hem de tarim iiriinleri gida olarak tiiketilmeye baslanmistir. Ayn
zamanda yabani bitkiler milattan 6nceki yillardan beri hastaliklara karsi terapotik amagla
da kullanilmistir. Bitkilerin tibbi amagli kullanilmasina dair yazilmis en erken bulgu
Nagpur’da bir Stimer kil levhasidir ve 5000 yil 6ncesine dayanmaktadir [1]. Boya,
kozmetik, tekstil gibi pek ¢ok alanlarda da bitki kullanim1 karsimiza ¢ikmaktadir. Hayatin
her alaninda kullanilan bitkileri tanimak ve smiflandirmak icin pek c¢ok c¢alisma
yapilmaktadir. Taksonomi c¢alismalarinda morfolojik, sitolojik, anatomik, embriyolojik,
polinolojik ve fizyolojik karakterlerin yaninda giiniimiizde molekiiler biyoloji alanindaki
gelisen yontemler ile molekiiler sistematik de filogenetik calismalara dahil olmustur.
Bitkilerin morfolojik olarak birbirine olduk¢a yakin tiirler icermesi filogenetik soy hattini
belirlemede yetersiz kalabilir. Bu gibi durumlarda yapilan molekiiler sistematik ¢aligmalar,
DNA dizilerinin karsilastirilmast ve bu dizilerle olusturulan soy agaglar ile agik sekilde
tirler arasindaki filogenetik iligskiler gosterilmektedir [2]. DNA analizi ¢aligmalari
yontemlerinin biri bitkinin yesil kisimlarindan alinan kiiciik parcalar dnce fiziksel yollar
ile pargalanir sonra pargalar gerekli kimyasallar ile islem gorerek DNA izolasyonu yapilir;
elde edilen ham DNA’lar PZR ile ¢ogaltilip dizilenir ve sonuglara gore taksonomik
iligkilerin belirlenmesi ile gergeklestirilir [3]. Tiirkiye, bitki ¢esitliligi agisindan oldukga
zengindir. Bulundugu cografik konumu, fitocografik o6zellikleri ve iklim g¢esitliligi

sebebiyle sahip oldugu endemik tiirler ile diinyanin 6nde gelen iilkeleri arasindadir [4].

Asteraceae bitkiler aleminin en kalabalik familyasidir. Familya c¢ok fazla tiire sahip
olmasindan ve yeni tiirlerin tanimlanmasi agisindan verimli olmasi sebebiyle filogenetik
caligmalar i¢in tercih edilen bitki familyalarindan biridir [5, 6]. Asteraceae familyasina ait
tiirlerin ayirt edilmesi i¢in yapilan DNA analizlerinde ITS gen bolgesi en yararli olan gen
bolgesi oldugu gozlemlenmistir. Asteraceae liyelerini tanimlamak i¢in uygun olan bir
diger gen bolgesi ise ETS bolgesi olarak belirtilmistir. Cirsium Mill. cinsine ait filogenetik
calismalarda ITS ve ETS bolgeleri beraber ¢alisilmistir [7-9]. Bati Kanada’da yapilan bir
baska ¢alismada ise farkli lokasyonlardan toplanan Cirsium scariosum ve C. hookerianum
bireylerinin DNA analizleri i¢in ITS ve ETS bolgeleri tercih edilmistir [10]. Tirkiye’de

yapilan Cirsium cinsine ait bazi filogenetik ¢alismalarda da ITS ve ETS boélgeleri tercih



edilmistir. Bu ¢alisgmada {i¢ Cirsium tiirli arasindaki melezlesme incelenmeye ¢aligilmistir
[11]. Asteraceae familyasi taksonomi ¢aligmalarinin bazilarinda trnLL ve matK bolgeleri de
olumlu sonuclar vermistir. Fabaceae, Asteraceae, Rosaceae gibi genis familyalara ait
tiirlerin DNA analizleri sonucunda trnLL bolgesi %98, 4 matK %96,4°1i basar1 géstermistir
[12]. Bu calismada, C. kosmelii (Adams.) Fisch. ex Hohen x C. leucocephalum subsp.
penicillatum (K.Koch) Greuter, C. leuconeurum Boiss. & Hausskn x C. leucocephalum
subsp. leucocephalum (Wild). Spreng tiirleri arasinda meydana gelen ve bilim diinyasi igin
yeni olan 2 hibrit takson calisilacaktir. Hibrit ve ata bireylerin DNA analizi i¢in tercih
edilen bolgeler belirtmis oldugumuz calismalarda olumlu sonuglar veren ITS, ETS, matK,
trnL ve rpL32 bolgeleri olmustur. ITS bolgesi 18-26S niikleer ribozomal DNA’nin dahili
kopyalanmis aralayici bolgelerinden birisidir. ITS bdolgesi bitki niikleer genomunda ¢ok
sayida tekrara sahiptir. Tekrar sayisinin fazla olmasi biiyiik oranda amplifikasyonu ve
dizilemeyi kolaylagtirmaktadir. Cigekli bitkilere ait soy hatlar1 yakin olan tiirlerin
filogenetik 1iligkileri ve DNA dizilerindeki nokta mutasyonu belirlemede Onde gelen
adaylardan birisidir. Sonug olarak ITS bolgesi filogenetik iliskiler hakkinda bilgi edinmek
i¢in tercih edilen gen bolgesidir[13-15].

"ITSS" "IT53"

...... > >
185 NUCLEAR tDNA | 1> 550 75 | 265 NUCLEAR DNA
.............

"TS2" "TTS4"

ITS Region

Sekil 1.1: 18-26S ITS bélgesi [13]



16-28S niikleer harici kopyalanmis ayiricisi olarak tanimlanan ETS bdlgesi kapali
tohumlularin filogenetik iliskilerini belirlemede kullanilan bir diger gen bolgesidir. ITS
bolgesinin baz sayisinin sinirli olmasindan dolayr yakin zamanda gelisen angiyosperm soy
hatlarin1 belirlemede yetersiz kalmaktadir. ITS bolgesini biiyiitmek i¢in ETS bolgesi dahil
edilmistir. ETS bolgesi ITS bolgesine gore daha uzun ve daha fazla varyasyona sahiptir.
ETS bolgesinin 3’ ucundan elde edilen dizilerin ITS bolgesinin 3’ ucundan elde edilen
dizilerin verilerine gore varyasyon daha fazla oldugu tespit edilmistir. Asteraceae familyasi
icinde yer alan bazi tiirler arasindaki filogenetik iligkileri belirlememek i¢cin ETS bolgesi

kullanilmigtir [16-18].

1 NTS ETS —

26S S —— 18S
TIS |

ETS1f—» - 18S-2L

Sekil 1.2: 18-26S ETS bélgesi [17]

Eskiden orfK olarak bilinen simdiki adi ile matK bolgesi kloroplast DNA’sina ait trnK
geninin ters gevrilmis tekrarmin bitisigindeki biiyiik kopya kesitinde yer alir. Hizli gelisen
plastid kodlama bolgelerinin arasinda yer alan matK bdlgesi molekiiler sistematik ve
evrime potansiyel katkilar1 olan bolgedir. Angiyospermlere ait tiirlerin arasinda biiyiik

oranda ayrim gosteren bolgedir [19-21].
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Sekil 1.3: MatK gen bolgesi [20]

TrnL bolgesi filogenetik analiz i¢in tercih edilen kloroplast markdrlerinden birisidir. TrnL
bolgesininbitkiler hakkinda ¢esitli evrimsel sorulari cevaplamada faydali oldugu
kamtlanmistir. Icerdigi degisken bdlgeler, insersiyon-delesyonlar ve tek bazlik

polimorfizmler ile tiir diizeyindeki filogenetik ¢alismalarda da kullanilan bolgedir [22-24].
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Sekil 1.4: TrnL gen bolgesi [22]

1.1 Asteraceae Familyas1 Genel Ozellikleri

Asteraceae familyasi 13 alt aile ve 1900 den fazla cinse ait 32000 den fazla tiir igerir [25].
Asteraceae ¢igekli bitkilerin en biiyiik familyalarindan birisidir. Familya ¢ok fazla tiir
¢esidine sahip oldugundan cesitli iklimsel kosullarda yagamini devam ettirebilen bireylere
sahiptir. Bu sebeple iiyeleri dagilim bakimindan ¢ok genis alanlara sahiptir. Antarktika
disinda diinyanin biitiin cografyalarinda bulunur. Yogun olarak tropik ve subtropik
ortamlarda bulunur [26]. Bremer tarafindan 1993 yilindaki yapilan ¢alisma ile Asteraceae
familyasinin gen merkezi Giiney Amerika ve Pasifik olarak agiklanmistir [27]. Tiir gesidi
bakimindan zengin olmasinin sebebi muhtemel olarak bir dizi tam genom kopyasi ve
poleopoliploidizasyon kaynakli oldugu disiiniilmektedir [28-30]. Asteraceae familyasinin
Tiirkiye’de 447 endemik tiirii bulunmaktadir. %37 endemizim oram ile en ¢ok endemik

tiire sahip olan familyadir [31-33].

Asteraceae familyasinin anatomik acgidan oOzellikleri ise regine kanalinin ya da latisifer
sisteminin bulunusu ile karakterizedir. Bir diger 6zelligi ise toprak alt1 organlarinda nigasta
bulundurmamasidir. Nisasta yerine iniilin bulundurur. Asteraceae familyas: otsu, bir yillik
veya iki yillik ve monokarpik veya c¢ok yillik ve polikarpik ¢alilar veya nadiren agaglardan
olusur. Yapraklar alternat veya karsilikli durumdadir, bazen dairesel formlar1 da ihtiva
eder. Nadiren stipiillii, yaprak ayasi bazen basit ve parcalanmamis ama siklikla loblu veya
disli sekilde parcalanmistir. Stomalar anizositik veya anomositiktir. Asteraceae iiyelerinin
cicek durumu familya i¢in karakteristiktir. Genislemis reseptekuluma bagli c¢ok sayida
cicekten olusur. Bu ¢igek durumuna kapitulum denir. Cigekler kiiclik her kapitulumda 1-
500 adet ya da daha c¢ok sapsiz veya kismen sapsizdir. Cigekler 1smnsal ya da tek
simetrilidir. Kapitulumlarda iki tip ¢icek bulunur:

e Tubulat (tiipsii) ¢igekler ¢ogunlukla hermafrodittir. Bazen staminat ya da sterildir.

Tiipsii ve 5 loblu korolla aktinomorftur (ikiden fazla simetri ekseni bulunan ve



birbirine benzeyen boliimlere ayrilabilen) flamentleri serbest anterleri birlesik
(singenezis) 5 stamen vardir. Tiipsii gicekler bazen iki dudakli ve zigomorftur.

(Degisken eksenli) Ust dudak iki alt dudak ii¢ lobtan olusur.

e Dilsi (ligulat) cicekler pistillat, nétr ya da hermafrodittir. Tabanda kisa bir korolla
tiipii vardir. Bazen korollanin dilsi kismi indirgenmistir. Bu tip dilsi ¢igeklere
filiform ¢igek denir. Filiform cigekler pistillattir. Korollanin biiyiilk bolimii

yassilagmustir.

Ciceklerde ovaryum alt durumlu, 2 veya nadiren 3 birlesik karpellidir. Erkek organlar
(stamenler) 4-5 epipetal yapisinda (stamenleri tag veya ¢anak yapraga bagli olan erkek
organlar toplulugu) filamentler genellikle serbest anterler lateral stiliis ¢evresinde silindir
halinde birlesmis (singenezis), nadiren ve i¢ ylizeylerden agilan yapidadir. Cigegin ¢anak
yapragi (kaliks) ovaryumun ucunda pappus seklinde indirgenmis, pappus tiy, kil ya da
diken seklini almis ya da tamamen ortadan kalkmistir. Cigekleri distan ¢evreleyen brakteler
bulunur. Brakteler topluluguna ise “involukrum” denir. Involukrumu olusturan her bir
brakteye “fillari” ad1 verilir. Involukrum ciceklere dis etkenlere karsi desteklik saglar.
Kapitulumlar govde ve yan dallarda degisik sekillerde (basak, korimboz, paninkula vb.)
dizilirler. Meyve tek lokuluslu, bir tohumlu, acilmaz genellikle aken, ¢ok nadir drupa

tipidir. Meyvenin iist kisminda bir pappus veya kaliks kalintis1 bulundurur [26, 34-36].

1.2 Asteraceae Familyasinin Simiflandirilmasi

Asteraceae familyasi tiim ¢icekli bitkilerin yaklasik %8’ini olusturan ve yiiksek hibritlesme
goriilen ¢ok biiylik bir grup oldugundan taksonomik ¢alismalarin yillar Gncesine
dayanmasina ve son yillarda da molekiiler filogenetik calismalarinda uygulanmasina
ragmen familyanin tiim ana soylar1 tanimlanamamistir ve filogenetik iliskiler giivenilir

sekilde tam olarak bilinmemektedir [2, 37, 38].

Asteraceae familyasinin filogenetik iliskilerinin belirlenmesindeki ge¢misi, Carlquist ve
Wagenitz’in ¢aligmalari ile 6ncelikle familya Cichorioideae ve Asteroideae olmak iizere 2
alt aileye ayrilmasiyla baslayan filogenetik siniflandirma giiniimiizde 14 alt aile olarak
revize edilmistir. Carlquist ve Wagenitz’in tanimladigi Cichorioideae ve Asteroideae alt
ailelerin yanma; Corymbioideae, Mutisioideae, Gymnarrhenoideae, Pertyoideae,

Carduoideae, Barnadesioideae, Famatinanthoideae, Stifftioideae, Wunderlichioideae,



Gochnatioideae, Hecastocleidoideae, Vernonioideae alt aileleri eklenerek revize edilmistir
[39-41].

1.3 Carduoideae

Carduoideae alt ailesi, ¢ok yillik veya daha az siklikla tek yilliktir ancak nadiren agag
formlarida goriliir. Taksonlar1 kokusuzdur nadiren kokulu taksonlar bulunur. Yapraklar
genellikle dontistimliidiir. Basit, biitiin, tirtikli, disli veya lobiile, 6zellikle otsu formlarinda
genellikle diken bulunur [42]. Cigeklerin kapitiiler olmasi ve meyve verme asamasinda

tipik olarak pappus ihtiva etmesi bu alt familyanin ortak 6zelliklerindendir [34].

Carduoideae alt familyasi, Gochnatieae, Hecastocleideae Tarchonantheae, Dicomeae,
Pertyeae ve Cardueae olmak iizere 6 tribuse ayrilmaktadir. Cirsium cinsi de bu
tribuslardan Cardueae tribusunun 5 alt tribusunden biri olan Carduinae alt tribusunde
konumlanmaktadir.[34] Cardueae yaklasik 74 cins ve 2500 tiir ile en biiyiik tribuslardan
birisidir [43]. Cardueae tribusunun Tiirkiye’de 36 cinsi tespit edilmistir. Cirsium cinsi 80

takson ile en fazla takson bulunduran 2. cinstir [31, 44, 45].

1.4 Cirsium Mill. Genel Bilgiler

Cirsium (Koygogtiren) cinsi, Asteraceac familyasinin en fazla iiye ile temsil edilen
cinslerinden biridir. Yaklasik 250-300 tiir ile temsil edilen, Kuzey Yarimkiire, Kuzey ve
Orta Amerika, Avrupa, Kuzey Afrika, Dogu, Orta ve Glineybati Asya’da yaygin olarak
goriilen bir cinstir [34] Cirsium cinsi (Asteraceae) bir yillik, iki yillik veya nadiren ¢ok
yillik, diken bulundurmasiyla taninan tiirlerden olusur [46-47]. Bu dikenli bitkiler, birkag
cesitlilik merkezi ile hol arktik bir dagilima sahiptir. En biyiigi, Kuzey Akdeniz
bolgesinden Tiirkiye tizerinden Kafkasya’ya kadar uzanir. Kiigiik merkezler Tjan San, Cin,
Japonya, Rocky Daglar1 ve Meksikadir [48]. Genetik adaptasyonlar ve plastisiteleri
nedeniyle yiikseklik, sicaklik ve edafik faktorler agisindan farkli bolgelerde bulunurlar ve
bulunduklar yerlerde ¢ok ¢esitli ekolojik adaptasyonlar gosterirler. Ayn1 zamanda, gesitli
cevresel kosullara uyum saglamalarina yardimci olan, tilirler arast hibrit olusumlar1 ve
kapsamli gen akislariyla da taninirlar [46]. Cirsium adi, damar hastaliklarina atifta bulunan
“sismis damar” anlamina gelen “khirsos” kelimesinden gelmektedir. Tournefort bu bitkinin
koklerinin damar hastaliklarina karst kullanildigini bildirmistir. Ayrica bu bitkinin varis

hastaliginda agri kesici olarak kullanildigini bildirmistir [49, 50].



1.4.1 Cirsium Taksonomisi

Cirsium cinsinin sistematik basamaktaki konumu asagida gosterildigi gibidir.

Alem: Bitkiler

Alt alem: Tracheobionta

Sube: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Alt simif: Asteridae

Ust takim: Asteranae

Takim: Asterales

Aile: Asteraceae

Alt aile: Carduoideae

Tribus: Cardueae

Alt tribus: Carduinae

Cins: Cirsium

Seksiyon: Epitrachys

Cirsium, Asteraceae familyasmin tiir c¢esitliligi agisindan ©6nemli bir cinsidir ve
Carduoideae alt familyasi, Cardueae Cass. tirubusu, Carduineae alt tribusu igerisinde yer
almaktadir [2, 3, 5, 31, 42].

Cirsium adi ilk olarak Andreas tarafindan M.O 230°da benimsenmistir. Ancak halk
arasinda geleneksel adi, istilaci tiir olmasi ve dikenlere sahip olmasi sebebiyle “deve
dikeni” olarak yayginlasmisgtir [51]. Carl Linnaeus (1753) daha once Cirsium olarak
adlandirilan tiirleri Carduus L. ve Serratula L. cinslerine dahil etmistir. Linneaeus’tan bir
yil sonra Cirsium’u gecerli bir sekilde yayinlayan Miller (1754) “ger¢ek devedikeni”
olarak Carduus’u kabul etmistir. Daha sonra Miller yazmis oldugu “The Gardens
Dictionary” adli eserininin 1768 baskisinda, Linnaeus’un da kabul ettigi gibi Cirsium’u
Carduus ile birlestirdi. Cirsium’un Carduus cinsinden ayrilmasi i¢in morfolojik kanit siiren
ilk kisi Adanson olmustur. Adanson, Cirsium cinsinin Carduus cinsinden farkli yapida

pappuslara sahip oldugunu gostermistir [52-56].

Cirsium taksonomisi hakkinda ilk detayli ¢alisma Candolle (1938) tarafindan yazilan
“Prodramus Sytematis Naturalis” te yapilmistir. Bu ¢alismada cins, Orthocentron Cass. (6
tiir), Lophiolepis Cass. (4 tiir), Eriolepis Cass. (38 tiir), Carynotrichum DC (5 tiir) ve
Onotrophe Cass. (81) tiir olmak tizere 6 seksiyona ait 137 tiir barindirmaktadir [57].



Cinsi Boissier’in (1875, 1888) “Flora Orientalis” adli eserinde Tiirkiye’de yayilis gosteren
Cirsium Mill., Chameleon DC., Epitrachys DC. ve Breea Less., Lamyra Cass.
Seksiyonlarini islemistir. Bu 4 seksiyon 74 tiir icermektedir [58, 59]. Sommier ve Levier
tarafindan yazilan “Cirsium del Caucaso” yayininda Cirsium seksiyonlar1 belirtilmeden

Tiirkiye’deki tiirleri igeren 53 tiir betimleme yapilarak ele alinmistir [60].

Charadze (1963) SSCB Florasi i¢in yaptig1 calismalarda 16 alt seksiyon ve 7 seksiyona ait
111 tir belirlemistir. Avrupa Florasi i¢in ise Werner (1976) tarafindan belirlenen 3
seksiyona ait 60 tiir ve 7 alt seksiyona ait 36 tiir kaydedilmistir. Petrak (1979) Iran
Florasini 5 seksiyon olarak belirlemistir. Keil (2006) tarafindan Cirsium tiirleri Kuzey
Amerika Florasinda 62 tiir olarak belirlemistir. Cin Florasinda bu say1 46, Japonya
Florasinda ise 55 Cirsium tiirii olarak verilmistir [52, 61-64]. Davis ve Parris (1975)
Tiirkiye Florasi i¢in yaptigi ¢alisma Tirkiye’de yayilis gosteren Cirsium cinsine ait tiirler
icin yapilan en 6nemli revizyon ¢alismalarindan biridir. Bu ¢alismaya gore Tiirkiye Florasi
Epitrachys seksiyonu 40 tiir (42 takson), Cephalonoplos seksiyonu 1 tiir (2 takson)
Cirsium seksiyonu 16 (27takson) olmak iizere 3 seksiyona ait toplam 57 tiir (71 takson)
veya eksik olarak goriilen 7 tiir ile tanimlamistir. Bu taksonlardan 23 tanesi endemiktir ve

%33 endemizm oranina sahiptir [44].

Cirsium Epitrachys seksiyonu igin yapilan giincel ¢alismada sahip oldugu tiir sayisi
yaklasik 100 olarak belirtilmistir. Tiirkiye Floras1 hakkinda yapilan son c¢aligmalarda, 57
tire ait 71 takson olarak belirlenen Cirsium cinsi florasinin takson sayisi 80’ ¢
yiikselmistir. Tiirkiye’de endemik olan takson sayist ise 33 olarak gilincellenmistir.
Endemik takson sayisinin bu denli ¢ok olmasi iilkemizin Cirsium cinsinin 6nemli gen

merkezlerinden biri oldugunu gostermektedir [2, 5, 6, 31, 44, 65].

1.4.2 Cirsium Genel Morfolojisi

Cirsium cinsine ait tiirler genellikle tek yillik veya iki yilliktir. Tek yillik otsu formlar1 da
nadir olarak goriiliir. Nadiren iki evciklidir. Govde kismi ¢esitli morfolojilere sahiptir.
Dikenli-kanatli veya dikensiz olup dallanma gosterir ya da gostermez. Yaprak kenarlar
dikenli (spinose), yapraklar rozet seklini almis ve genis, almash dizilise sahip dikencikli ya
da degil, yaprak ayasinin kenar kismi tam veya tiiysii orta damara kadar pargali

(pinnatisek). Kapitulum tabla halinde, iistiinde bulunan cicekler ayn1 donemde olgunlasir.



Fillari (brakte) ¢ok sirali ve kiremit dizilisli (imbrikat), basik sekilde ya da iist kisim yayik
halde, ii¢ kismina yakin boliimde salgi cebi bulunur veya bulunmaz ve ¢ogunlukla ugta bir
igneye sahip, kenarlar1 dikenli veya ¢ikintili. Reseptekulum uzun tiiyli, tiipsti cigekler
hermafrodit ya da bazen tek eseyli, asimetrik 5 parcali, beyazdan mor-kirmizi arasi renk
cesitlerine sahip (kimi zaman sarimsi), korolla tiipliniin alt kismi biraz geniglemis
durumda. Pappus ¢ok sirali ve yumusak, kirli beyaz renkte tabanda bir halkaya sabit
diisiicii veya kalici, polen yapilar1 iki kutuplu, ekvatoral ve kiireseldir. Aken yapilar1 ise
dikdortgeni andiran yassi, diiz, tiily bulundurmayan, yari kiiremsi kiigiik ¢ikintilara sahip,

hiilum tabanin hemen iistiinde yumurtamsi sekle sahiptir [31, 66-68].

1.4.3 Cirsium Cinsinin Bazi Cinslerle Morfolojik Karsilastirmasi

Cirsium cinsi ile ilgili giinlimiize kadar yapilan taksonomik g¢alismalar, sistematikteki yeri
bakimindan karmasik ve zor bir cins oldugunu gostermistir ve diger cinslerdeki belirli
tirlerden (Cnicus L., Carduus L. gibi) kolayca ayirt edilememektedir. Cardueae tribusunda
belirli cinslerin siniflandirilmasinda taksonomik problemler gozlemlenmistir. Cirsium da
bu cinslerden biridir. Yaprak sekli, kapitulum yapisi, dikenli bir gévdeye sahip olmas1 gibi
morfolojik 6zellikler Cardueae tribusundaki Onopordum L. (Kangal) ve Carduus cinsleri
ile yakinlik gostermektedir ancak Carduus cinsi ile taksonomik karmasiklik daha fazla
goriilmektedir [46, 69]. Ackerfield vd. (2020) yapmis oldugu Cardueae tribusuna ait
cinslerin genel smiflandirilmasi c¢alismasinda, cinsler arasinda ¢ok sayida morfolojik
yakinlik oldugu belirtilmistir. Pappus tipi grubu alt bolmelere ayirmak i¢in birincil karakter
oldugu tespit edilmistir. Ackerfield vd. (2020) Cardueae tribusunun iiyelerinin arasindaki
taksonomik belirsizligi 6nlemek igin 2 6neri sunmustur. Birinci Oneri, tiim cinsleri tek bir
cins altinda toplamaktir. Cinsler arasinda sinirlandirilacak benzersiz karakterlerin mevcut
olmamas: bu 6neriyi destekleyen unsurdur. Ikinci 6neri ise filogeninin her bir dalin1 bir
cins olarak kabul etmektir. Bu 6neri ile Carduus, Cirsium, Eriolepis, Notobasis, Picnomon,

Silybum ve Tyrimnus olmak {izere 7 farkli cins olarak ayrilmaktadir [2].



Tablo 1.1: Cinslerin morfolojik karakterleri [2]

Carduus

Cirsium

Notobasis Picnomon Silybum Tyrimnus
sapsiz,
Govde daralan gbvdeyi gbvdeyi daralan gbvdeyi daralan
yapraklari Saran veya saran saran
daralan
Beyaz-
Damarh Yok Yok Mevcut Yok Mevcut Mevcut
yapraklar
Pinnat bastan
involukral Tim omurga asagl ..
. . . e D Tabanda Tiim omurga
brakte tam ignemsi bazen Tim omurga  boliinmiis, . L C
: et pinnat loblu tam igneli
apeksi kenarsiz bikiilmiis
omurga
Dorsal
korolla
lobu Dalgali Diiz Diiz Diiz Dalgal1 Dalgali
epidermal
hiicreleri
Bazal anter Kisa - Sarkik  Kisa - Sarkik  Kisa - Sarkik Tam Kisa - Sarkik Tam
uzantilari
Fllan;entle Ayr Ay Ayri Ayri Monodelf Monodelf
Pappus sakalimst Tiysi Tiiysii Tiiysii sakalimst sakalimst
10-15 4 4 4 4 4
Aken
erikarp uzunlamasin  uzunlamasin  uzunlamasin  uzunlamasin  uzunlamasmn  uzunlamasin
P a oluklar a oluklar a oluklar a oluklar a oluklar a oluklar
Zarif
apikal Mevcut Mevcut Yok Mevcut Mevcut Mevcut
aken
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Teshis Edilmesi

Bu ¢aligmada kullanilan Cirsium cinsinin Epitrachys seksiyonuna ait C. leuconeurum, C.
leuococephalum ve C. kosmelii taksonlari ile bu taksonlar arasinda dogal ortamda olusan
baz1 hibrit birey 6rnekleri 2006-2017 yillar1 arasinda Prof. Dr. Bayram YILDIZ, Prof. Dr.
Tuncay DIRMENCI ve Prof. Dr. Turan ARABACI tarafindan TUBITAK 106T167
numarali proje kapsaminda toplanmis olup, Balikesir Universitesi Necatibey Egitim

Fakiiltesi Herbaryumu’nda muhafaza edilmektedir.

Bu calisma i¢in kullanilan bitki 6rneklerinin (Sekil 2.1, Tablo 2.1) arazi esnasinda olan
bireyler silika jel iceren Kkilitli posetlerde diger ornekler ise kurutma kagitlar1 arasinda

herbaryum 6rnegi haline getirilerek muhafaza edilmistir.

1N

Sekil 2.1: Cirsium cinsine ait ¢alisilan taksonlarin yayilis haritasi: C. kosmelii (kirmiz1
alan), C. leucocephalum (mavi alan), C. leuconeurum (yesil alan), C. leuconeurum x C.
leucocephalum (sar1 y1ldiz), C. kosmelii x C. leucocephalum (siyah yildiz).

2.1.2 Cahismada Kullanilan Bitkiler
Tablo 2.1’de bu calismada kullanilan bitkiler verilmistir. Tabloda “Cf” olarak kodlanan
ifade Cirsium cinsine ait taksonlarin DNA izolasyon numaralarini, “TD” ifadesi ise

bitkileri toplayan Tuncay DIRMENCIyi temsil etmektedir.
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Tablo 2.1: Calismada kullanilan taksonlar ve lokalite bilgileri

Takson Adi Kod | Toplayici no Lokalite Bilgisi
Cfl | TD5191 A9 Ardahan: Savsat-Ardahan arasi, 22.5. km,
Kocabey Yaylasi iizeri, Camlibel Gegidi, 2455 m,
Cirsium kosmelii 30.08.2018
Cf2 TD 4870 A9 Ardahan: Hanak, Selam verdi-Posof arasi,
Hanak ¢ikisi, 41.24685-42.84806, 1874 m, tarih:
Cirsium kosmelii x C. Cf3 | TD4871 A9 Ardahan: Hanak, Selam verdi-Posof arasi,
leucocephalum subsp. Hanak ¢ikigi, 41.24685-42.84806, 1874 m.
penicillatum
Cirsium leucocephalum Cf4 TD 4872 A9 Ardahan: Hanak, Selam verdi-Posof arasi,
subsp. penicillatum Hanak ¢ikigi, 41.24685-42.84806, 1874 m, tarih:
Cf5 TD 5213 B6 Kahramanmaras: Goksun, Cardak, Berit Dag1
Cardak gedigi lizeri, ilk kurumus dere yatagi iizeri.
Cf12 | TD 5202-1 B7 Adiyaman: Celikhan-Malatya arast 19. km,
Cirsium leuconeurum 38.14303-38.23638, 1878 m, 02.09.2018
Cf13 | TD 5202-2 B7 Adiyaman: Celikhan-Malatya arast 19. km,
38.14303-38.23638, 1878 m, 02.09.2018
Cf14 | TD 5202-3 B7 Adiyaman: Celikhan-Malatya aras1 19. km,
38.14303-38.23638, 1878 m, 02.09.2018
Cf6 TD 5214-1 B6 Kahramanmaras: Goksun, Cardak, Berit Dag1
Cardak gedigi iizeri, ilk kurumus dere yatag: iizeri.
. Cf7 TD 5214-2 B6 Kahramanmaras: Goksun, Cardak, Berit Dag1
Cirsium leuconeurum x C. . AP S
leucocephalum subsp. Carda_k gedigi lizeri, ilk kurumus dere yatag: iizeri,
leucocephalum koordinat??, tarih??
Cf10 | TD 5203-1 B7 Adiyaman: Celikhan-Malatya aras1 19. km,
38.14303-38.23638, 1878 m, 02.09.2018
Cf1l | TD 5203-2 B7 Adiyaman: Celikhan-Malatya arast 19. km,
38.14303-38.23638, 1878 m, 02.09.2018
Cf10 | TD 5203-1 B7 Adiyaman: Celikhan-Malatya aras1 19. km,
Cirsium leucocephalum 38.14303-38.23638, 1878 m, 02.09.2018
subsp. leucocephalum Cf11 | TD 5203-2 B7 Adiyaman: Celikhan-Malatya aras1 19. km,

38.14303-38.23638, 1878 m, 02.09.2018
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2.1.3 Cam ve Plastik Malzemelerinin Hazirlanmasi

Laboratuvarda PZR islemi icin kullanilan PZR tiipleri ve kapakli diger tiipler cam
kavanozlar icinde hava alacak sekilde, pipet uglar1 1siya dayanikli kutularda ve 1siya
dayanikli diger malzemeler 121 °C derecede 20 dakika ve 1 atm basingta otoklavlanarak

sterilizasyonu saglanmistir.

2.1.4 PZR Islemlerinde Kullanilan Kimyasallar

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan kimyasallarin biiyiikk oranin1 Biolabs
firmasindan hizmet alimi yoluyla tedarik edilen (Boston, A.B.D.) One Taq Quick-Load
Master Mix olusturmaktadir. Icerisinde dNTP, DNA Polimeraz, yiikleme boyas1 ve gerekli
tamponlart bulundurmaktadir. Bu c¢alismada kullanilan primerler Oligomer (Ankara,
Tiirkiye) firmasi vasitasiyla evrensel primer dizi verileri kullanilarak sentezlenmistir.
Primerler tedarik edildikten sonra 20 saniye 12000 rpm de santrifiij edildi. Santrifiij
sonucunda tiipiin dibinde olusan ¢okelti ve 1 ml ddH,O (iki kez distile edilmis su) ile
¢ozelti olusturarak stok hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 5 nmol/ml (5 uM)

olana kadar saf su ile seyreltildi.

Tablo 2.2: PZR islemlerinde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Miktari Konsantrasyonu
dH0 21 -

Ileri Primer 1 ul pmol / mL

Geri Primer 1l pmol / mL

One Taq Quick-Load Master Mix 25 ul -

gDNA 2 ul -

Toplam 50 ul -

2.2 Yontem

Bu ¢alismada kullanilan C.kosmelii, C. leucocephalum ve C. leuconeurum bireylerinin
yaninda bu bitkilerin dogal ortamda olusturdugu bazi hibritlerinin molekiiler filogenetik
analizleri i¢in Cirsium cinsine ait olan ve onceki filogenetik g¢alismalarda da sik¢a
kullanilan ITS ve ETS bdlgeleri, ¢ok cesitli bitki gruplarinda molekiiler analiz igin temel
olarak kullanilan DNA boélgeleridir [8] Bu ¢alismada, ¢ekirdek ribozomal DNA'sinin ETS
ve ITS bolgeleri ve Kloroplast genomuna ait olan trnL, rpl32 ve matKk DNA bdélgeleri
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kullanilmistir. Bu ¢alismada ilk olarak Tablo 2.1°de verilen bitkilerin DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Izole edilen kalip DNA’lar PZR islemi ile cogaltildi. Elde edilen PZR

rtinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve istenilen bantlagsmalar gézlemlendi.

Bantlasma gosteren Ornekler hizmet alimi vasitasiyla Genoks firmasi tarafindan

diziletilmistir. Elde edilen diziler Bioedit 7.2.5 programi ile analiz edilip PAUP* programi

ile molekiiler filogenetik agaclar elde edilmistir [70, 71] .

2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

1.

Dogadan toplanan ve silika jel i¢inde nemi alinmis veya kurutulmus sekilde
herbaryumda muhafaza edilen C. kosmelii, C. leucocephalum, C. leuconeurum ve
bu tiirlerin dogal ortamda olusturdugu hibritlerin yapraklar1 kullanilarak DNA
izolasyonu yapildi. Genomik DNA eldesi i¢in DNeasy Plant Mini Kit prosediiriinde
ufak degisiklikler yapilarak kullamlmistir. izolasyon islemleri sonucunda elde
edilen genomik DNA -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

Bitki orneklerinin yesil renkli olan ve kiif veya zedelenme igermeyen yaprak
kisimlarindan kiigiik parcalar alinarak sivi azot ile havanda toz haline getirildi.

Toz haline gelen numune, tiipe aktarildi ve 600 ul AP1(Tampon), 4 ul RNase A
(100 mg/ml) eklenerek karistirildi ve 60 °C de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda tiip 2-3 defa ters-diiz yapildi.

Inkiibe edilen tiipe 130 ul AP2 (Tampon) eklendi ve -20 °C’de 5 dakika bekletildi.
Sonra 13300 rpm de 10 dakika santrifiij yapildi.

Tipte dip kisma ¢oken pellete dokunmadan lizat (sivi) olan kismin 650 pl kadar
spin kolonlara aktarild1 ve 13300 rpmde 5 dk santrifiij yapildi.

Santrifiij isleminden sonra kolondan gegen siipernatanttan 600 pl yeni bir kapakli
tiipe aktarildi.

Tiipe aktarilan lizatin 1.5 kati kadar AW1 ¢ozeltisi (yikama tamponu) eklendi ve
pipetaj yapilarak homojenize edildi.

Stipernatantin berrak kismindan 650 pl alinarak mini spin kolona aktarildi. 8000
rpm’de 3 dk santriftij yapildi. 650 pl alindiktan sonra kalan kisim iginde ayni
islemler yapilip kolondan siiziilen kisim atildi ve kolon yeni bir 2 ml’lik tiipe
aktarildi.

Kolonun igerisine 500 ul AW2 yikama tamponu eklendi ve 2 dakika 13300 rpm de
santrifiij yapildi.

10. Diger AW2 tamponundan 500 ul ekleyip 5 dakika 13300 rpm’de santrifiij yapildi.
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11. Santrifiijden sonra dibe siiziilen siv1 atildi. Santrifiij islemleri sonras1 kolon toplama
kabindan alind1 ve yeni bir 1.5 ml’lik kapakli tiip igerisine aktarildu.

12. Eliisyon i¢in 200 ul AE tamponu (salma c¢ozeltisi) eklenerek oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi. 3 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi

13. 2. Eliisyon i¢in 11. Adim tekrarland.

2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonunun esas islevi canli hiicrelerinde ger¢eklesen DNA
replikasyonu olaymi laboratuvar ortaminda gergeklestirmektir. Canlilardan izole edilen
kalip DNA’nin DNA polimeraz enzimi ve g¢esitli kimyasallar ile aktivasyonu sonucu
meydana gelen bir prosediirdir. PZR yonteminin temeli termal dongi cihazinin
sicakliginin hizli diisiip ¢ikmasi ile DNA’nin denatiire olup replikasyon islemine hazir

olmasina dayanir.

Belirledigimiz Cirsium bireylerinin molekiiler filogenetik analizi i¢in gekirdek genomuna
ait primerler ITS bolgesi i¢in ITS-I ve ITS-4 primerleri, ETS bolgesi i¢in 18S-ETS ve
ETS-Car-1 primerleri, kloroplast DNA’sinda bulunan MatK bdlgesi icin matK (f) ve
matK(r), rpL32 bolgesi rpL32-f ve rpL32-r, trnL bolgesi i¢in ise primerleri trnF-f ve trnL-c
tercih edildi (Tablo 2.3).

Tablo 2.3: Amplifikasyonda kullanilan gen bolgeleri ve primerler

Bolge Primer Ad1 Primer Niikleotit Dizisi (5°- 3) Tm Kaynak
ITS 1 (ileri) TCCGTAGGTGAACCTTGCGG 57 [72]
' ITS 4 (Geri) TCCTCCGCTTATTGATATGC 53 [73]
18S-ETS (ileri) ACTTACACATGCATGGCTTAA 58 [74]
=TS ETS-Car-1(Geri) TTCGTATCGTTCGGT 52 [8]
MatK-f (ileri) CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 55 [43]
matie MatK-r (Geri) ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 60 [43]
rpL32-f (ileri) CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC 55 [75]
PL3z rpL32-r (Geri) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT 59 [75]
trnF-f (ileri) ATTTGAACTGGTGACACGAG 53 [76]
k- trnL-c (Geri) CGAAATCGGTAGACGCTACG 55 [76]
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PZR islemlerinde kullanilan kimyasallarin toplam hacmi 50 pl olacak sekilde
ayarlanmistir. Tablo 2.2°de verilen kimyasallar miktarlar1 1 PZR tiipine diisen kimyasal

miktarlaridir.

Calisma sirasinda kontaminasyon riskine karsi 1 negatif kontrol tiipii de kullanilmistir.
Negatif kontrol ornegi igerisine genomik DNA eklenmedi ancak diger eklenen biitlin
kimyasallar negatif kontrol igin de kullanildi. Ilk asamada her bir tiip i¢in genomik DNA
icermeyen karisim hazirlandi. Biitiin tiiplere bu karisimdan 48 ul konuldu. Sonra her bir
tiipe belirlendigi bitki orneklerine ait genomik DNA’lar 2 pl ilave edildi. Bu islem
sirasinda her seferinde pipet uclart yenisi ile degistirildi. Pipetaj yapilarak homojenizasyon

saglandi.

Toplam hacmi 50 pl olan bu ¢o6zelti, Techne Prime (Staffordshire, Birlesik Krallik) marka
PZR cihazi ile ¢ogaltilan programin adimlar1 asagida verildigi gibidir:

On Asama: 80 °C de 5 dakika, 1 dongii

Denatiirasyon Asamasi: 95 °C de 60 saniye, 30 dongii

Baglanma Asamast: 50 °C de 60 saniye, 30 dongii

(65 °C’ye saniyede 0.3 °C artarak ¢ikacak)

Uzama Asamasi: 65 °C de 4 dakika, 30 dongii

Bekleme Asamasi: 4 °C de kullanana kadar

© a k~ w e

PZR siireci her bir dongiiniin denatiirasyon,baglanma ve uzama asamalar1 ile meydana
gelip ¢ok sayida dongli ile tamamlanmaktadir. Birinci asama olan denatiirasyon
asamasinda DNA zincirleri 94-96°C” de birbirinden ayrilir. Ikinci asama da primerler
uygun sicaklikta kendine 6zgii DNA bolgelerine yapisir. Ugiincii asamada ise sicak
ortamlarda yasayabilen Thermus aquaticus Brock & Freeze bakterisinden elde edilen Taq

DNA polimeraz enzimi ile kalip DNA dan istenilen bolgeler ¢ogaltilir

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

%0,8’lik agaroz jelde yiiriitilen DNA bolgeleri jel goriintiileme cihazinda
gorlintiilenmistir. Agaroz jeli hazirlamak i¢in 0,8 g agarozun 100 ml 0,5 X TBE tamponu
ile mikrodalga kullanilarak yiiksek sicaklikta ¢ozelti haline getirilmistir. Karigim sicaklig
diistiikten sonra igerisine 2 pl etidyum bromid ¢ozeltisi (1 mg / mL) eklenmistir. Agaroz jel

cozeltisi, kuyucuk olusturacak taraklar1 diizenlenmis olan jel kalib1 igerisine dokiiliip, jel
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kivami almasi i¢in yaklasik 30 dakika beklenmistir. Polimerlesen jel, elektroforez tankina
konuldu ve elektroforez tankinda belirtilen seviyeye kadar 0,5 X TBE tamponu

doldurulmustur.

PZR iglemi ile elde edilen {iriinlerin her biri farkli jeldeki farkli kuyucuklara kuyu basina
Ser ul olacak sekilde eklendi. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullandigimiz malzemelerde
gorlintiileme boyasi igerdiginden PZR iirlinlerinin goriintiileme cihazinda 1s1ma yapmasi
icin ylikleme boyasi kullanilmamistir. Kontaminasyon kontrolii i¢in bir negatif kontrol
kuyucugu kullanildi. Jeldeki yiiriitiillen DNA’larinin boyutunu belirlemek i¢in markor
olarak 1kb DNA ladder kullanilmistir. Jelde yiiriitiilen DNA’lar jel goriintiileme cihazina
konulup UV 151k altinda bilgisayar programi ile goriintiisii kaydedilmistir. Uygun sekilde

replike olan DNA lar diziletilmek {izere Genoks firmasina gonderilmistir.

2.2.4 Dizileme ve Dizi Analizi

Istenilen nitelikteki PZR iiriinlerini DNA dizilerine doniistiiriilmesi icin hizmet alim
yoluyla Genoks firmasina gonderildi. Firmada elde edilen dizilerin dogrulugunu kontrol
etmek icin molekiiler sistematik alaninda ¢alisilan uluslararasi ¢alismalarda da tercih edilen
olan Sequencher 5.4.6 ve {icretsiz bir program olan BioEdit 7.2.5 tercih edildi [70, 77].
Gonderilen dizilerin her bir bazi tek tek kontrol edilmistir. Dizileme islemini yapan cihazin
yanlis okudugu tahmin edilen niikleotitler, kromatogramdaki sinyallerin (piklerin)
giicliiligline, temizligine analiz edilerek manuel olarak diizeltilmis ve kontig (DNA
parcaciklarinin diizenlenmesi) dizileri elde edilmistir. Bu siire¢ sonunda ¢alismada analiz
edilecek olan ITS, ETS, matK, trnL ve rpl32 gen bolgelerinin DNA dizileri elde edilmis
oldu. Elde edilen DNA diziler Bioedit 7.2.5 programina aktarilmistir. Alt alta hizalanan
dizilerin niikleotitler arasindaki farkliliklar belirlenmistir. Gerekli diizenlemeler yapildiktan
sonra FASTA formatinda kayit edildi. Genoks firmasindan gonderilen yeterli diizeyde
temiz olmayan ve istenilen agiklikta sinyalleri olusmayan DNA dizileri tekrardan izolasyon

yapilip tekrar PZR islemleri uygulanmaistir.
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2.2.5 Filogenetik Analiz

Cirsium cinsine ait bazi tiirlerin elde etmis oldugumuz FASTA formundaki DNA dizilerini
analiz edebilmek igin evrensel ¢alismalarda siklikla tercih edilen PAUP* (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony) programi kullamilmustir  [71]. PAUP*  programini
kullanabilmek i¢in dizi dosyalarint FASTA formatindan nexus formatina c¢evirmek
gerekmektedir. Internet {izerinden MEGA-X programi kullanilarak FASTA formatli dosya
nexus formatina gevrilmistir [78]. Analize hazir hale gelen ITS, ETS ve matKk DNA
dizilerinin filogenetik analizi icin PAUP* programindaki komutlar sirasiyla yapilmistir.
Karakter temelli metotlardan Parsimoni yonteminde en iyilik kriteri (optimality criterion)
secilip, arama algoritmasi olarak heuristic arastirma ve bootstrap tercih edilmistir. Yapilan
analizlerde kullanilan kriterler ve karakterlerle ilgili elde edilen veriler ve bulgular tartisma
boliimiinde ayrintili olarak verilmistir. Ayrica mesafe temelli yontemlerden NJ ve

Bootstrap metotlari segilerek filogenetik analizleri de yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1 Morfolojik Bulgular

Bu ¢alismada kullanilan Epitrachys seksiyonuna ait Cirsium cinsinin 3 ata (C. kosmelii, C.
leuconeurum, C. leucocephalum), 2 hibrit taksonunun (C. kosmelii x C. leucocephalum
subsp. penicillatum, C. leuconeurum x C. leucocephalum subsp. leucocephalum)

morfolojik betimlemeleri agsagida verildigi gibidir.

3.1.1 Cirsium kosmelii (Adams) Fisch. ex Hohen., Bull. Soc. Imp. Naturalistes Moscou 6:
251 (1833)./Sar1 Kangal

Sinonimler: Carduus kosmelii Adams, Beitr. Naturk. 1: 66 (1805). Cnicus munitus
M.Bieb., Fl. Taur. Caucas. 2: 279 (1808). Cirsium munitum Fisch., Cat. Jard. Pl. Gorenki
ed. 2: 35 (1812). Carduus cosmelii Adams ex DC., Prodr. 6: 637, 638 (1838). Cnicus
kosmelii Willd. ex Ledeb., Fl. Ross. 2: 729 (1846). Epitrachys kosmelii K.Koch, Linnaea
24: 398 (1851). Cirsium kosmelii Boiss., FI. Orient. 3: 531 (1875). Cirsium lokense
Conrath & Freyn, Bull. Herb. Boissier 3: 468 (1895).

Tip Ornegi: [Georgia] in Iberia circa Duschet et Tiflis (LE).

Iki yillik veya bir yillik, gévde ¢ok sayida dallar ihtiva eder. Gévde kahverengimsi bir
renktedir. Yapraklar pinnatisekt, iist kismi yesil alt kismu ise grimsi renktedir. involukral
yapraklar kapitulumdan uzun veya esit, 4-5 adettir. Kapitulum bir sap ile govdeye
baglanmistir. 10-12 mm uzunlugunda, 10-16 mm genisliginde olup yumurtams: sekildedir.
Involukrum rasem veya panikulattir. Orta fillari 10-13 mm diiz ya da hafif geriye kivriktir.
Fillari uglart ignemsi sekilde olup 2-3,5 mm boylarindadir. Pappus 13-15 mm

uzunlugunda, aken ise 2-3 mm uzunlugunda, 1,5 mm genisligindedir.

Ciceklenme Zamani: Temmuz-Agustos
Yetisme Ortami: Kayalik yamagclar, tash mera, kuru ¢ayirlar, 2050-2350 m.
Tiirkiye’de Yayihisi: Karadeniz Elementi. Dogu Karadeniz Boliimii, Erzurum-Kars

Boliimii.
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3.1.2 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum (K.Koch) Greuter, Willdenowia 35:
57 (2005)./U¢ Hamurkesen
Sinonimler: Carduus lappaceus M.Bieb., Tabl. Prov. Mer Casp.: 117 (1798). Cnicus
lappaceus (M.Bieb.) M.Bieb., Fl. Taur.-Caucas. 2: 277 (1808). Cirsium lappaceum
(M.Bieb.) Fisch., Cat. Jard. Gorenki, ed. 2: 35 (1812). Cirsium penicillatum K.Koch,
Linnaea 17: 41 (1843). Epitrachys lappacea K.Koch, Linnaea 24: 399 (1851). Epitrachys
penicillata K.Koch, Linnaea 24: 399 (1851). Cirsium lappaceum subsp. anatolicum Petr.,
Trudy Tiflissk. Bot. Sada 12: 12 (1912). Cirsium rechingeri Negaresh, Ann. Bot. Fenn. 53:
405 (2016).
Tip Ornegi: [Turkey C3 Isparta] Lycaonia Mons Anemas, reg. super., viii 1845, Heldreich
(holo. W, iso. E, K, GOET).

iki y1llik veya bir yillik, gévde cok sayida dallanmuis sekildedir. Gévde yesilimsi-grimsi bir
renk almistir. Yapraklar pinnatisekt formda, altta yesil tistte grimsi yesil renktedir.
Involukral yapraklar 3 -6 adet ve 15-35 mm uzunlugundadir. Involukral yapraklar
involukrumdan kisa veya bazen uzundur. Kapitulum sapli, yumurtamsi-yuvarlagimsi
yapidadir. Uzunlugu ve genisligi 10-15 mm’dir. Involukrum rasem veya panikulattir. Orta
fillari bariz sekilde geriye kivrik 10-13 mm, uglart ise 2-4 mm uzunlugunda ignemsi
yapidadir. Pappus 10-12 mm uzunlugundadir. Akenler 4-5 wuzunlugunda, 1-1,5
genisligindedir

Ciceklenme Zamani: Temmuz-Eyliil.

Yetisme Ortami: Subalpin meralar, tarlalar, yol kenarlar1 ve kiregli tepeler, 600-2900 m.
Tiirkiye’de Yayihsi: Iran-Turan Elementi. Bati Karadeniz Béliimii; Orta ve Yukar

Kizilirmak Boliimleri; Yukari Firat, Eruzum-Kars ve Yukar1 Murat-Van Boliimleri.

3.1.3 Cirsium kosmelii x leucocephalum subsp. penicillatum

Iki yillik veya bir yillik. Gévdede ¢ok sayida dallar mevcuttur. Govde rengi grimsi —
yesilimsi- kahverengimsidir. Yapraklar pinnatisekt, listte yesil altta grimsi- yesilimsidir.
Involukral yapraklar 25-45 mm, kapitulumdan uzun ve 3-6 adettir. Kapitulum bir sap ihtiva
eder. 15-20 mm uzunlugunda, 10-15 mm genisliginde yuvarlagimsi yumurtamsi sekildedir.
Involukrum rasem veya panikulat formdadir. Orta fillari 13-15 mm ve genellikle diiz ya da

cok az geriye kivriktir. Uclarinda 2-3 mm ignemsi yapilar bulundurur.

Ciceklenme Zamani: Temmuz-Eyliil
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Yetisme Ortami: Kayalik yamaclar, tagh mera, kuru ¢ayirlar.
Tiirkiye’de Yayihsi: Hanak, Selam verdi-Posof arasi, Hanak ¢ikisi, 41.24685-42.84806,
1874 m

Sekil 3.1: Calisilan taksonlarin genel goriiniisleri: A-C. kosmelii, B-C. kosmelii x C.
leucocephalum subsp. penicillatum, C-C. leucocephalum subsp. penicillatum ve
kapitulumlari: D-C. kosmelii, E-C. kosmelii x C. leucocephalum subsp. penicillatum, F-C.
leucocephalum subsp. penicillatum

3.1.4 Cirsium leuconeurum Boiss. & Hausskn. in Boiss., FI. Or. 3:534 (1875)./Yayla
Kangali

Tip Ornegi: [Turkey C6 Maras] ad rivulos in monte Berytdagh Cataoniae, 1830 m,

Haussknecht (G).

Yukarida ¢ok sayida dallanmis kahverengimsi-yesilimsi bir govdeye sahiptir. Yapraklar
cogunlukla pinnatisekt ve yesil renktedir. Involukral yapraklar 3-6 adettir. Uzunluklar1 2-4
cm ve involukrumdan kisa veya esittir. Kapitilumda sap bulunur. 15-25 mm uzunlugunda

ve genisliginde cogunlukla yuvarlagims1 bazen yumurtamsidir. Involukrum panikulattir.
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Orta fillari 10-12 mm, geriye kivrik ve uglar1 2,5-4,5 mm uzunlugunda ignemsidir. Pappus
10-18 mm uzunlugunda, aken 6-7 mm uzunlugunda ve 1,5-2,5 mm genisligindedir.
Ciceklenme Zamani: Temmuz

Yetisme Ortami: Akarsu kenarlari, 1800 m civari.

Tiirkiye’de Yayihisi: Endemik. Akdeniz Elementi. Yukar1 Kizilirmak Bolimii; Yukar

Firat ve Erzurum-Kars Boliimleri.

3.1.5 Cirsium leuconeurum x leucocephalum subsp. leucocephalum

Govde yukarida c¢ok sayida dallanmistir ve kahverengimsi- yesilimsi bir renk almistir.
Uapraklar pinnatifitten pinnatisektedir. Alt ve iist yiizii yesil renktedir. Involukral yapraklar
3-6 adettir. 2,5-5 cm uzunlugunda olan involukral yapraklar involukruma hemen hemen
esit veya uzundur. Kapitulum sapli, 15-22 mm uzunlugunda ve 15-20 mm genisliginde
yumurtamst ~ yuvatlagimsidir. Involukrum panikulattir. Orta fillari 10-15 mm
uzunlugundadir. Ug kisimlarinda bulundurdugu ignemsi yapilar 1,5-4 mm uzunlugunda ve
geriye kivriktir. Pappus 10-17 mm uzunlugundadir. Aken 4,5 mm uzunlugunda, 1-1,5 mm
genisligndedir.

Tip Ornegi:

Ciceklenme Zamani: Temmuz-Eyliil.
Yetisme Ortamu: Tasli zemin ve meralar, silisli ve kalker zeminler.
Tiirkiye’de Yayihisi: Goksun, Cardak, Berit Dag1 Cardak gedigi tizeri, ilk kurumus dere

yatagi tizeri.

3.1.6 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum (Willd.)Spreng., Syst. Veg. 3: 377
(1826)./Hamurkesen

Sinonimler: Cardials lappaceus Bieb., Beschr. Land. Fliiss Terek Kur. Kasp. Meere: 193
(1800). Cnicus leucocephalus Willd., Sp. PI. 3: 1688 (1803). Cnicus lappaceus (Bieb.)
Bieb., FI. Taur.-Cauc. 2:277 (1808). Cirsium cataonicum Boiss. & Hausskn., Fl. Orient. 3:
535 (1875). Cirsium stenophyllum Boiss., Fl. Orient. 3: 534 (1875). Cirsium anatolicum
(Petr.) Petr. ex Grossh., Fl. Kavkaza 4: 182 (1934). Cirsium lappaceum (Bieb.) Bieb.,
Charadze in FI. URSS 28:101 (1963). Ic: FI. URSS 28: t. 5, f. 2 (1963).

Tip Ornegi: [Georgia] Occurit hinc et inde in montibus altioribus (LE).

Govde yukarida c¢ok sayida dallanmis olup grimsi yesilmsi bir renktedir. Yapraklar

cogunlukla pinnatifittir. Yapraklarin iist kismi yesil alt kismi grimsidir. Involukral
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yapraklar 3-6 adet bulunur. 2,5-6,5 cm uzunlugunda ve involukramdan kisa veya uzundur.
Kapitulum bir sap ile govdeye baglanmistir. 17-25 mm uzunlugunda 15-20 mm
genisliginde yumurtamsi-yuvarlagims: yapidadir. Orta fillari belirgin sekilde geriye kivrik
ve 6-15 mm, uglarinda ise 1,5-3 mm uzunlugunda ignemsi yapi bulundurur. Pappus 10-17

mm uzunlugundadir. Aken 5-6 mm uzunlugunda, 1,5-2 mm genisligindedir.

Ciceklenme Zamani: Temmuz-Eyliil.
Yetisme Ortam: Tasli zemin ve meralar, silisli ve kalker zeminler, 1400-2500 m.
Tiirkiye’de Yayihsi: Iran-Turan Elementi. Karadeniz Bélgesi; Asil Ege Béliimii; Orta

Kizilirmak ve Konya Bdliimleri; Yukar: Firat ve Yukart Murat-Van Boéliimleri, Akdeniz

Bolgesi; Orta Firat Bolimii.
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Sekil 3.2: Caligilan taksonlarin genel goriiniisleri: A-C. leuconeurum, B-C. leuconeurum x
C. leucocephalum subsp. leucocephalum, C-C. leucocephalum subsp. leucocephalum ve
kapitulumlari: D-C. leuconeurum, E-C. leuconeurum x C. leucocephalum subsp.
leucocephalum, F-C. leucocephalum subsp. leucocephalum
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3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu ¢alismada kodlar1 Tablo 2.1°de verilen 6 farkli taksona ait toplam 14 bireyin ¢ekirdek
DNA’sina ait ITS ve ETS bolgeleri, kloroplast DNA’sina ait matK, trnL ve rpl32 bolgeleri
calistlmistir. PZR islemi i¢in kullanilan kimyasallar Tablo 2.2’de gosterilmistir.
Calismamizdaki PZR islemlerinde ITS bolgesi i¢in kullanilan primer ITS1 “ileri” ve ITS4
“geri”, ETS bolgesi icin ise ETS-Car-1 “ileri” ve ETS 18-S “geri”, matK bdélgesi i¢in
kullanilan matK-f “ileri” ve matK-r “geri”, rpl32 i¢in rpL32-f “ileri”ve rpL32-r “geri”, trnL
bolgesi i¢in trnF-f “ileri” ve trnL-c “geri” primerleri kullanilmistir. Primer dizileri Tablo
2.3’de verilmistir. PZR islemleri sonucunda Sekil 3.1 ve 3.2°de goriildiigii gibi bantlar

olugmustur.

Sekil 3.3: ITS bolgesi jel goriintiisii (Markirdan sonra gelen kuyucuklar sirasiyla cfl-
cfl4)

Sekil 3.4: ETS bolgesi jel goriintiisii

3.3 DNA Dizileme ve Dizi Analizi
Bu calismada kullanilan taksonlarin ITS, ETS, matK, trnL ve rpL.32 bolgeleri PZR islemi
ile ¢ogaltildiktan sonra ¢alismamizi gergeklestirdigimiz {iniversite biinyesine ait otomatik

DNA diziyecisi bulunmadigindan GENOKS firmasindan hizmet alimi yapildi. GENOKS



dizileme reaksiyonun sonuglarini genbank (.gb) formatindaki dosyalarla kramotogramlar
halinde gonderildi. Sonuglarin dogrulugu i¢in her bir 6rnekte ileri ve geri primerler

kullanild1 ve diziler ayr1 ayr tarafimiza gonderildi.

3.3.1 Dizilerin Islenmesi

Genoks firmasindan gelen AB1 formatindaki ham ileri ve geri dizileri her takson igin
Bioedit 7.2.5 programui ile tek tek kontrol edildi. PZR iiriinlerinin dizilenmesi sonucu ITS
bolgesine ait yaklasik 740, ETS bolgesine ait 610, matK bolgesine ait 870, trnL-F
bolgesine ait 900, rpl32 bolgesine ait yaklasik 1000 bazlik ham diziler elde edilmistir [70].
Ham dizilerin Bioedit 7.2.5 programinin gosterdigi kramotogramdaki sinyal giigleri
(pikleri) ile onlar1 olusturan bazlarin dogru olup olmadig: tespit edildi. Sinyal giiglerine
denk gelen yanlis bazlar diizeltildi. Bu islem biitiin taksonlar igin ayr1 ayri uygulandi.

Diizenlenmis olan ileri ve geri ham dizilerden kontikler elde edildi.

3 350 360 370 380 390 400 410 21 3 440
JCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCAGACCAAGE

Sekil 3.5: Dizilere ait bazlar ve sinyal giicleri

j\\‘I\I\lHI\l\l\\l\l\l‘\l\l‘l\\\‘I\I\‘HI\|\IHl\I\I‘\I\I‘IHI‘I\I\‘HI\lHHl\l\l‘\l\l‘l\\l‘l\l\‘HI\lHHl\I\I‘\I\I‘I\\I‘I\I\‘I\I\l#
JUwo ®mowooowoomo A MW N wW o omo m M oX

doc MR ORG MRCOAGOGAGR A G AGRARRGA  GUIGEGGAGE AVGG! GGG GA G GRIG GIGA 6 B6G AGA 10

A M ORGC ARCOAGEGAC & G AGAMAGA  (UGGGGAGD AUGG. GOGG GR G GG GUGA G AGD AGR GG

Ao MR ORG MRCORGOGAGR A G AGRARRGA  GUIGEGGAGE AVGG! GOGG GA G GRIG GIGA 6 B6G AGA 610

Sekil 3.6: Taksonlarin kontik dizileri

Elde edilen kontikler bize DNA analizi i¢in kullanabilece§imiz veriler sundu. Calismada
kullanilan Epitrachys seksiyonuna ait Cirsium cinsi olan C. kosmelii, C. leucocephalum, C.
leuconeurum ve bu atasal taksonlarin aralarinda olusturdugu olas1 hibritler olmak iizere 14
taksona ait kontikler gen bolgelerine gore gruplar halinde Bioedit 7.2.5 programinin

“import” komutu ile birlestirildi. Hizalanmamis kontikler sekil 9.1’de verimistir.
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L4 C:\Users\lenovo-pc\Desktop\cirsium diziler\TOPLU CONTIQLER\CONTIQ ITS\CF14 ITS CONTIQ.f
B |E0u[ie[ Mew j |11 j B 14 total sequences

. ide - Selection: 0 Sequence Mask: Mone Start
Mode: | Select / Slids Position: 3: CF2IT51 22 Mumbering Mazk: Mone uler at: 1
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CF14 ITS Contig-0 TTGATATGCTTARACTCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGETCGCGGTCGAAGCATCGTL
CF1l ITS1 ACGACCCGOGARCACGTARTCACAGCCGEECGTCGTGEGEATCGEETGTGAGCTCGETGCCTL
cF2 ITS 1 CTGCCAGOAGACGACCCGCGAT "7 7~ "ML CAGCCGEEOGTCETGGGEATCGGETGTGAG!
CF3 Contig-0 TTGATATGCTTERACTCAGCG(E CF1 T8 2lercreaccTGEEETCEOGETCERAGCATCGTCL
CF4 ITS Contig—0 TGATATGCTTZAAACTCAGCGGGTAGTCOCGCCTGACCTGEGETCGCGGTCERAGCATCETCG!
CF5 ITSContig-0 TTGATATGCTTARACTCAGCGGETAGTCCCGCCTGACCTGGGETCGCGETCGAAGCATCGTL
CF6 ITS Contig—0 CTCCGCTTATTGATATGCTTAARECTCAGCGGETAGTCCCGOOTGACCTGEEETCGCGETCGAE
CF7 ITS4 CGCCTGACCTGEEGTCECEETCGALGCATCGTCGOGAGACGACACGTTAGGETCTTTGEAGAL
CFE ITS4 CCGCCTGACCTGEGETCGCGGTCEAAGCATCETCGCGAGACGACECGTTAGGGTCTTTAGAGE
CF9 ITS4 GTCGCCTGRECCTGGGGTCGCGGTCGAGCATCETCGCGAGACGACACGTTAGGGTCTTTAGAGE
CF10 ITS Contig-0 CTCCGCTTATTGATATGCTTAAACTCAGCGEETAGTCCCCONTEACCTGEEETCGCGETCGAL
CF1l ITS4 TCCGCCTGACCTGGGETCGCGETCEAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGTCTTTGGAL
CF12 ITS Contig-0 GETATGCTTAZACTCAGCGGGTAGTCCOGCCTGACCTGEGGTCECGETOGARGCATCGTCGL
CF12 ITS1 CTGCCAGCAGACGACCCGCGAACACGTARTCACAGCCGEGOGTCGEEGGEATCGGETGTGAG!

Sekil 3.7:Taksonlarin hizalanmamis kontik dizileri

Birlestirilen kontikler “Clustal W multiple alignment” komutu ile hizalandi. Hizalanan ITS
taksonlart 5’ ucundan 45. pozisyon, 3’ ucunda ise 687. Pozisyondan 740’ a kadar, ETS
taksonlart ise 5’ ucundan 15. pozisyona kadar 3’ ucunda ise 598. pozisyondan 610’a
kadar, matK bolgesi i¢in 5’ ucundan 8. niikleotite kadar ve 3’ ucunda ise 866. niikleotitten
875. pozisyona kadar , trnL-F bolgesinde 5° ucundan 29. niikleotite kadar ve 3’ ucundan
948. niikleotitten 980. pozisyona kadar , rpl32 bolgesi i¢in ise 5’ ucundan 35. niikleotite
kadar ve 3’ ucundan 1017. niikleotitten 1048. pozisyona kadar diizgiin sekilde
hizalanamamis ve bosluklar olusturmustur. Bu sebepten dolayr  belirtilen bolgeler

calismamiz i¢in kirlilik olusturacag: icin kesilmistir.

n 14 total sequences
=2 |E0unerNew j|11 j B %
. ide - Selection: 0 Sequence Mask: None Start
Mode:|Sekct / Side Posiior: 2 _CF2_ITS 1_33 Numbering Mask: None wler at:|1
- B Emr oo < T1e Serall L |
g IDLD 8‘ en b E@%ﬂﬁill I g Eﬁ%gﬁ% @“HE @ speed slow - fast
[T T e e U e T e [ [ ry
| 10 20 30 40 50 &0 70 80
CFl it=1 TCCTTCCGGCTTAT GRATATGCTTAR RACTCAGCG GETAGTCCCGCCTGACCTGGGETCGCGETCGRAGCATCGTCGCGRAGRCGAC
CF2 ITs 1 GCCTTATTGATATGCTTAL RACTCAGCG GGTAGTCCCGCCTERACCTGEGETCGCGETCGRAAGCATCGTCGCGAGRCGRL
CF3 Contig TTrGAETAETGCTTARACTCAGCGGGETAGTCCCGCCTRRACCTEGGETCECEETCGALAGCATCGTCGLGAGRECGALD
CF4 ITS Con TGATATGCTTARECTCAGCGGGTAGTCCCGCC 2 CR2 ITS1 39/ CGCGGTCGRAGCATCGTCGCGRAGRCGAC
CFS ITSCont TTGRATATGCTTARRCTCAGCGGGETAGTCCCGC CGCGGETCGRAGCATCGTCGCGAGRCGAL
CFE ITS Con CTCCGC T AT TGAT A TG TT AR A C T AGC GGG TAGTCCCGCCTGACCTGGGETCGCGETCGRAGCATCGTCGCGRAGRCGAC
CE7 ITS4 CGCCTGRACCTGEEGETCGUGETCGRARAGCATCGTCGCGAGRCGAC
CF8 ITS4 CCGCCTGRACCTEGGEETCGCGETCGRAGCATCGTCGCGRGRCGRC
CES ITS4 GTCGCCTGRCCTGGGGETCGCGGETCGRE GCATCGTCGCGRGRCGARC
CFll ITsS4 TCCGCCTGRACCTGGGEETCGCGETCGRAGCATCGTCGCGRAGRCGRC
CF10 ITS Co CTCCGC T ATTGRATATGCTTARRCTCAGCGGGETAGTCCCCCCTGRACCTGGGGTCGCGGETCGRAGCATCGTCGCGRAGRCGRC
CFl2 ITS Co GRTATGCTTARRCTCAGC GGG TAGTCCCGCCTGACCTGGEGETCGCGETCGRAGCATCGTCGCGRAGRCGAC
CF13 ITS1 GRTRTGCTTAR RCTCRGCG GGTAGTCCCGCCTGRCCTGGEGETCGCGETCGRAGCRATCGTCGCGRGRCGRL
CFl4 ITS Con TTGATATGCTTARACTCAGCGGETAGTCCCGCCTGRACCTEGEETCGCGETCGRAAGCATCGTCGCGRAGRCGALC

Sekil 3.8: Hizalanmis fakat kirpma islemi yapilmamis kontik dizileri

Diziler hizalandiktan ve gerekli bolgeler kesildikten sonra yine Bioedit 7.2.5 programi
kullanilarak sekil 11.1°de belirtilen 14 taksonun hizalanmis dizilerin kendi aralarindaki

polimorfik bolgeleri tespit edilmistir. Tespit edilen polimorfik bdlgelerin hangi bazlar ve
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kacinct pozisyonda olduklari, ¢alismamizin konusu olan ITS bdlgesi i¢in Tablo 3.6, ETS
bolgesi igin Tablo 3.9’da verilmistir.

Seral L1 |
@-“HE ? speed slow o «f fast
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Sekil 3.9: Hizalanmis dizilere ait polimorfik bolgeler

DNA izolasyonundan sonra uygulanan PZR islemlerinden elde edilen iiriinlerde ITS, ETS,
matK, trnL-F ve rpl32 verileri olumlu sonuglar vermistir. Elde edilen diziler, DNA analizi
ve filogenetik aga¢ yapimi igin yeterli baz sayisina sahiptir. Taksonlarin gerekli bolgeleri
kesildiginde , ITS bolgesine ait 643 baz, ETS bolgesine ait 583 baz, matK bdlgesine ait
853 baz, trnL-F bolgesine ait 873 baz ve rpl32 bolgesine ait 967 baz ile DNA analizleri
yapilmistir ve filogenetik agaglar elde edilmistir. Calismada kullanilan 5 bdolgeye ait
dizilerin baz sayilar1 ve igerigi tablo halinde verilmistir. (Tablo 3.6, 3.8, 3.10, 3.12 ve
3.14).Taksonlarin soy hattindaki yerini gorebilmek i¢in gen bankasindan (N.C.B.I) yakin
dis gruplarin ve gen bankasinda kayithi olan diger C. kosmelii, C. leucocephalum ve C.
leuconeurum tiirleri de eklenmistir. Gen bankasindan eklenen ITS, ETS, matK, trnL-F ve

rpl32 bolgesine ait taksonlar sirasiyla Tablo 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5’te belirtilmistir.

Epitrachys seksiyonuna ait C. kosmelii ve C. leucocephalum subsp. penicillatum taksonlari
ve bunlarin arasinda ¢aprazlanmalar sonucunda meydana geldigi diisliniilen hibrit bireyler
ile C. leuconeurum ve C. leucocephalum subsp. leucocephalum taksonlari arasindaki
caprazlanmalar sonucunda meydana gelmis olan hibrit bireyler, gen bankasindan alinmig
dis gruplar ve ayn1 seksiyondan olan ve Cirsium cinsine ait olup diger seksiyonlardan olan
tiyeler de kullanilarak filogenetik ac¢idan incelenmislerdir. Bu bireyler arasinda izolasyon
mekanizmalarinin devre dis1 kalmasiyla meydana gelen hibritlesmenin sonucunda olugsmus

oldugu diisiiniilen olas1 hibrit bireyler daha 6nce arazi gezileri esnasinda Tuncay Dirmenci,
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Turan Arabaci ve Bayram Yildiz tarafindan tespit edilmislerdi. Fakat, molekiiler yapilar1 5
farkli bolge kullanilarak ilk kez bu tez ¢alismasi esnasinda ortaya koyuldu. Tablo 3.1
goriildiigii tizere, Cirsium cinsine ait olan 28 takson ve farkli cinslere ait olan 9 takson
cinsin ve galisilan hibritlerin ITS verileri bu gruplarin filogenetik pozisyonlarini daha
detayli analiz edebilmek ve molekiiler sistematik acidan ¢aligilan hibritlerin hangi atasina
veya gruplara yakin oldugunu belirlemek i¢in kullanilmigtir. Ayni sekilde Tablo 3.2°de
ETS, Tablo3.3 matK, Tablo3.4 trnL-F ve Tablo 3.5’de rpl32 verilerini analiz etmek i¢in
bu tez calismasi esnasinda kullanilan ve Tablo 2.1°de belirtilen taksonlara ek olarak gen
bankasindan kag¢ adet dis grup ve yakin grup secildigini gostermektedir. Gen bankasinda
Cirsium cinsi ve bu cinse yakin olan diger cinslere ait taksonlara ait ITS verileri ETS
verilerine gore olduk¢a fazladir bu yiizden dogal olarak ITS verilerini analiz etmek igin
kullanilan takson sayisi da ¢ok daha fazla olmustur. Bunun yaninda rpl32 bolgesi Cirsium
cinsi i¢in ¢ok fazla calisilmamis oldugundan gen bankasindaki yakin dig gruba ait dizilerde

siirli sayida oldugundan eklemis oldugumuz dizi sayisi diger bolgelere gore daha azdir.
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Tablo 3.1: ITS bolgesi i¢in gen bankasindan eklenen taksonlar

ITS Takson Ad1 Kod

D

| Galactites tomentosa AY780403

S Cynara cardunculus AYT776176

Onopordum tauricum AY826309

G Notobasis syriaca AY780405

R Picnomon acarna AY826311

U Tyrimnus leucographus AY826343

P Silybum marianum MN918986

L Carduus crispus EF010530

é Carduus candicans KT013061

Cirsium sintenisii MN335098

Cirsium baytopae KC969545

Cirsium italicum MN335089

Cirsium caucasicum MN918926

Cirsium cephalotes MK298359

Cirsium cephalotes MK298358

Cirsium cephalotes MK298360

D Cirsium kosmelii MN335064

I Cirsium cephalotes MK298355

G Cirsium cephalotes MK298356

E Cirsium bracteosum MN335076

R Cirsium yildizianum MN335103

Cirsium leucocephalum MK298340

Cirsium leucocephalum MK298342

S Cirsium leucocephalum MK?298341

U Cirsium leucocephalum MK298343

P Cirsium macrobotrys MN335091

L Cirsium macrobotrys MK?298347

A Cirsium leucocephalum MK298348

R Cirsium leucocephalum MK298349

Cirsium leucocephalum MK298350

Cirsium leucocephalum MK298351

Cirsium leucocephalum MK298352

Cirsium occidentale AF443702

Cirsium ehrenbergii AF443726

Cirsium echinus MN918933

Cirsium obvallatum MN335092

Cirsium cephalotes MN335060




Tablo 3.2: ETS bolgesi i¢in gen bankasindan eklenen taksonlar

ETS Takson Ad1 Kod
Onopordum acaulon AF443728
Cynara cardunculus JX867671
Carduus defloratus MN230892
GRSFI,IS_ AR Car_duus nutans _ AF443730
Carduus crispus subsp. crispus MN978822
Silybum eburneum MN918902
Silybum marianum MN918903
Cirsium occidentale AF443754
Cirsium echinus MK301521
Cirsium ehrenbergii AF443778
DiGER Cirsium douglasii AF443738
GRUPLAR Cirsium eriophorum MN918852
Cirsium yildizianum MN230922
Cirsium rigidum MN918879
Cirsium arvense MN230891

Tablo 3.3 MatK bdélgesi icin gen bankasindan eklenen taksonlar

matK Takson Ad1 Kod
Onopordum tauricum AY785110
Notobasis syriaca AY013545
Picnomon acarna AY013549
GRS;IS_ AR Ga_llactites tomentosa HM850633
Tyrimnus leucographus AY013554
Silybum marianum MH748907
Cynara cardunculus MF350159
Cirsium baytopae KC969500
Cirsium canescens MN275350
Cirsium scariosum var. congdonii MN275343
Cirsium ehrenbergii MN275310
Cirsium vulgare MN275315
Cirsium occidentale subsp candidissimum MN604673
DiGER Cirsium scabrum KC969519
GRUPLAR Cirsium douglasii var. douglasii MN275326
Cirsium arvense KT249965
Cirsium japonicum HM989743
Cirsium eriophorum JN895575
Cirsium lineare KX526545
Cirsium occidentale var. venustum MN275360
Carduus crispus MH659997
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Tablo 3.4: TrnL-F bolgesi igin gen bankasindan eklenen taksonlar

trnL-F Takson Ad1 Kod
Onopordum acaulon KC969609
Cynara cardunculus MN919158
Tyrimnus leucographus AYT772378
GRSFI,IS_ AR Ga_llactites tomentosa AF129831
Silybum marianum MN919174
Notobasis syriaca AYT772340
Picnomon acarna AYT772349
Carduus nutans subsp. nutans MN919089
Cirsium canum MN919109
Carduus crispus MN919087
Cirsium tuberosum MN919153
Cirsium echinus MN919118
Cirsium arvense MN314883
DiGER Cirsium eriophorum MN919120
GRUPLAR Cirsium scabrum MN919148
Cirsium kosmelii MN919130
Cirsium lineare MN919133
Cirsium leucocephalum MN919131
Cirsium baytopae KC969584
Cirsium ciliatum MN919112
Cirsium macrobotrys MN919134

Tablo 3.5: Rpl32 bolgesi i¢in gen bankasindan eklenen taksonlar

rpl32 Takson Adi Kod
DIS Cynara cardunculus KP842721
GRUPLAR Cynara syriaca KP842722
Cirsium arvense KY562583
Cirsium shansiense MN871982
Cirsium japonicum NC_053767
DiGER Cirsium eriophorum KY562584
GRUPLAR Carduus crispus NC_053726
Carduus tenuiflorus NC_053727
Cirsium vulgare KY562585
Cirsium rhinoceros NC 044423
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3.4 Elde Edilen Dizilerin Analizi

Calismamizda 3 ata ve aralarinda olusturdugu hibritler dahil 14 taksonun ITS, ETS, matK,
trnL ve rpl32 bolgeleri olmak iizere toplam 5 gen bolgesi ¢alisiimistir. ITS, ETS, trnL ve
rpl325 gen bolgelerinin PZR islemleri oldukca verimli gegmistir. MatK bolgesinde ise Cf6
kodlu Cirsium leuconeurum x C. leucocephalum subsp. leucocephalum hibrit PZR
islemlerinde sonu¢ vermemistir ancak c¢alismamizdaki diger C. leuconeurum x C.
leucocephalum subsp. leucocephalum hibritleri filogenetik yeri hakkinda bilgiler

vermektedir. Geriye kalan 13 takson ise istedigimiz bantlagsmay1 gostermistir.

3.4.1 ITS Bolgesi

DNA izolasyonu yapilan taksonlarin dizileme ic¢in gonderilmis oldugu GENOKS
firmasinin verilerininin diizenlenip filogenetik analiz i¢in uygun hale getirildiginde 14
bireyin ITS bolgesine ait 643 baz elde edilmistir. Elde edilen taksonlara ait DNA dizileri
hizalanip analiz edildiginde ITS bolgesinde korunmus bolgelerin oldukga fazla oldugu
goriilmiistiir. DNA  dizilerinde tek veya iki niikleotitlik polimorfik bdolgeler
gozlemlenmistir. Polimorfik bélgelerde g¢ogunlukla hibrit bireyler atasal karakterleri
tasimaktadir. Calismamizin konusu olan taksonlarin soy hattindaki yeri konusunda fikir
edinmek amaciyla Tablo 3.1’de verildigi gibi 9’u farkli cinslere ait dis gruplar olmak {izere
38 takson eklendi. Calismaya ait taksonlar ile dis gruplar arasinda polimorfik bolgeler
zenginlik gosterdi. Asagida verilen Tablo 3.6’de taksonlara ait ITS dizilerinin niikleotit
sayist ve oranlari, Tablo 3.7°de ise polimorfik bolgeleri gostermektedir. Tablo 3.6
incelendiginde, ITS bolgesinin G-C toplaminin ortalama olarak %60 oldugu
goriilmektedir. Bu oranin fazla ya da az olmasinin tiir veya alttiir diizeyinde bir ayrim
saglamamistir fakat G-C oraninin fazla olmasi dizileme yontemlerinde zaman zaman bazi
dizileme problemlerine ve bazen de PZR islemlerinde 6rneklerin ¢ogalmasinda sikintilara

neden olmustur.
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Tablo 3.6: ITS verilerine gore niikleotit analizi

ITS %T (V) %C %A %G TOPLAM
C. kosmelii TD5191 20.1 30.8 20.4 28.8 643
C. kosmelii TD4870 20.1 30.8 20.4 28.8 643
C. kosmelii x leucocephalum
subsp. penicillatum TD4871 20.0 30.9 20.1 29.0 643
C. leucocephalum subsp.
penicillatum TD4872 19.9 30.9 19.9 29.2 643

C. leucocephalum subsp.
leucocephalum TD5215 20.1 30.6 20.5 28.8 643

C. leucocephalum subsp.
leucocephalum TD5204
C. leuconeurum x
C.leucocephalum subsp. 19.9 30.8 20.2 29.1 643
leucocephalum TD5214-1
C. leuconeurum x

leucocephalum subsp. 19.9 30.8 19.8 29.5 643
leucocephalum TD5214-2
C. leuconeurum x

leucocephalum subsp. 20.1 30.8 19.8 29.3 643
leucocephalum TD5203-2
C. leuconeurum x

20.1 31.0 20.4 28.5 642

leucocephalum subsp. 19.8 31.3 19.8 29.1 643
leucocephalum TD5203-1
C. leuconeurum TD5213 19.9 31.0 19.6 29.4 643
C. leuconeurum TD5202-1 19.9 31.0 19.6 29.4 643
C. leuconeurum TD5202-2 19.9 30.9 19.6 29.5 643
C. leuconeurum TD5202-3 19.9 30.9 19.8 29.4 643
Ortalama 20.0 30.9 20.0 29.1 643.0

Tablo 3.7°de ITS bolgesine gore calistigimiz tiirler kapsaminda elde edilen polimorfik
bolgeler gosterilmistir. Buna gore, 2 farkli hibrit takson ve bunlarin olasi atalar1 arasinda
bazi 6nemli niikleotit lokuslar1 tespit edilmistir. Tiim taksonlar1 (bu ¢alismada kullanilan
14 birey) ele aldigimizda toplamda 10 adet polimorfik bolge tespit edilmistir. Diger
yandan hibritler ayr1 ayr1 ele alindiginda ise, C. kosmelii x leucocephalum subsp.
penicillatum TDA4871 hibriti 223. (A-T) ve 426. (A-G) niikleotit pozisyonlarinda iKi
atasinda da bulunan DNA dizilerini iki set seklinde bulundururken, 452. ve 591. niikleotit
pozisyonlarinda bu muhtemel hibrit bireyler atalarindan biri olan C. leucocephalum subsp.
penicillatum TD4872 ile benzer dizilere sahipken, 569. pozisyonda ise diger atasi olan C.

kosmelii ile ayn1 diziye (A) sahiptir. Bunun disinda iki ata ve hibrit birey arasinda bir
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farklilik g6zlenmemistir. Diger yandan, C. leuconeurum, C. leucocephalum subsp.
leucocephalum ve bu iki atasal tiir arasinda meydana gelmis olan olas1 hibrit bireylerden
daha fazla calisilma imkani bulundugundan daha detayli bir analiz yapilmistir. Tablo
3.7°de verilen elde edilen bulgulara gore, ayni atasal taksonlara ait farkli bireylerde (C.
leucocephalum subsp. leucocephalum 2 birey ve C. leuconeurum 4 birey) yukarida
bahsedilmis olan 10 niikleotit pozisyonunda ITS dizileri agisindan bir farklilik
gbzlenmemistir. Buna ragmen, C. leucocephalum subsp. leucocephalum ile C.
leuconeurum hibritlesmesi ile meydana geldigi diisiiniilen ve bu c¢alismada kullanilan
TD5203 ve TD5214 kodlu bireyler incelendiginde ise bazi niikleotit pozisyonlarinda ayni
kodlu olsa bile 58. pozisyonda oldugu gibi bireylerin ayni niikleotitlere sahip olmadigi
goriilmektedir. Bu durum da bize bu bireylerin atalar1 ile sahip oldugu hibritlesmenin

devam ettigini gostermektedir.
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Tablo 3.7:

ITS verilerine gore polimorfik bolgeler

C. kosmelii TD5191 A T G A A A A A C T
TD4870 A T G A A A A A C T
C. kosmelii x
leucocephalum subsp A AT AG G A A G A C T
penicillatum TD4871
C. leucocephalum subsp.
penicillatum TD4872 AT G G G A G A c T
E E
5 3 TD5215 A T A G A A G A T A
£ 8
SRy
R
S g TD5204 | A T A G A G G A T A
2 2
TD5214-1 A T A G A G G A C A
x & o T c oG G G A C A
£3 E TD5214-2
Se=
SR
SE8 G T A G AG G G A C T
388 TD5203-2
=5
- A AT A G A-G G G A-C C A-T
TD5203-1
c TD5213 G A G G G A-G G C C T
§ TD5202-1 |G A G G G A-G G C C T
(5]
[
§ TD5202-2 |G A G G G G G C C T
[«5)
O TD5202-3 |G A G G G G G C C T
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3.4.2 ETS Bolgesi

Daha 6nce de belirtildigi tizere ham diziler istiinde gerekli kirpma islemleri yapilan 14
taksonun ETS gen bolgesine ait 583 niikleotit i¢eren diziler elde edilmistir. Bu dizilerde de
ITS bolgesindeki gibi korunmus bolgeler ¢ok yogun oldugu gozlemlenmistir ancak
polimorfik bolge sayisinin ITS bolgesine gore daha az oldugu tespit edilmistir. Polimorfik
bolgelerde genelde hibrit bireyler ebeveynlerinden gelen iki karakteri de tagimaktadir.
Insersiyon veya delesyon bulunmamaktadir. ETS verileri ile taksonlarin filogenetik yerini
belirlemek i¢in 7’si dig grup toplam 15 takson eklenmistir. Bu ¢alismadaki taksonlar ile dig
gruplar arasinda ¢ok sayida polimorfik bolge gozlemlenmistir. Asagida veriler tablolarda
ETS bolgesi i¢in taksonlarin DNA dizilerinin analizleri gosterilmektedir. Tablo 3.8’de
DNA dizisinin niikleotit oranlar1 Tablo 3.9’da ise taksonlarin polimorfik bdlgeleri
belirtilmistir. Yine goriildiigi tizere, ETS verilerine gore de G-C oram1 A-T oranindan
fazladir (% 53’¢ 47). Fakat G-C orami ile A-T orani arasinda ¢ok biiyiik farklar
bulunmamaktadir. Bu da bu boélgeden, ¢ekirdek genomuna ait olsa da, PZR ve dizileme

islemleri esnasinda daha kolay bir sekilde (ITS bolgesine gore) verilerin elde edilmesini

saglayabilmektedir.
Tablo 3.8: ETS verilerine gore niikleotit analizi
ETS %T (V) %C %A %G TOPLAM
C. kosmelii TD5191 14.8 29.7 32.3 23.2 582
C. kosmelii TD4870 14.8 29.8 32.2 23.2 582
C. kosmelii x leucocephalum
subsp. penicillatum TD4871 148 29.8 32.2 23.2 582
C. leucocephalum subsp.
penicilatum TDA872 14.8 295 324 23.3 582
C. leucocephalum subsp.
leucocephalum TD5215 15.1 29.6 321 23.2 582
C. leucocephalum subsp.
leucocephalum TD5204 15.1 29.6 32.1 23.2 582
C. leuconeurum X
leucocephalum TD5214-1 151 294 32.2 23.2 582
C. leuconeurum X
leucocephalum TD5214-2 15.1 29.6 2.1 23.2 582
C. leuconeurum x
leucocephalum TD5203-2 150 29.5 32.2 23.3 582
C. leuconeurum X
leucocephalum TD5203-1 150 29.5 32.1 23.3 582
C. leuconeurum TD5213 15.0 29.6 32.3 23.1 582
C. leuconeurum TD5202-1 14.9 29.6 32.3 23.2 582
C. leuconeurum TD5202-2 14.9 29.6 32.3 23.2 582
C. leuconeurum TD5202-3 15.0 29.6 32.4 23.1 582
Ortalama 15.0 29.6 32.2 23.2 582.0
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Tablo 3.9’da goriildiigii iizere 5 bolgede polimorfizm gozlenmistir. ITS verilerinde oldugu
gibi C. leuconeurum % leucocephalum hibrit bireyleri, TD5203-1 ve -2 kodlu bireyler,
heterozigotluk ag¢isindan daha fazla niikleotit igerirken (261. ve 489. pozisyonlarda C-T
heterozigotlugu), 243., 261., 267., 288. ve 489. niikleotit pozisyonlarinda bu hibritin iki

atas1 da tamamen birbirinden ayrilmaktadir.

Tablo 3.9: ETS verilerine gore polimorfik bolgeler

ETS g g 3 & e
TD5191 A c A G c
C. kosmelii
TDA4870 A c T G ¢
C. kosmelii x
leucocephalum TD4871 A C T G c
subsp.
penicillatum
C.
leucocephalum TD4872 A C T G c
subsp.
penicillatum
C. TD5215 A T i O €
leucocephalum
subsp.
leucocephalum TD5204 A T T G ¢
o 5214-1 A T T G CT
x 8
2 E
sEE 5214-2 A T T ¢ ¢
V= o
S © o
S £ O
2 &3
388 5203-2 A-G c-T T G CT
UsT
2
5203-1 A c-T T G CT
5213 G c A A T
£
£ 5202-1 G c A A T
()
o
8
3 5202-2 G C A A T
S)
5202-3 G c A A T
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3.4.3 MatK Bolgesi

Dna analizi i¢in belirttigimiz gerekli islemler yapildiktan sonra kloroplast genomuna ait
olan matK bdélgesinin 13 taksonu igin 853 niikleotit igeren diziler elde edilmistir. Bu
dizilerde sadece 4 niikleotitlik bolgeler polimorfik 6zellik gostermistir. MatK bolgesi ITS,
ETS ve trnL-F bolgelerine gore daha az polimorfik bolgelere sahiptir. Dizilerde insersiyon
veya delesyon bulunmamaktadir. Polimorfik bolgelerde hibritler iki atasal karakteri
tasimaktan ziyade tek bir atasal taksonun karakterlerini tasimaktadir. MatK bolgesinin
filogenetik yerini belirlemek igin Tablo 3.3’te belirttigimiz gibi dis grup olarak 7 takson ve
diger 13 takson olmak iizere 21 taksonun verileri ile analiz yapilmistir. Tablo 3.10°da
verilen dizilerin niikleotit analizinde goriildiigli gibi A-T oran1 G-C oranina gore fazladir

(% 65,5’e 34,5). A-T oran1 G-C oraninin yaklasik iki katidir.

Tablo 3.10: MatK verilerine gore niikleotit analizi

matK %T(U) %C %A %G TOPLAM
Cirsium kosmelii TD5191 36.9 17.6 28.6 16.9 853
Cirsium kosmelii TD4870 36.9 17.6 28.6 16.9 853
Cirsium kosmelii x leucocep 36.9 17.6 28.7 16.8 853
TD4871
Cirsium leucocephalum subsp 36.9 17.6 28.7 16.8 853
penicil TD4872
Cirsium leuconeurum TD5213 36.9 17.6 28.6 16.9 853
Cirsium leuconeurum X 36.9 17.6 28.6 16.9 853
leucocephalum TD5214-2
Cirsium leucocephalum subsp. 36.9 17.6 28.6 16.9 853
leucocephalum TD5215
Cirsium leucocephalum subsp. 36.9 17.6 28.7 16.8 853
leucocephalum TD5204
Cirsium leuconeurum x 36.9 17.6 28.7 16.8 853
leucocephalum TD5203-2
Cirsium leuconeurum x 36.9 17.6 28.7 16.8 853
leucocephalum TD5203-1
Cirsium leuconeurum TD5202-1 36.9 17.6 28.6 16.9 853
Cirsium leuconeurum TD5202-2 36.9 17.6 28.6 16.9 853
Cirsium leuconeurum TD5202-3 36.9 17.6 28.6 16.9 853
Ortalama 36.9 17.6 28.7 16.8 853

39



Tablo 3.11°de verildigi iizere matK bolgesine ait dizilerde 4 farkli bolgede bir niikleotitlik
polimorfizm bulunmaktadir. TD5203-1 ve -2 kodlu C. leuconeurum * leucocephalum
hibrit bireyleri 192, 551 ve 767. niikleotit pozisyonlarinda atasal takson oldugunu
diistindiigiimiiz TD5204 kodlu C. leucocephalum subsp. leucocephalum taksonuna yakinlik
gostermistir. 349. niikleotit pozisyonunda ise TD4871 kodlu C. kosmelii x leucocephalum
hibrit birey TD4872 kodlu C. leucocephalum subsp. penicillatum atasal takson ile ayni

karakteri tasimaktadir.
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Tablo 3.11: MatK verilerine gore polimorfik bolgeler

N o — ~
matK 2 = B 2
TD5191 T G G
C. kosmelii
TD4870 T G G
C. kosmelii x
leucocephalum
pencillatum
C.
leucocephalum TD4872 T A G
subsp.
penicillatum
C. TD5215 T G G
leucocephalum
subsp.
leucocephalum TD5204 C G A
a 5214-1 T G G
x &
£3 5§
S ES 5214-2 T G G
V="a
S C o
S £ O
2838
S o35 5203-2 C G A
g2
U S
@
5203-1 C G A
5213 T G G
g
= 5202-1 T G G
[<3]
c
8
> 5202-2 T G G
2
(&)
5202-3 T G G
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3.4.4 TrnL-F Bolgesi

TrnL-F boélgesi icin PZR ve gerekli diger islemler sonucu 14 taksona ait 871 niikleotit
iceren diziler elde edilmistir. TrnL-F bolgesi polimorfik bolge sayist olarak ITS ve ETS
bolgelerinden daha az, diger bolgeler ile ayni sayidadir. Elde edilen dizilerde Insersiyon
veya delesyon tespit edilmemistir. Hibrit bireyler polimorfik bdlgelerde heterozigot
Ozellik gostererek her iki atasal karakterleri gosterirken bazi hibrit bireyler ise yalnizca v-
bir atasal karakteri tasimaktadir. TrnL-F bolgesinden elde edilen dizilerde A-T oran1 G-T
oranindan daha fazladir (% 65,4’¢ 34,6). TrnL-F bolgesine ait dizilerin Filogenetik
iligkileri belirlemede katki gosterme amaci ile gen bankasindan 7 dis grup olmak tizere 21

takson eklenmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.12: TrnL-F verilerine gore niikleotit analizi

trnL-F %TWU) %C %A %G  TOPLAM
Cirsium kosmelii TD5191 344 173 310 172 871
Cirsium kosmelii TD4870 344 173 310  17.2 871
Cirsium kOngjgi?f leucocep 346 173 310 171 871
CirSi”S;r'l‘fgﬁoTcgag‘?gm P me 173 310 171 871
Cirsm?gggfge“r“m 344 172 311 172 871
Ig;gg;:‘ggh':;‘ucn‘]’”%’é“g L %46 174 309 171 871
I;‘é;;‘érgh':;‘ucrg”ﬁgguﬁ Lo 344 173 310 172 871
C:gﬂg&;gﬁ‘;ﬁ’gﬁfﬁ‘gﬁp 346 173 309 172 871
C:;ﬂg&;gﬁ;?ﬁ;p%‘g%fp 346 173 310 172 871
Ig;crz;:%rghlaeluucn?nﬁgguzrggz 345 174 310 171 871
Igj'crg'cuergh':;‘ucrg”ﬁgguzrggfl 344 173 310 172 871
Cirsm%'ggggf‘f“r“m 345 174 310 171 871
C"Si”TmD'ggggf‘ze”r”m 345 172 310 172 871
C"Si“TmD'ggggf‘;“r“m 344 173 310 172 871
Ortalama 345 173 310  171.2 871
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TrnL-F bilgesine ait dizilerde 4 farkli bolgede bir niikleotitlik polimorfik bdlge tespit
edilmistir. 21. niikleotit pozisyonunda TD5213 kodlu C. leuconeurum A niikleotiti
bulundururken TD5202-2 kodlu C. leuconeurum hem A hem de C niikleotiti
bulundurmaktadir. Diger C. leuconeurum bireyleri ise C niikleotitine sahiptir. TD4871
kodlu C. kosmelii x leucocephalum hibrit birey 551. Pozisyonda TD4872 kodlu C.
leucocephalum subsp. penicillatum atasal birey ile ayni karakteri tasimaktadir. TD5203-1
ve TD5214-1 kodlu hibritler her iki atasal karakteri de tasimaktatir (Tablo 3.13).
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Tablo 3.13: Trnl-F verilerine gore polimorfik bélgeler

trnL-F o § § g
TD5191 C G G
C. kosmelii
TD4870 C G G
C. kosmelii x
leucocephalum
Subsp_ TD4871 C T G
penicillatum
C.
leucocephalum TD4872 c T G
subsp.
penicillatum
C. TD5215 C G G
leucocephalum
subsp.
leucocephalum TD5204 C G G
a 5214-1 C G G-T
x &
£3 5
§ ES 5214-2 C G G
V= "0
S ©C o
S £ O
288
S o3> 5203-2 C G G
g2
U S
@
5203-1 C G G-T
5213 A G G
IS
= 5202-1 C G G-T
[<3]
c
8
3 5202-2 A-C G G
(&)
5202-3 C G G
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3.4.5 Rpl32 Bolgesi

Rpl32 bolgesi filogenetik analizleri elde edilen 14 taksona ait 967 niikleotitlik diziler ile
yapilmistir. 967 niikleotitlik dizilerin %72’si A-T, %28 i ise G-C niikleotitleridir.
Taksonlarin DNA dizileri hizalandiginda TD5214-2 kodlu Cirsium leuconeurum x
leucocephalum hibrit bireyin 231. niikleotitten 478. niikleotite kadar bosluk goriilmektedir.
Rpl32 bolgesinin polimorfik bdlge sayist korunmus bolgelerin fazla olma sebebiyle
oldukca azdir. Hibrit bireyler her iki atasal karakteri tasimak yerine polimorfik bolgelerde
yalnizca bir atasal taksonun oOzellikllerini tasimaktadir. Asagidaki Tablo 3.14’de rpl32

bolgesinin niikleotit analizi verilmistir.

Tablo 3.14: Rpl32 verilerine gore niikleotit analizi

rpl32 %T(U)  %C %A %G  TOPLAM
Cirsium kosmelii TD5191 35.2 14.4 37.2 13.2 967
Cirsium kosmelii TD4870 35.2 14.5 37.2 13.1 967
Cirsium kOTSB‘jgi?f leucocep 45 5 145 372 13.1 967
C"““&:}?;‘ﬁgﬂgﬂ;m L ) 145 372 13.1 967
CirSi”“;['fé‘chge“r“m 35.2 14.6 37.1 13.1 967
I;;gg;‘ggh'gfucrﬁ”ﬁgguzni 41 35.2 14.4 37.3 13.1 967
I;‘;Z::‘g:h'aefucrﬁ”%g“;l‘ o 35.0 15.0 36.3 13.6 967
C:;ﬂg&;gﬁ;?ﬁ;p%ggfp 35.2 14.3 373 13.2 967
C:gﬂggggg‘;‘;ﬁ’grenp%‘;%fp 35.2 14.4 372 13.1 967
Igjggfc“ergh':;‘ucrg”ﬁgguzrg;z 35.2 14.4 37.3 13.1 967
Igj‘gz::‘g:h'aefucrﬁ”%g“gg;l 35.2 14.4 37.3 13.1 967
C"Si“TmD'ggggf‘f“r“m 35.2 14.3 37.4 13.1 967
Cirsm%'ggggf‘;“r“m 35.2 14.3 37.4 13.1 967
C"Si”TmD'ggggf‘;“r”m 35.2 14,5 37.2 13.1 967
Ortalama 35.2 14.4 37.2 13.2 967
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Rpl32 bolgesine ait 84. niikleotit pozisyonunda ¢alismamizdaki iki C. kosmelii ve TD5213
ve TD5202-3 kodlu C. leuconeurum taksonlar1 diger 8 taksondan farklilik gostermistir.
Hibrit bireyler polimorfik bélgelerinde kendilerini olusturan atasal taksonlardan yalniz

birsinin karakterlerini tasimakta olup heterozigotluk gézlemlenmemistir.

Tablo 3.15: Rpl32 verilerine gore polimorfik bolgeler

rpl32 3 S S g
TD5191 C G A C
C. kosmelii
TD4870 C C A C
C. kosmelii x
leucocephalum
Subsp_ TD4871 A © © C
penicillatum
C.
leucocephalum TD4872 A C c c
subsp.
penicillatum
C. TD5215 A G A C
leucocephalum
subsp.
leucocephalum TD5204 A C A C
a 5214-1 A C A C
x &
Xk
SES 5214-2 A c A c
V= o
S © o
S £ O
S 328
S o5 5203-2 A C A C
g2
U S
2
5203-1 A C A C
5213 C Cc Cc Cc
£
= 5202-1 A C A A
(5]
c
8
3 5202-2 A C A A
o
5202-3 C C A C
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3.5 Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz yapilabilmesi i¢cin daha once de belirtildigi gibi gerekli baz sayisina
sahip ITS, ETS, matK, trnL ve rpl32 dizileri elde edilmistir. Tiim gen bolgelerine ait diziler
hizalandiktan sonra fasta formatindan nexus formatina gevirilip PAUP* programinda
filogenetik agaglar elde edilebilmesi igin Nexus formatrina g¢evrilmistir. Taksonlarin
filogenetik iliskilerini belirlemede karakter temelli Bootstrap ve mesafe temelli Neighbour

Joining (NJ) agaglandirma metotlar1 olmak tizere 2 tip metot kullanilmustir.

3.5.1 Bootstrap Agaclandirma Metotu

Nexsus formatina ¢evrilmis dizileri barindiran dosyalar PAUP* programina yiiklendi.
Analiz butonunda yer alan karakter teemelli metotlarin icerisinde bulunan Parsimoni
yontemi ile en iyilik kriteri (optimality criterion) segilmistir. Daha sonra analiz igin full
heuristic arastirma ile Bootstrap metotu secildi. Olusturulacak filogenetik agaci optimum
hale getirmek i¢in igcin ACCTRAN (Accelerated transformation) secilmis, globoff
kriterinin K degeri de 2 olarak ayarlanmistir. Bootstrap filogenetik agac1t 10000 dongii
sayist sonucunda elde edilmistir. Dig gruplar PAUP* programinin data sekmesindeki “dis
grup tanimla” segenegi kullanilip segildi. Filogenetik agac¢ dallarinda goriilen sayilar
Bootstrap analiz sonuglarini belirtmektedir. Olusan deger ne kadar yiize yakin ise olusan

dallarin dogruluk orani da o kadar fazladir.

3.5.2 Neighbour Joining (NJ)

Mesafe temelli Neighbour Joining (NJ) filogenetik agaglarimi elde etmek i¢cin PAUP*
programina yiiklenen Nexsus formatli dosyalar ile islem yapilmigtir. Tiim karakterler esit
degerdedir ve mesafe uzaklig1 diizeltilmemis secenegi segilmistir. Dis gruplar yine PAUP*

programinin data sekmesindeki “dis grup tanimla” secenegi kullanilip segilmistir.

3.5.3 Elde Edilen Filogenetik Agaclar

3.5.3.1 ITS Bolgesinden Elde edilen filogenetik Agaclar

ITS bolgesi filogenetik agac eldesi i¢in calismamiza ait 14 takson ve bu taksonlarin soy
hatlari1 desteklemek i¢in 9’u dig grup olmak {izere toplam 38 takson kullanilmistir.
Calismamiza eklenen dis gruplar ve onlara ait erisim kodlar1 Tablo 3.1’de verilmistir.
Filogenetik agaclar i¢in 596 karakter analiz edilmistir ve ITS bdolgesine ait maksimum

parsimoni ve Neighbour Joining agaglar1 basariyla olusturulmustur.
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67

—— AY780403 Galactites tomentosa
L———— 4Y776176 Cynara cardunculus

92

AY826309 Onopordum tauricum

56

AY780405 Notobasis syriaca

68

92

AY826311 Picnomon acarna
MN335098 Cirsium sintenisii

57

67

KC969545 Cirsium baytopae
VMN335089 Cirsium italicum

MN918926 Cirsium caucasicum

L: Cf'9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204
Cf'8 Cirsium leucocephalum subsp. levucocephalum TD5215

MK298359 Cirsium cephalotes

MK298358 Cirsium cephalotes

MK298360 Cirsium cephalotes

Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871
Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872

83

Cf'1 Cirsium kosmelii TD5191

Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870
MN335064 Cirsium cosmelii

Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1

Cf 7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2

MK298355 Cirsium cephalotes

MK298356 Cirsium cephalotes

Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213

Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1

Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD52()3-2

MN335076 Cirsium bracteosum

MN335103 Cirsium yildizianum
MK298340 Cirsium leucocephalum

MK298342 Cirsium leucocephalum

MK298341 Cirsium leucocephalum

MK298343 Cirsium leucocephalum

MN335091 Cirsium macrobotrys

Cf 6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-1

MK298347 Cirsium macrobotrys

MK298348 Cirsium leucocephalum

MK298349 Cirsium leucocephalum

MK298350 Cirsium leucocephalum

MK298351 Cirsium leucocephalum

MK298352 Cirsium leucocephalum

i: EF010530 Carduus crispus
KT013061 Carduus candicans

AY826343 Tyrimnus leucographus

L35867 Cirsium arvense

L: AF443702 Cirsium occidentale
AF443726 Cirsium ehrenbergii

MN918986 Silybum marianum

MN918933 Cirsium echinus

MN335092 Cirsium obvallatum

MN335060 Cirsium cephalotes

Sekil 3.10: ITS bolgesi verileri kullanilarak maksimum parsimoni kriterine gore elde
edilmis filogenetik agac
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AY780403 Galactites tomentosa
| AY776176 Cynara cardunculus
AY826309 Onopordum tauricum
AY780405 Notobasis syriaca
AY826311 Picnomon acarna
MN335098 Cirsium sintenisii
_|—K C969545 Cirsium baytopae
MN335089 Cirsium italicum
MN918926 Cirsium caucasicum
_r Cf'9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204
Cf'8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215
MK298342 Cirsium leucocephalum
MK298341 Cirsium leucocephalum
MK298352 Cirsium leucocephalum
MK298351 Cirsium leucocephalum
MK298350 Cirsium leucocephalum
MK298349 Cirsium leucocephalum
MK298348 Cirsium leucocephalum
MK298347 Cirsium macrobotrys
Cf 6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-1
MN335091 Cirsium macrobotrys
l— MK298343 Cirsium leucocephalum
Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1
MN335103 Cirsium yildizianum
MK298340 Cirsium leucocephalum
Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2
Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871
Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872
Cf'1 Cirsium kosmelii TD5191
MN335064 Cirsium kosmelii
Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870
MN335076 Cirsium bracteosum
— Cf'7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2
MK298355 Cirsium cephalotes
Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213
Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3
Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1
Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2
MK298358 Cirsium cephalotes
MK298356 Cirsium cephalotes
MK298360 Cirsium cephalotes
MK298359 Cirsium cephalotes
— EF010530 Carduus crispus
| L——— KT7013061 Carduus candicans
AY826343 Tyrimnus leucographus
I L35867 Cirsium arvense
| MN335060 Cirsium cephalotes
—— MN335092 Cirsium obvallatum
AF443702 Cirsium occidentale
rleF 443726 Cirsium ehrenbergii
MN918933 Cirsium echinus
MN918986 Silybum marianum

— (.005 substitutions/site

Sekil 3.11: ITS bolgesi verileri kullanilarak neighbour joining kriterine gore elde edilmis
filogenetik agac
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3.5.3.2 ETS Bolgesinden Elde Edilen Filogenetik Agaclar

Bu ¢aligmanin konusu olan 14 taksonun ETS bdlgelerinin yaninda filogenetik analizi
giiclendirmek igin Tablo 3.2’de vermis oldugumuz 7’si dis grup olmak iizere toplam 15
taksonun da ETS bolgeleri eklenmistir. Dis gruplarla beraber biitiin diziler islendikten
sonra, belirtmis oldugumuz 29 takson 519 karakter ile maksimum parsimoni ve Neighbour

Joining agaclar elde edilmistir.
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AF443728 Onopordum acaulon

JX867671 Cynara cardunculus
MN230892 Carduus defloratus

100

w0 M AF443730 Carduus nutans

MN918822 Carduus crispus
79

MN230891 Cirsium arvense
AF443754 Cirsium occidentale

74 69

AF443778 Cirsium ehrenbergii

AF443738 Cirsium douglasii

MK301521 Cirsium echinus
100 —— MN918903 Silybum marianum

99

MN918902 Silybum eburneum

MN918852 Cirsium eriophorum

Cf 7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2
Cf 9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204
Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215

Cf'6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-1

99

56 ——— Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2

Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1
MN230922 Cirsium yildizianum
Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870

Cf'3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871
635

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872

Cf1 Cirsium kosmelii TD5191
MN918879 Cirsium rigidum

Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1
77

Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213

Sekil 3.12: ETS bolgesi verileri kullanilarak maksimum parsimoni kriterine gore elde
edilmis filogenetik agac
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AF443728 Onopordum acaulon
JX867671 Cynara cardunculus

MN230892 Carduus defloratus
I— AF443730 Carduus nutans
MN918822 Carduus crispus
MN230891 Cirsium arvense

—— MK301521 Cirsium echinus
—— AF443754 Cirsium occidentale

— AF443738 Cirsium douglasii
AF443778 Cirsium ehrenbergii

| MN918903 Silybum marianum
MN918902 Silybum eburneum

— MN918852 Cirsium eriophorum

Cf 7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2

- Cf 9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204

Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215

Cf 6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-1

| Cf' 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1

MN230922 Cirsium yildizianum

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872
Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871

Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2

Cf I Cirsium kosmelii TD5191

MN918879 Cirsium rigidum

Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1
Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3
Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213
Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2

= 0.005 substitutions/site

Sekil 3.13: ETS bolgesi verileri kullanilarak neighbour joining kriterine gore elde edilmis
filogenetik agac
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3.5.3.3 matK Bélgesinden Elde Edilen Filogenetik Agaclar

Daha onceki kisimlarda bahsedildigi gibi, matK bolgesi i¢in izolasyonu gergeklestirilen 14
ornegin 13’iinden olumlu sonuglar elde edilmistir. Bu 13 taksonla beraber toplamda 34
takson analiz edilmis olup, gen bankasindan alinan dis gruplara gore uygun hizalamalar
yapildiktan sonra toplamda 429 karakter elde edilmistir. Bu karakterlere gére Maksimum

parsimoni ve Neighbour Joining agaclari elde edilmistir.
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AY013545 Notobasis syriaca
AY785110 Onopordum tauricum
MF350159 Cynara cardunculus
HM850633 Galactites tomentosa
MNZ275310 Cirsium ehrenbergii
MNG604673 Cirsium occidentale
64 ————— MN275350 Cirsium canescens
MNZ275343 Cirsium scariosum
MNZ275326 Cirsium douglasii
MN275360 Cirsium occidentale
AY013549 Picnomon acarna
MH659997 Carduus crispus

87

62

AY013554 Tyrimnus leucographus

Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215

Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213

Cf 1 Cirsium kosmelii TD5191

Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870

Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1

55 Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

Cf 7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2

KC969500 Cirsium baytopae

Cf'9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204

57

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2

Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1

KC969519 Cirsium scabrum

KX526545 Cirsium lineare

HM989743 Cirsium japonicum
KT249965 Cirsium arvense
MH748907 Silybum marianum
MNZ275315 Cirsium vulgare

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872

JN895575 Cirsium eriophorum
Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871

Sekil 3.14: matK bolgesi verileri kullanilarak maksimum parsimoni kriterine gore elde
edilmis filogenetik agac
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AY013545 Notobasis syriaca

AY785110 Onopordum tauricum
MF350159 Cynara cardunculus

HM850633 Galactites tomentosa

AY013549 Picnomon acarna
{ AY013554 Tyrimnus leucographus

MH659997 Carduus crispus

MH748907 Silybum marianum

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872
KX526545 Cirsium lineare
HM989743 Cirsium japonicum
Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871
JN895575 Cirsium eriophorum
[1 MN275315 Cirsium vulgare
KT249965 Cirsium arvense
MN275310 Cirsium ehrenbergii
MN604673 Cirsium occidentale
MN275350 Cirsium canescens
MN275343 Cirsium scariosum
MN275360 Cirsium occidentale
MN275326 Cirsium douglasii
KC969519 Cirsium scabrum

Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215

Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213
Cf I Cirsium kosmelii TD5191

Cf 2 Cirsium kosmelii TD487()

Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1
Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

Cf'7 Cirsium leuconewrum X leucocephalum TD35214-2

KC969500 Cirsium baytopae

Cf 9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2

Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD3203-1

— 0.0005 substitutions/site

Sekil 3.15: matK bolgesi verileri kullanilarak neighbour joining kriterine gore elde edilmis
filogenetik agac
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3.5.3.4 trnL-F Bolgesinden Elde Edilen Filogenetik Agaclar

trnL-F bolgesi de bu ¢aligmada kullanilan 6nemli kloroplast DNA bdlgelerinden biridir.
[zolasyonu yapilan 14 taksondan da basarili sonuglar elde edilmistir. Bununla beraber, gen
bankasindan alinan 21 taksonla beraber toplamda 35 takson analiz edilmistir. 35 taksonun
analizi i¢in ise dizileme ve hizalama islemleri sonucunda toplamda 825 karakter elde

edilmistir.
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KC969609 Onopordum tauricum
AF129831 Galactites tomentosa

MN919158 Cynara cardunculus var

AY772378 Tyrimnus leucographus
MNS19174 Silybum marianum
MN919089 Carduus nutans subsp n
MN919109 Cirsium canum
MNS19087 Carduus crispus
64 63—: MN919153 Cirsium tuberosum
MN919118 Cirsium echinus
MN314883 Cirsium arvense

MN919120 Cirsium eriophorum
MN919148 Cirsium scabrum

Cf 6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-1

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

86

Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2

Cf 5 Cirsium leuconeurum TD3213

Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1
Cf 12 Cirsium leuconeurum TD3202-1

MN919131 Cirsium leucocephalum
52

Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215
Cf'1 Cirsium kosmelii TD5191

Cf 9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204
Cf 7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2

Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870

KC969584 Cirsium baytopae

MN919112 Cirsium ciliatum

AY772349 Picnomon acarna

51

MN919134 Cirsium macrobotrys

AY772340 Notobasis syriaca

Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872
MN818130 Cirsium kosmelii

MNS19133 Cirsium lineare

Sekil 3.16: trnL-F bolgesi verileri kullanilarak maksimum parsimoni kriterine gore elde
edilmis filogenetik agag
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KC969609 Onopordum tauricum
AF129831 Galactites tomentosa

MN919158 Cynara cardunculus var
—— AY772378 Tyrimnus leucographus
Ii MN919153 Cirsium tuberosum
MN919118 Cirsium echinus
MN919109 Cirsium canum
MN919087 Carduus crispus
MN919089 Carduus nutans
— MN919174 Silybum marianum

MN314883 Cirsium arvense
MN919120 Cirsium eriophorum

Cf 6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD35214-1
Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1
Cf 12 Cirsium leuconewrum TD5202-1

Cf'1 Cirsium kosmelii TD5191

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2
AY772349 Picnomon acarna

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

KC969584 Cirsium baytopae

Cf' 9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204
— Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870

MN919134 Cirsium macrobotrys

MNS19112 Cirsium ciliatum

Cf 7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD35214-2

Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215
Cf 13 Cirsium leuconeuwrum TD5202-2

_|: Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213

MN919131 Cirsium leucocephalum

MN919148 Cirsium scabrum

— Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871

MN919133 Cirsium lineare

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872

MN919130 Cirsium kosmelii
—— AY772340 Notobasis syriaca

— 0.0005 substitutions/site

Sekil 3.17: matK bolgesi verileri kullanilarak neighbour joining kriterine gore elde edilmis
filogenetik agac
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3.5.3.5 rpl32-trnL Bolgesinden Elde Edilen Filogenetik Agaclar

trnL-F bolgesi de bu caligmada kullanilan 6nemli kloroplast DNA bdlgelerinden biridir.
[zolasyonu yapilan 14 taksondan da basarili sonuglar elde edilmistir. Bununla beraber, gen
bankasindan alinan 21 taksonla beraber toplamda 35 takson analiz edilmistir. 35 taksonun
analizi i¢in ise dizileme ve hizalama islemleri sonucunda toplamda 825 karakter elde

edilmistir.
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KP842721 Cynara cardunculus

KP842722 Cynara syriaca

62 KY562583 Cirsium arvense

MN871982 Cirsium shansiense

NC 053767 Cirsium japonicum

85 —— NC 044423 Cirsium rhinoceros

NC053726 Carduus crispus

77 NC053727 Carduus tenuiflorus

KY562585 Cirsium vulgare

KY562584 Cirsium eriophorum

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870

Cf'1 Cirsium kosmelii TD5191

Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215

100 ——— Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1
64

Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2

Cf'7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2

Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2

Cf 6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-1

Cf 9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204

Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872

Cf 5 Cirsium leuconeurum TD5213

Sekil 3.18: rpl32 bolgesi verileri kullanilarak maksimum parsimoni kriterine gore elde
edilmis filogenetik agac
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— KP842721 Cynara cardunculus var

— KP842722 Cynara syriaca

KY562583 Cirsium arvense

MN871982 Cirsium shansiense
NC 0563727 Carduus tenuiflorus

NC 053726 Carduus crispus
[— KY562585 Cirsium vulgare

NC053767 Cirsium japonicum

- NC044423 Cirsium rhinoceros

Cf'7 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-2

Cf 14 Cirsium leuconeurum TD5202-3

Cf 2 Cirsium kosmelii TD4870
Cf'5 Cirsium leuconeurum TD5213
Cf'1 Cirsium kosmelii TD5191

Cf 8 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215

_| Cf 12 Cirsium leuconeurum TD5202-1

Cf 13 Cirsium leuconeurum TD5202-2
Cf'9 Cirsium leucocephalum subsp. leucocephalum TD5204

Cf 6 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5214-1

Cf 11 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-2

Cf 10 Cirsium leuconeurum X leucocephalum TD5203-1

Cf 4 Cirsium leucocephalum subsp. penicillatum TD4872

Cf 3 Cirsium kosmelii X leucocephalum TD4871

— KY562584 Cirsium eriophorum

— 0.001 substitutions/site

Sekil 3.19: Rpl32 bolgesi verileri kullanilarak neighbour joining kriterine gore elde edilmis
filogenetik agac
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4. TARTISMA SONUC

4.1 Morfolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Tablo 4.1 ve 4.2°de verildigi iizere C. leuconeurum, C. leucocephalum ve C. kosmelii ata
bireyleri ile aralarinda olusan C. leuconeurum x leucocephalum, C. kosmelii X
leucocephalum hibritlerinin morfolojik bilgileri verilmistir. ilk olarak C. leuconeurum ve
C. leucocephalum atalar1 ve onlarin olusturdugu C. leuconeurum x leucocephalum hibriti
ile baslayacak olursak, bu taksonlarin hayat formlar1 ¢ok yilliktir. 3 taksonunda da
govdelerinin ¢ok sayida dallanma yaptigi goriilmektedir. C. leuconeurum taksonun govde
rengi kahverengimsi-yesilimsidir. Diger ata takson olan C. leucocephalum subsp.
leucocephalum ise daha ¢ok grimsi-yesilimsi bir renktedir. C. leuconeurum x
leucocephalum hibritinin ise gévdesinin atalarindan C. leuconerum’a daha yakin bir renkte
kahverengimsi-yesilimsi oldugu goriilmiistir. Yaprak sekilleri incelendiginde ise C.
leuconeurum genellikle pinnatisekt ve yesil renklidir. C. leucocephalum ¢ogunlukla
pinnatifit ve yapragin list kismi yesil alt kism1 griye yakin yesil renktedir. Hibrit takson
yaprak formu bakimin iki ata bireyin de karakterini tasimaktadir. C. leuconeurum x
leucocephalum hibritinin yaprak formu pinnatifitten pinnatisekttir. Yaprak rengi olarak ise
C. leuconeurum gibi yesil renktedir. Involukral yapraklar 3 taksonda da 3-6 adet arasinda
bulunmaktadir. C. leuconeurum diger taksonlara gore genenllikle daha kisa yapidadir. 2-4
cm arasinda uzunluga ulasan involukral yapraklara sahiptir. Involukral yapraklar
involukrumdan kisa veya esittir. C. leucocephalum, 6,5 cm ye kadar uzayabilen diger
taksonlara gore uzun involukral yaprakraklara sahiptir. 2,5-6,5 cm uzunlugunda gesitlilik
gdstermistir. Involukral yapraklar involukrumdan kisa veya uzundur. C. leuconeurum x
leucocephalum hibritinin involukral yaprak uzunlugu iki ata taksonun arasinda bir deger
almistir. 2,5-5 cm uzunlugundaki involukral yapraklar involukruma hemen hemen esit
veya uzundur. Kapitulum uzunlugu ata ve hibrit taksonlarda hemen hemen ayni uzunlukta,
kapitulum sekli C. leuconeurum taksonunda ¢ogunlukla yuvarlagimsi bazen yumurtamsi,
C. leucocephalum ve hibrit taksonlarinda ise yumurtamsi sekil almistir. Involukrumlar iki
ata taksonda farkli formlar gostermistir. C. leuconeurum taksonunda panikulat iken C.
leucocephalum taksonu rasem veya panikulattir. C. leuconeurum x leucocephalum hibriti
ise panikulat form gostererek C. leuconeurum’a yakinlik gostermistir. Fillari tiiylenmesi ?
Orta fillari uzunluklarinda C. leucocephalum ile C. leuconeurum x leucocephalum
taksonlarinda daha uzun orta fillariler bulunmakmaktadir. C. leuconeurum taksonunda

fillariler diger iki taksona gore daha kisadir. 3 taksonda da fillariler geriye kivrik
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sekildedir. Korolla ve pappus uzunluklarinda morfolojik agidan ayirt edici bir fark
gozlenmemistir. C. leuconeurum taksonunda diger iki taksona gore daha biiyiik akene
sahip bireyler mevcuttur. Hibrit taksonun aken boyutu diger iki ataya gore de daha
kiictktiir.

C. kosmelii x leucocephalum hibriti ve bu hibritin atasal taksonlar1 olan C.kosmelii ve C.
leucocephalum subsp. penicillatum’un morfolojik karakterleri ile ilgili bigiler Tablo 4.2°de
verilmistir. Hibrit bircok karakter bakimindan atasal karakterleri tasimaktadir. U¢ taksonun
hayat formlar1? Govdeleri ¢ok sayida dallanmig durumdadir. C. kosmelii govde rengi
kahverengimsidir. Diger atasal takson olan C. leucocephalum subsp. penicillatum’un
govde rengi daha ¢ok kahverengimsidir. Bu iki atasal taksonun olusturdugu hibrit olan C.
kosmelii x [leucocephalum hibriti iki ataninda govde rengine yakin renkte olup
kahverengimsi-yesilimsi bir renktedir. 3 taksonun da yaprak formlarinda ve renklerinde
morfolojik bir fark gériinmemektedir. Yapraklar pinnatisekt olup tist kismi yesil alt kismi
grimsi bir renktedir. Involukral yapraklar C. kosmelii taksonunda 3-4 adet iken C.
leucocephalum taksonunda bu say1 6 adete kadar ¢ikmistir. Hibrit taksonda da bu say: C.
leucocephalum subsp. penicillatum atasal taksonla benzerdir. Involukral yapraklar hibrit
taksonda atasal taksonlara gore daha uzun oldugu tespit edilmistir. 25-45 mm’ye kadar
uzayan involukral yapraklar kapitulumdan daha uzundur. Bu durum C. kosmelii ‘de 18-40
mm arast olup kapitulmdan uzun veya esittir. Diger atasal takson olan C. leucocephalum
subsp. penicillatum’da ise 15-35 mm uzunlugundadir ve kapitulumdan kisa veya bazen
uzundur. Kapitulum 3 taksonda da hemen hemen ayni boyutta ve govdeye bir sap ile
tutunmaktadir. C. kosmelii’de kapitulum yumurtams: sekilde iken diger iki taksonda
yuvarlak ve yumurtamsi formlarda bulunur. involukrumlar 3 taksonda da rasem veya
panikulattir. Orta fillari karakterinde hibrit takson C. kosmelii atasal taksona daha ¢ok
yakinlik gostermektedir. C. kosmelii atasal taksonda 10-13 mm uzunlugunda ve diiz ya da
hafif geriye kivrik sekildedir. C. leucocephalum subsp. penicillatum taksonunda ise
belirgin sekilde geriye kivrik olup 10-13 mm uzunlugundadir. C. kosmelii X
leucocephalum hibritinde ise orta fillari ¢ok az geriye kivrik ve 13-15 mm uzunlugundadir.
3 taksonunda orta fillarilerin u¢ kisimlari ignemsi sekildedir. Korolla? C. kosmelii
taksonunda pappus 13-15 mm uzunlugundadir ve diger iki taksona gore daha uzundur. C.
leucocephalum subsp. penicillatum ve C. kosmelii x leucocephalum taksonlarinda bu

uzunluk 10-12 mm’dir. Aken boyutu C. kosmelii 'nin 2-3 x 1,5-2 mm olup diger taksonlara
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gore daha kiigiiktiir. Diger iki taksonun aken boyutlar1 hemen hemen esittir ve 4-5x1-1,5

mm arasindadir.

Tablo 4.4.1: C. leuconeurum ve C. leucocephalum atasal taksonlari ve hibritlerinin
morfolojik karsilastirilmasi

C. leuconeurum

C. leuconeurum x

C. leucocephalum

5213 leucocephalum 5215
5214
Hayat formu cok yillik cok yillik ¢ok yillik
Genel goriiniis/Govde  yukarida c¢ok sayida yukaridda ¢ok sayida yukarida dallanmus,
dallanmus, dallanmus, grimsi yesilimsi
kahveringimsi? kahverengimsi
yesilimsi yesilimsi?
Yapraklar cogunlukla pinnatisekt, pinnatfitten pinnatisekte  ¢ogunlukla  pinnatifit,
yesil yesil iistte yesil altta grimsi
involukral yapraklar 3-6 adet, 2-4 cm, 3-6 adet, 25-5 cm 3-6 adet, 2,5 -6,5 cm
involukrumdan kisa hemen hemen involukrumdan kisa
veya esit involukruma esit veya Vveya uzun
uzun
Kapitulum sapli, 15-25 mm sapli, 15-22 mm  sapli, 17-25 mm
uzunlugunda, 15-25 uzunlugunda,15-20 mm uzunlugunda, 15- 20
genisligindi, cogunlukla  genisliginde, mm genigliginde
yuvarlagimsi bazen yumurtamsi yumurtamst
yumurtamst yuvarlagimsi yuvarlagimsi
involukrum panikulat? panikulat Rasem veya panikulat
Orta fillari 10-12 mm, geriye kivrik  10-15 mm, geriye kivrik  6-15 mm, geriye kivrik
ignesi 2,5-4,5 mm ignesi 1,5-4 mm ignesi 1,5-3 mm
Pappus 10-18 mm 10-17mm 10-17 cm
Aken 6-7x1,5-2,5 mm 4-5x 1-1,5mm 5-6 x1,5-2 mm
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Tablo 4.5.1: C. kosmelii ve C. leucocephalum subsp. penicillatum atasal taksonlari ve

hibritlerinin morfolojik karsilastirilmasi

C. kosmelii C. kosmelii C. leucocephalum
4870 xleucocephalum subsp. penicillatum
4871
Hayat formu Cok veya iki y1llik Cok veya iki yillik Cok veya iki yillik
Genel goriiniis/Govde yukarida ¢ok sayida yukarida ¢ok sayida yukarida ¢ok sayida
dallanmus, dallanmus, grimsi - dallanmus, grimsi

Yapraklar

involukral yapraklar

Kapitulum

involukrum

Orta fillari

Pappus
Aken

kahverengimsi

pinnatisekt, iistte yesil

altta grimsi yesil

4-5 adet, 18-40 mm,
involukrumdan
kapitulumdan esit veya
uzun
sapl1,12-20 mm
uzunlugunda, 10-16 mm
genigliginde

yumurtamsi

Rasem veya panikulat
10-13mm,uglar1
ignemsi, igneler diiz
yada hafif kivrik 2-3,5
mm
13-15 mm

2-3 x 1,5-2 mm?

yesilimsi -
kahverengimsi
pinnatisekt,iistte yesil

altta grimsi yesilimsi

3-6 adet, 25-45 mm,
involukral yapraklar

kapitulumdan uzun

Sapl1,15-20 mm
uzunlugunda, 10-15 mm
genisgliginde,
yuvarlagimsi-
yumurtamsi?
Rasem veya panikulat
13-15 mm igneler diiz
yada ¢ok az

kivrik 2-3 mm

geriye

10-12 mm
4-5x1-1,5 mm

yesilimsi

pinnatisekt, iistte yesil

altta grimsi yesilimsi

3-6 adet, 15-35 mm,
involukrumdan kisa

veya bazen uzun

Sapl1,10-15
uzunlugunda, 10-15 mm
genisliginde
yuvarlagimsi-
yumurtamsl
Rasem veya panikulat
10-13 mm  geriye

kivrik, uglar1 ignemsi,

2-4 mm

10-12 mm
4-5x1-1,5 mm
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4.2 DNA Dizilerinin Karsilastirilmasinin Yorumlanmasi

Asagidaki tabloda (Tablo 4.3) bu ¢alisma esnasinda kullanilan dizilere ve tiim dis gruplarla
beraber elde edilen dizilere (Tablo 4.4) ait veriler ile ilgili ¢esitli bilgiler bulunmaktadir.
Calismamizda 5 farkli bolge kullanildi ve bu bolgelerde ITS ve ETS bolgeleri yukarida da
belirtildigi lizere ¢ekirdek genomuna ait olup, trnL, matK ve rpl32 bolgeleri de kloroplast

genomuna ait bolgelerdir.

Tablo 4.3: Calismada kullanilan dizilerin analizi

bolge takson karakter insersiyon- % G+C
delesyon
toplam | sabit | % bilgi verici adet | dizi
olan | olmayan
ITS 14 643 626 97 |10 |7 - - 60
ETS 14 535 529 99 |5 1 - - 53
trnL-F | 14 871 867 99 | 2 2 - - 34
matK 13 853 849 99 | 4 - - - 34
rpl32 14 967 963 99 | 4 - 1 247 27
Tiimii 14 3869 3835 99125 |9 1 247 40

Tablo 4.4: Dis gruplarla beraber tiim dizilerin analizi

takson karakter % G+C
toplam | sabit | % bilgi verici | C/aklasik)
olan olmayan

ITS 60

ETS 53

trnL-F | 35 825 797 |97 |8 20

matK

rpl32 24 985 942 |96 |22 21

4.3 Filogenetik Agaclarin Yorumlanmasi

Calismanin konusu olan 14 taksonun ve daha once belirtmis oldugumuz gen bankasindan
eklenen taksonlarm ITS ve ETS dizilerine gére Bootstrap ve Neighbour Joining (NJ)
agaclar1 elde edilmistir. Calismamizda kullanilan C. kosmelii, C. leucocephalum ve C.
leuconeurum taksonlari, gen bankasindan aldigimiz ayni tiirdeki taksonlar ile ayni dallari
paylasmaktadir. Bu durum, taksonlarin ayni alandan toplanmasima gerek duyulmaksizin
genetik bilgi aktarimimnin siirdiiglinii gostermektedir ve hibrit bireylerin ata tlirden olan

fakat farkli popiilasyonlarda toplanmis taksonlarla benzerlik gosterdigi belirtilmistir.
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Cf3 kodlu C.kosmelii x leucocephalum subsp. penicillatum hibriti filogenetik agagta atalari
olan C. leucocephalum subsp. penicillatum ve C. kosmelii taksonu ile hemen hemen ayni
yakinlikta dallanma gostermistir. Bu durum hibritin iki atasal taksona ait karakterleride

yakin oranda tagidigin1 gostermektedir.

C. leuconeurum x leucocephalum subsp. leucocephalum hibritine ait Cf6, Cf10, Cf1l
kodlu 3 birey hem gen bankasindan eklenen C. leucococephalum taksonlari hem de
calismada kullanilan C. leucocephalum taksonlari ile daha yakin pozisyonda iken Cf7
kodlu diger hibrit birey ise diger bir ata olan C. leuconeurum bireylerine daha yakin bir
dalda yer almistir. Bu durum C.leuconeurum x leucocephalum subsp. leucocephalum
hibritine ait Cf6, Cf10, Cf11 kodlu 3 bireyin C. leucocephalum subsp. leucocephalum
atasal taksonuna ait karakterleri daha fazla tagidigini gostermektedir. C{7 kodlu diger hibrit
birey ise C. leuconeurum atasal taksonuna ait karakterleri daha fazla bulundurdugunu

gostermektedir.

4.4 Cirsium Cinsinde Hibritlesme

Cirsium cinsi ¢ok sayida tiirler aras1 ve alt tiirler arasinda hibrit olusumu gézlemlenmistir
Bu durum Cirsium cinsinin hibridizasyon potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermistir.
Cirsium cinsinin hibridizasyon potansiyeli cinse ait farkli taksonlarin simpatrik tiirlesmesi
ile meydana geldigi disiniilir [11-79]. Calismamizdaki hibrit taksonlarin Sekil.2.1 de
verildigi gibi atasal taksonlar ile ayn1 bolgelerde ve sayica daha az olarak bulunmasi bu
hibritlerin simpatrik olusum sonucunda hibritlestigini gostermektedir.

Cok yillik otsu veya odunsu bitkiler yasam siirelerinin uzun olmasi ve bulunduklari
bolgede tek yillik bitkilere goére daha uzun siire kalmasi sebebiyle bodlgede bulunan diger
tirler ile daha sik etkilesim iginde bulunurlar. Ayni1 bolgede bulunan farkli tiirlerin
ciceklenme donemlerinin Ortiismesi bu farkli tiirlerin birbirleri ile tozlasma ihtimalini
arttirir. Baz1 bitki gruplarinda (Asteraceae, Orchidacae, Lamiaceae, Asparagecaeae
hibritlesme potansiyelini arttiran translokasyonlar, kiiciik genom boyutlar1 ve daha az
degisken genomlar gibi tlirler arast uyumlulugu saglayan genetik faktorler de mevcut

olabilir [80].
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Belirtmis oldugumuz ¢evresel, morfolojik ve genetik faktorler farkli tiir bitkilerin birbirleri
arasinda tozlagsmay1 ve bunun sonucunda hibrit bireylerin meydana gelmesini, sonrasinda
ise hibrit bireylerin hayatta kalmasini saglayabilir. Calismis oldugumuz Cirsium cinsine ait
taksonlar da yukarida belirtmis oldugumuz tiirler arasi hibritlesme olasilig1 yiiksek olan

familyalar arasindaki Asteraceae familyasinin iginde yer almaktadir.

Bu c¢alismada Cirsium cinsine ait 3 atasal takson ve bu taksonlarin kendi aralarinda
olusturmus oldugunu diislindliglimiiz 2 yeni hibrit taksonlar hem molekiiler hem de
morfolojik a¢idan analiz edilmistir. Calismamizdaki C. kosmelii x leucocephalum subsp.
penicillatum (TD4871) ve C. leuconeurum x leucocephalum subsp. leucocephalum (TD
5214-1, TD 5214-2, TD5203-1, TD5203-2) taksonlarin hibrit bireyler oldugu diisiincemiz
molekiiller ve morfolojik bulgularla desteklenmistir. Taksonlar1 morfolojik olarak
inceledigimizde ¢icek durumlari, yapraklarin renk, sekil ve boyutlari, gévde formu ve rengi
gibi bir ¢ok morfolojik karakter analizlerinde hibrit oldugunu disiindiigiimiiz taksonlar
kendilerini olusturan iki atasal taksonlar ile baz1 morfolojik karakterler ile ortak karakterler
gostermistir ya da morfolojik karakterlerin bazilarini bir atadan bazilarin1 da diger atadan

almis oldugu goriilmistiir.

C. leuconeurum ve C. leucocephalum subsp. leucocephalum taksonlarmin olusturdugu
hibrit taksonu ele aldigimizda C. leuconeurum taksonunun yapraklari pinnatisekt, C.
leucocephalum subsp. leucocephalum taksonunun yapraklar ise pinnatifit formdadir. ki
atasal taksonun olusturdugu hibrit taksonda ise yapraklari pinnatifitten pinnatisekttir. Yine
C. leuconeurumun orta fillaride bulunan igne boyutu 2,5-4,5 mm, C. leucocephalum’da
1,5-3 mm hibrit taksonda ise iki atasal taksonun ortalama boyutunda olup 1,5-4 mm
uzunlugundadir. Bir diger morfolojik karakter olan gévde renginde ise C. leuconeurumun
govdesi kahverengimsi yesilimsi bir renktedir. C. leucocephalum subsp. leucocephalum
taksonunun govdesi ise grimsi-yesilimsidir. Hibrit taksonun gévde rengi C. leuconeurum
atasal taksonuna yakinlik gdstermistir ve kahverengimsi-yesilimsidir. Kapitulum yapisinda
ise hibrit takson C. leucocephalum subsp. leucocephalum atasal taksonuna yakinlik
gostermistir.  C. leucocephalum subsp. leucocephalum ve hibrit taksonlarda kapitulum

yuvarlagimsi-yumurtamsi iken C. leuconeurum da daha ¢ok yuvarlagimsidir.

C. kosmelii ve C. leucocephalum subsp. penicillatum atasal taksonlar1 ve onlarin

olusturdugu hibrite bakacak olursak gévde rengi C. kosmelii taksonunda kahverengimsi, C.
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leucocephalum subsp. penicillatum taksonunda ise yesilimsidir. Olusturduklart hibrit
taksonda ise iki atasal karakteride gostermekte olup yesilimsi-kahverengimsi bir renk
almistir. Kapitulum yapisi bakimindan hibrit takson yuvarlagimsi-yumurtamsi bigimi ile C.
leucocephalum subsp. penicillatum’a, orta fillari de bulunan ignelerin yapis1 bakimindan

ise ignelerin diiz yada hafif geriye kivrik olmasi ile C. kosmelii ye benzemektedir.

Tablo 4.1 ve 4.2 de ayrintili sekilde vermis oldugumuz taksonlarin morfolojik
karsilastirilmasi ile TD 4871, TD 5214-1, TD5214-2, TD 5203-1, TD 5203-2 kodlu

bireylerin hibrit taksonlar oldugunu desteklemistir.

Cirsium cinsine ait taksonlarin filogenetik iliskilerini belirlemede bir diger
parametremizde taksonlardan izole ettigimiz DNA’larin filogenetik analizleri ile
olusturdugumuz filogenetik agaglardir ¢aligmada ki 14 taksona ait 5 DNA bolgesi ITS ETS
matK trnL-f,rpl32 de filogenetik analiz yapmamiza yeterli baz sayisini elde ettik ITS ve
ETS ITS de 6 ETS de 5 ve matK, trnL-f, rpl32 bolgelerinde 4 polimorfik bdlge tespit

edilmistir.

Belirlenen polimorfik bolgeler incelendiginde hibrit oldugunu diisiindiiiimiiz taksonlar ya
iki atasal karakteri de tasimaktadir ya da iki atasal takson karakterden birini tasimaktadir.
Inceledigimiz 5 DNA bélgelerinden en fazla polimorfik bélgeye sahip olan ITS bolgesi
olmustur. Calismamizdaki iki hibrit bireyden biri olan C. kosmelii x leucocephalum subsp.
penicillatum hibriti 223, 426,452,591 ve 569. lokuslar olmak tizere 5 farkli polimorfizm
gostermistir. 223 ve 426. bolgelerde iki atasal karakterde bulunmayan adenin niikleotiti
hibrit bireyde bulunmaktadir. Bu durumun sebebi ya bireyin gecirmis olabilecegi nokta
mutasyon ya da hibriti meydana getiren kokenlerindeki bagka atasal taksonlar olabilir
diyebiliriz ancak bunun i¢in daha fazla sayida ornek caligmak gerekir.  452. ve 591.
lokuslar da atalarindan biri olan C. leucocephalum subsp. penicillatum a yakinlik
gostermigtir. 569. lokusda ise diger bir atasi olan C. kosmelii ile aymi karakteri
tasimaktadir. Calismamizdaki ikinci hibrit olan C. leuconeurum x leucocephalum subsp.
leucocephalum’a ait 4 bireyin ITS bolgesi analiz edilmistir. Hibrit bireylerin bolgelerinde
58, 223, 426, 569, 609 ve 627. lokuslarinda polimorfizm 58. lokusda iki birey (TD 5214-1,
TD 5203-1) C. leucocephalum subsp. leucocephalum’a diger iki birey ise (TD 5214-2, TD
5203-2) C. leuconeurum 223. lokusta 3. Birey C. leucocephalum subsp. leucocephalum’a

1birey (TD 5203-1) her iki ata taksonun niikleotidini barindirmaktadir. 426. lokusta yine 3
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hibrit birey (TD 5214-1, TD5203-1, TD 5203-2 ) C. leucocephalum subsp.
leucocephalum’a gosterirken sadece 1 birey (TD 5214-2) C. leuconeurum ile ayni
niikleotidi bulundurmaktadir. 569. lokusta 1 birey (TD 5214-2) C. leucocephalum subsp.
leucocephalum’da 1 birey (TD 5214-2) C. leuconeurum ata tiirlerinin 2 birey ise her iki ata
tirtinde karakterlerini tasimaktadir. 609. lokusta 3 birey C. leucocephalum’a yakinlik
gosterirken 1 birey (TD 5203-1) her iki ata tiiriinde karakterlerini tasimaktadir. 620.
lokusta ise 4 bireyden C.leuconeurum ile ayni niikleotidi bulundurmaktadir. Son olarak
627. lokusta 2 birey (TD 5214-1, 5214-2) C. leucocephalum’a 1 birey (TD 5203-1) C.
leuconeurum’a yakin 1 birey ise (TD 5203-2) her iki atasal taksonlarin karakterinide

tasimaktadir.

ETS bolgesi ITS bolgesine gore benzer bicimde korunmus bolgeler yogundur. ETS
bolgesinin polimorfik bolge sayisi, 3 ETS bolgesine gore daha azdir. ETS bolgesi C.
kosmellixleucocephalum subsp penicillatum hibriti i¢in hangi ata tiire daha yakinlikta
oldugu konusunda bir veri sunmadi. Bu bolgede hibrit ile ata tiirler arasinda polimorfik
bolgelere rastlanmadi. Ancak caligmamizdaki diger bir hibrit takson olan C.
leuconeurumxleucocephalum subsp. leucocephalum icin 243.261.267.288.489. Bolgeler
olmak tizere 5 farkli polimorfik bolge bulunmaktadir. 243. Bolgede genel olarak hibrit
bireyler C. leucocephalum subsp leucocephalum’a yakinlik gosterirken sadece bir birey
(TD 5203-2) her iki ataninda karakterlerini tasimaktadir. 261. lokusta 2 birey iki atasal
karakteride tasirken (TD 5203-1, 5303-2) diger bireyler ise C. leucocephalum subsp.
leucocephalum ata tiir ile ayni niikleotidi tagimaktadir. 267 ve 288de ise biitiin hibrit
bireyler yine C. leucocephalum subsp leucocephalum ata tiir ile ortak karakterdedirler 489.
lokusta 3 birey her iki atasal taksonlarin karakterlerini tasimakta (TD 5214-1 ,TD 5203-
1,2) sadece 1 birey (TD 5214-2) C. leucocephalum subsp. leucocephalum ata tiire daha
yakindir.

MatK bolgesi de ETS bolgesi gibi polimorfizm agisinda ITS bolgesine gore daha azdir.
MatK bolgesi 192, 349, 551 ve 767. lokuslarda polimorfizm gostermistir. C.
kosmeliixleucocephalum subsp. penicillatum hibriti sadece 349. lokusta polimorfizm
gostererek C. leucocephalum subsp. penicillatum ata tiirii ile ayn1 niikleotidi tagimaktadir.
C.leuconeurumxleucocephalum subsp. leucocephalum hibriti ise 192, 551 ve 767. lokusta
polimorfizm gostermistir. Belirtilen her bir lokusta bazi bireyler C. leucocephalum subsp.

leucocephalum bazi bireyler de C. leuconeurum ata tiirlerinin karakterlerini tasimaktadir
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TrnL-f bolgesine baktigimizda 21, 551, 786, 870. lokuslar almak tizere 4 farkli polimorfik
bulundurmaktadir. C. kosmeliix leucocephalum subsp. leucocephalum 551. lokusta C.
leucocephalum subsp. penicillatum ata tiiriine yakinlik gostermektedir. C. leuconeurum x
leucocephalum subsp leucocephalum hibrit bireyleri 786. ve 870. lokuslarda polimorfizm
gostermistir. 786. lokusta (TD 5214-1 ve TD 5203-2) hibrit bireyler (TD 5202-1) C.
leuconeurum a ait olan ata birey ile ayni ikili niikleotid setine sahiptir. (TD 5214-1) hibrit
birey ise 870. lokusta (TD 5215) kodlu C.leucocephalum subsp. leucocephalum ata birey

ile ayn1 niikleotid tagimaktadir.

Yukarida analizi yapmis oldugumuz DNA verileri hibrit oldugunu diisiindiigiimiiz
taksonlarin bazen sadece kendilerini meydana getiren atasal taksonlarindan yalniz birinin
karakterini tasirken bazen de iki atasal taksonunda karakterlerini tasimaktadir. Elde
ettigimiz bu DNA verileri belirtmis oldugumuz taksonlarin hibrit taksonlar oldugunu
desteklemektedir. C.kosmeliixleucocephalum subsp. penicillatum  hibriti kendisini
olusturan iki atasal taksondan birine belirgin bir yakinlik gostermeyip ortada bir konum
almistir.  C.leuconeurumxleucocephalum subsp. leucocephalum hibrit taksonu ise
calismamizda kullanilan bu hibrite ait 4 bireyi kendi iginde polimorfizm gostermistir.
Hibrit bireyler atasal yakinlik bakiminda farkliliklar gostermistir. Bu durum hibritlesmenin

hala devam ettigini gdstermistir.

Calismamizdaki Cirsium cinsine ait taksonlar morfolojik ve molekiiler diizeyde
incelenmigstir ve hibrit olarak belirttigimiz taksonlarin ¢alismalarimiz dogrultusunda elde
ettigimiz veriler ile hibrit taksonlar oldugunu desteklemektedir. Morfolojik ve molekiiler
calismalarin yaninda ¢alismamizin desteklenmesi icin taksonlarin polen tanelerinin Isik
Mikroskobu (LM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenerek taksonlar
arasindaki filogenetik yakinligi belirlemek icin destek olabilir. Taksonlarin karyotip

analizleri kromozom yapilarina gore filogenetik iliskiler belirlenebilir.
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EKLER
EK A: Cahsmada Kullanilan Taksonlarin ITS Dizileri

C. kosmelii TD5191:
CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC
GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
GCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCAACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCAGACGCACGTCGACAAGGCATCGCAG
GCACCGAGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCGC
GGGTCG

C. kosmelii TD4870:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC
GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
GCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCAACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCAGACGCACGTCGACAAGGCATCGCAG
GCACCGAGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCGC
GGGTCG
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C. kosmelii x leucocephalum TD4871:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCWTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTG
CCCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCA
CGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATG
CGTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCAC
GRCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTT
TTGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACAT
CCACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCAGACGCACGTCGACAAGGCATCGCA
GGCACCGGGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCG
CGGGTCG

C. leucocephalum subsp. penicillatum TD4872:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC
GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
GCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCGGACGCACGTCGACAAGGCATCGCAG
GCACCGGGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCGC
GGGTCG

C. leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
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TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC
GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
ACCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCAGACGCACGTCGACAAGGCATCGCAG
GCACCGGGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGTTGTGATAACGTGTTCGC
GGGTCG

C.leucoccephalum subsp. leucocephalum TD5204:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC
GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
ACCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCAAACGCACGTCGACGAGGCATCGCAG
GCACCGGGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGTTGTGATAACGTGTTCGC
GGGTCG

C. leuconeurum x leucocephalum TD5214-1:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
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CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC

GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
ACCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCAGACGCACGTCGACGAGGCATCGCAG

GCACCGGGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGCTGTGATAACGTGTTCGC
GGGTCG

C. leuconeurum % leucocephalum TD5214-2:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTGGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC
GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
GCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCGGACGCACGTCGACGAGGCATCGCAG
GCACCGGGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGCTGTGATAACGTGTTCGC
GGGTCG

C. leuconeurum % leucocephalum TD5203-2:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTGGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCTTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGC
CCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCAC
GGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATGC
GTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCACG
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ACCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTTT
TGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACATC
CACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCRGACGCACGTCGACGAGGCATCGCAG
GCACCGGGCTCACACCCGATCCCCACGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCGC
GGGTCG

C. leuconeurum x leucocephalum TD5203-1:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTAGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCWTGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTG
CCCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCA
CGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATG
CGTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCAC
GACCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTT
TTGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACAT
CCACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCRGACGCACGTCGACGAGGCATCGCA
GGCACCGGGCTCACACCCGATCCCCMCGACGCCCGGCTGTGATWACGTGTTC
GCGGGTCG

C. leuconeurum TD5213:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTGGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCATGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTG
CCCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCA
CGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATG
CGTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCAC
GGCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTT
TTGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACAT
CCACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCGGACGCACGTCGACRAGGCATCGCA
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GGCACCGGGCTCACACCCGATCCCCCCGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCG
CGGGTCG

C. leuconeurum TD5202-1:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTGGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCATGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTG
CCCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCA
CGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATG
CGTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCAC
GGCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTT
TTGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACAT
CCACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCGGACGCACGTCGACRAGGCATCGCA
GGCACCGGGCTCACACCCGATCCCCCCGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCG
CGGGTCG

C. leuconeurum TD5202-2:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTGGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCATGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTG
CCCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCA
CGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATG
CGTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCAC
GGCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTT
TTGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACAT
CCACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCGGACGCACGTCGACGAGGCATCGCA
GGCACCGGGCTCACACCCGATCCCCCCGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCG
CGGGTCG
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C. leuconeurum TD5202-3:

CGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGAAGCATCGTCGCGAGACGACACGTTAGGGT
CTTTGGAGAGCGCTTCCCTTGCGGCTAACGACGCACGACTCGATACGAAGGCC
TTAACAACCACCACTAGCCGTGCGTCCGTCGAAGGGGACTCCTTTTTAGGCCA
ACCACGCCAACGGCACGGGAGACCATTCTCCGCCCCAGACAAACGCATCCCCG
TTGGGGAGGCATGGTCTGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTG
CCCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCA
CGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACGTTCTTCATCGATG
CGTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATGGTTATTGAGAGGCCAC
GGCCCATGCGCACACCGCGAACGGGGCGACACGGGACGCGTCCTACTTATGTT
TTGTTTTCCTTGGCACATGCCGTGCCGGGGTTTGTTTAGGTGCCGACACAACAT
CCACGATGCCTCAAAACGGGGCATCGCGGACGCACGTCGACAAGGCATCGCA
GGCACCGGGCTCACACCCGATCCCCCCGACGCCCGGCTGTGATTACGTGTTCG
CGGGTCG
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EK B: Cahismada Kullanmilan Taksonlarin ETS Dizileri

C. kosmelii TD5191:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCEGCT
TCAAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTCGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. kosmelii TD4870:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGYAGGATCCCG
AAAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCA
AGGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCCGC
TTCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCA
TAAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTA
CTCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGA
CGTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCA
TGCACCTTTACGGTCGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCC
AAGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCA
CCG

C. kosmelii x leucocephalum TD4871:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGYAGGATCCCG
AAAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCA
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AGGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCCGC
TTCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCA
TAAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTA
CTCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGA
CGTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCA
TGCACCTTTACGGTCGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCC
AAGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCA
CCG

C. leucocephalum subsp. penicillatum TD4872:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGYAGGATCCCG
AAAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCA
AGGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCCGC
TTCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCA
TAAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTA
CTCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGA
CGTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCA
TGCACCTTTACGGTCGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCC
AAGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCA
CCG

C. leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCTGCT
TCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTCGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
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AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C.leucoccephalum subsp. leucocephalum TD5204:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCTGCT
TCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTCGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. leuconeurum % leucocephalum TD5214-1:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCTGCT
TCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTYGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. leuconeurum % leucocephalum TD5214-2:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
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CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCTGCT
TCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTCGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. leuconeurum % leucocephalum TD5203-2:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACRAGGTGGACCACAAAGCLCYGCT
TCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTYGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. leuconeurum % leucocephalum TD5203-1:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACAAGGTGGACCACAAAGCCYGCT
TCTAGGTTCATCCCACGCCGCATGAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
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GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTYGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. leuconeurum TD5213:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAKACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACGAGGTGGACCACAAAGCLCCGCT
TCAAGGTTCATCCCACGCCGCATAAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTTGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. leuconeurum TD5202-1:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACGAGGTGGACCACAAAGCCCGCT
TCAAGGTTCATCCCACGCCGCATAAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTTGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG
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C. leuconeurum TD5202-2:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAGACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACGAGGTGGACCACAAAGCCCGCT
TCAAGGTTCATCCCACGCCGCATAAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTTGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG

C. leuconeurum TD5202-3:
CATGGCTTAATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTA
GCATTCCTCTTCGACGCAGCCCGCCACGCACGGACAAGCCGAKACGTGACGAA
CGATCGTTTTGGAGAAGCGAGAACGCTTAAATAGGGCAAATGTAGGATCCCGA
AAGACCCATGCCCACATTAGGTTCCGTATACAAGAGACCAAGCAATGCTTCAA
GGGCCACATCGTCGGTGCAAAGGCACCAACGAGGTGGACCACAAAGCCCGCT
TCAAGGTTCATCCCACGCCGCATAAGCGACGCATGACGAAAAGGGACGTCCAT
AAACCCACACGTTACCGTCGATTAGGTATGCAACACAGGAAACCACAAGCTAC
TCAAGGCAAAACAAGCCTTGTCGCTAAAATGAAGAGGTATGAACGCGTGGAC
GTTGCTGCGCGAGCAGACAGCCAACCACCCGTAACAAACCAAACACCACTCAT
GCACCTTTACGGTTGACATTCCCGAAAGTCGGCCGACTAGTAGCGACCCGCCA
AGCACGAAGACCAAGCGAGCAACCAAAAGCCAAACCAACCCCCAGAATGCAC
CG
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EK C: Calismada Kullanilan Taksonlarin MatK Dizileri

C. kosmelii TD5191:
TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. kosmelii TD4870:
TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
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CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. kosmelii x leucocephalum TD4871:
TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCATGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leucocephalum subsp. penicillatum TD4872:

TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCATGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
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CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215:

TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C.leucoccephalum subsp. leucocephalum TD5204:
TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCCGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
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ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCATTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTTTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leuconeurum % leucocephalum TD5214-2:

TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leuconeurum x leucocephalum TD5203-2:

TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCCGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
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TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCATTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTTTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leuconeurum % leucocephalum TD5203-1:
TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCCGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCATTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTTTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leuconeurum TD5213:

TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
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ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leuconeurum TD5202-1:

TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC
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C. leuconeurum TD5202-2:
TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC

C. leuconeurum TD5202-3:

TTGGTTCAGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTAA
GATTCTTTCTCTATGAGTGTCATAATTGGGATAGTCTTATTACTTCAAATTCAA
AGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTTTTCCTAT
ATACTTCTCATGTATGTGAATATGAATCTGGCTTCATCTTTCTCCGTAACCAAT
CTTCTCACTTACGATCAACATCTTCTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCT
ATGGAAAAATGGAGCATCTTGCAGAAGTCTTTGCCAGGGCTTCTCAAGCTAAT
TTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCGTGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCA
ATTCTTGCTTCAAAAGGGACGTTTCTTTTGATGAATAAATGGAAATATTACTTT
GTTAATTTCTGGAAATCTTATTTTTACCTGTGGTCTGAACCAGGAAAGATTTAT
ATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTGACTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTGTG
CGGCTAAAGCGTTCAATGGTCCGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAAT
CGATAATGCTATTAAGAAATTTGATACTATTGTTCCAATTATGCCTCTGATTGG
ATCCTTGGCTAAATCTAAATTTTGTAACGCATTGGGGCACCCTATTGGTAAGGT
GATTTGGGCCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGGACGTATATA
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CAGAAACCTTTCTCATTATCATAGTGGATCTTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCG
AGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAAAACTTTAGCTC
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EK D: Cahsmada Kullamilan Taksonlarin TrnL-F Dizileri

C. kosmelii TD5191:
CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. kosmelii TD4870:
CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
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CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. kosmelii x leucocephalum TDA4871:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGATCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leucocephalum subsp. penicillatum TD4872:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
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AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGATCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCATT

103



C.leucoccephalum subsp. leucocephalum TD5204:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leuconeurum % leucocephalum TD5214-1:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
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ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAKGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCATT

C. leuconeurum % leucocephalum TD5214-2:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leuconeurum % leucocephalum TD5203-2:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
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TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leuconeurum % leucocephalum TD5203-1:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAKGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leuconeurum TD5213:
CTGAGCTATCCCGACTATTCATGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
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TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leuconeurum TD5202-1:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAKGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT
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C. leuconeurum TD5202-2:

CTGAGCTATCCCGACTATTCMTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGAT
AACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTAT
AATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATC
GTGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTAT
CATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTAT
AAAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAA
AAAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATG
GTCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGAT
TTTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACT
CTATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATG
GAGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGAT
TCACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAG
TTTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT

C. leuconeurum TD5202-3:

CTGAGCTATCCCGACTATTCCTGATGTCTCATCCTCATTTTCATTTTACTAGATA
ACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTATTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATA
ATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAAAAATATCGATCG
TGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTCAAAGATGTTCATTTGTACATGTATC
ATATATATCATATGTGATAAGAGAACAGCATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATA
AAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGATAAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAA
AAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATACGAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGG
TCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTTAAATCGACGGATT
TTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGAACGGGACTC
TATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAGATCTATCAGATTATGG
AGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATT
CACAACAATTCTTCTATATTATGTATACAGGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGT
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TTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGTAAGACAATCAACTCCATTCGTTAGA
ACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCT
TTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGGCT
CAATCCAAT
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EK E: Caliymada Kullanilan Taksonlarin Rpl32 Dizileri

C. kosmelii TD5191
CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTCAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCGGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. kosmelii TD4870:
CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTCAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
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AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. kosmelii x leucocephalum TD4871:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTCTCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leucocephalum subsp. penicillatum TD4872:
CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTCTCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
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TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leucocephalum subsp. leucocephalum TD5215:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCGGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA
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C.leucoccephalum subsp. leucocephalum TD5204:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leuconeurum % leucocephalum TD5214-1:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
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AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leuconeurum x leucocephalum TD5214-2:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
LI KO K07 Y Y S ——— S ——

AAAGAAAAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTA
ACGAAAAATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTG
TAAAGGTCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAA
TATACGAAAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGA
ATTGAGAAAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGA
AACCTGGTCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTAT
ATTAACAAATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAAT
ATTTTAGGACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGA
AAGAGATTTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCC
AAATA

C. leuconeurum x leucocephalum TD5203-2:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
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CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leuconeurum % leucocephalum TD5203-1:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

115



C. leuconeurum TD5213:
CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTCAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTCTCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leuconeurum TD5202-1:
CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
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AAAATAAATAAAAAATATTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leuconeurum TD5202-2:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATATTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA

C. leuconeurum TD5202-3:

CTCGACTCATAATAGCCTATTTATATTCAATCGTCGAGATTGAACAAGTCAATT
CAATCAAATAAGTTTTTTTAGCAAAGATTCAAATTGATAAAAAAAATGAGTTC
AAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTATTTATCTT
AGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAACTAGAGAA
TTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTAATTATTTC
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TCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTCAATGAATC
CAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGTACATAATA
TCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGATATATAGGA
AATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATCAAAAAGAA
AAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTTTAACGAAA
AATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTATTGTAAAGG
TCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAAAATATACGA
AAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTAGAATTGAGA
AAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATTGAAACCTGG
TCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTTATATTAACA
AATTACTGAGCCAATTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCCAATATTTTAG
GACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGTAGAAAGAGAT
TTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCTTCCAAATA
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