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OZET

TURKIYE’DE YETIiSEN SIDERITIS L. (LAMIACEAE) CINSININ
HESIODIA VE BURGSDORFIA SEKSTYONLARININ ITS nrDNA ILE trnL-F
VE ndhF cpDNA DIZILERIYLE MOLEKULER SISTEMATIK ANALIZI

Giilsiim GOREN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Yrd. Dog¢. Dr. Fatih COSKUN
Balikesir, 2011

Tiirkiye Sideritis L. tiirlerinin sistematik revizyonu Duman ve Arkadaslari tarafindan
2005’te yapilmis olup, bu ¢alismaya gore Tiirkiye’de Sideritis L. (Lamiaceae) cinsine ait 44
tire ait 55 takson belirlenmistir. Hesiodia ve Burgsdorfia seksiyonlarinda 5 takson
bulunmaktadir. Hesiodia ve Burgsdorfia seksiyonlarina ait taksonlar tek yilliktir. Sideritis
lanata, Sideritis romana subsp.romana, Sideritis curvidens Burgsdorfia seksiyonunda ;
Sideritis montana subsp.montana, Sideritis montana subsp.remota Hesiodia seksiyonunda
yer almaktadir.

Tek yillik Sideritis L. tiirleri ile birgok arastirma yapilmistir ama molekiiler genetik
verilerine dayali filogenetik iliskileri daha onceki ¢aligmalarda yapilmamustir. Bu ¢alisma
ile; Tiurkiye’de yayilis gosteren Sideritis cinsinin tek yillik taksonlarmin ITS nrDNA ile
trnL-F ve ndhF cpDNA bdélgelerinin ¢ogaltilmasi amaglanmistir.  Bu bolgeler DNA
dizilemeyle incelenerek, Tirkiye’deki tek yillik Sideritis taksonlarinin filogenetik iligkileri
ve taksonomik pozisyonlari netlestirilmistir. Bu sonuglar PAUP 4.0 programi yardimiyla
filogenetik agac¢ olusturmada kullanilmistir.

Caligilan bitki 6rneklerinin her birinin ITS, trnL-F ve ndhF bolgelerine ait DNA
dizileri Maksimum Parsimoni (MP) kriteri altinda Dallandir-Bagla-Analizi (Branch-and-
Bound) ile yapilmistir. Sonrasinda mutlak uyumluluk agaglar1 olusturularak Bootstrap
analizi yapilmistir. Genetik uzaklik agaglar1 ise UPGMA ve NJ analizleriyle elde edilmistir.
ITS bolgesine gore olusturulan agaglarin ndhF ve trnL-F boélgelerine gore olusturulan
agaclardan sistematik agidan morfolojik verilerle karsilastirinca daha kullanislt oldugu ortaya
cikmustir.  Sonug olarak, tek yillik Sideritis tirleri monofiletik olup, Sideritis romana ve
Sideritis curvidens ise ayr tiirler olarak desteklenmektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Sideritis, Hesiodia, Burgsdorfia, nrDNA, cpDNA,
ITS, trnL-F, ndhF, Filogenetik Analiz, PAUP.



ABSTRACT

MOLECULAR SYSTEMATIC ANALYSIS OF THE SECTIONS HESIODIA
AND BURGSDORFIA OF THE GENUS SIDERITIS L. (LAMIACEAE)
DISTRIBUTED IN TURKEY USING ITS nrDNA, trnL-F cpDNA, AND ndhF cpDNA
SEQUENCES

Giilsiim GOREN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Msc. Thesis / Supervisor: Assist. Prof. Dr. Fatih Coskun)
Balikesir-Turkey, 2011

Sideritis L. species native to Turkey were revised by Duman et al. in 2005 and the
members of this genus have been delimited with 44 species in total of 55 taxa. There are 5
taxa in Hesiodia and Burgsdorfia sections. Taxa belonging to the sections Hesiodia and
Burgsdorfia are annual. Sideritis lanata, Sideritis romana subsp.romana, and Sideritis
curvidens are in the section Burgsdorfia; Sideritis montana subsp. montana and Sideritis
montana subsp.remota are in the section Hesiodia.

A lot of investigations have been done with the annual Sideritis species; however,
phylogenetic relationships based on the molecular genetic data have not been done yet. For
this study; it was aimed to study the annual Sideritis taxa distributing in Turkey via
employing the amplification of ITS nrDNA, trnL-F, and ndhF cpDNA regions. These
regions were investigated by DNA sequencing and analyzing technigques and the annual taxa
belonging to the genus Sideritis were determined the phylogenetic relationships and
taxanomic positions of the taxa were clarified. The obtained data by DNA sequencing and
editing were used to construct phylogenetic trees via the pylogenetic software named as
PAUP* 4.0.

ITS, trnL-F and ndhF DNA sequences of each plant sample studied were analyzed
under parsimony criterion using Branch-and-Bound algortihm. Then the strict consensus
trees were obtained and the Bootstrap analysis was performed under Maksimum Parsimony
(MP) criterion. Genetic distance trees were obtained via UPGMA and NJ search strategies.
Phylogenetic trees based on ITS region were found to be more useful than phylogenetic trees
based on trnL-F and ndhF regions. In conclusion, Annual Sideritis taxa were found to be
monophyletic, Sideritis romana and Sideritis curvidens were supported to be as distinct
species.

KEYWORDS: Sideritis, Hesiodia, Burgsdorfia, ntDNA, cpDNA, ITS, trnL-F,
ndhF, phylogenetic analysis, PAUP.
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1. GIRIS

Sideritis L. cinsi, bitkiler aleminin zengin familyalarindan biri olan
Lamiaceae familyasina aittir. Lamiaceae familyasi bitkileri hemen hergesit habitatta
ve ylikseltide yayilis gostermekle birlikte asil yayilis alani Akdeniz havzasidir [2].
Diinyada tek yillik ve ¢ok yillik yaklagik 150 tiir ile [3], iilkemizde 41’1 endemik 54
tir ve tiir alt1 seviyede takson ile temsil edilmektedir [3,4]. Sideritis tiirleri halk
arasinda adacayi, dagcayi, yaylacayr adlar1 ile taninmakta ve c¢ay seklinde
kullanilabilmektedir. Halk tibbinda sinir sistemi uyaricisi, antiinflamatuar, analjezik,
soguk algimliklarinda Okstiriik kesici ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir [S5]. Son yillarda Sideritis’in antistres [6], antioksidan [7], ve

antibakteriyal [8] etkileri belirlenmistir.

Bitki tiirleri tanimlanirken son yillarda morfolojik karakterlerin yani sira
molekiiler karakterlerde kullanilmaya baslanmistir [9]. Bunun i¢in genomik DNA
(gDNA), kloroplast DNA (cp DNA) ve mitokondriyal DNA’da (mtDNA) yer alan
birgok bolgeden bitkilerin siniflandirilmasi amaciyla yararlanilmaktadir. Morfolojik
karakterler filogenetik bilgi agisindan yetersiz oldugu zamanlarda molekiiler dizi
analizleri filogenetik analizler acisindan verimli olmaktadir [10].  Sistematik
arastirmacilar dizilerin filogesinin organizmalarin filogenisine yakin oldugunu
farzetmektedir [11]. Bu amagla c¢ekirdek DNA’s1 (nr DNA) iizerinde bulunan i¢
transkribe olan bosluklar (ITS), cpDNA iizerinde bulunan genler arasi bosluklar
(trnL-F) ve protein kodlayan (ndhF) bolgeleri tiir i¢i gesitliligin belirlenmesinde
kullanilan bolgelerdendir. Bu tiir ¢alismalarda gDNA ITS, cpDNA trnL-F ve ndhF
bolgeleri ¢ogaltilip baz polimorfizmine bakilarak taksonlar arasindaki akrabaliklar

belirlenebilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci Tirkiye’de yayilis gosteren Sideritis cinsinin Hesiodia
ve Burgsdorfia seksiyonlarina ait taksonlarm ITS, trnL-F ve ndhF bdlgelerindeki

niikleotid baz dizisini PCR yontemi kullanilarak belirlemek ve bdylece Sideritis



cinsine ait taksonlarin akrabalik iligkilerini ortaya ¢ikararak taksonomik problemlerin

¢Ozlimiine katkida bulunmaktir.

1.1 Tiirkiye’de Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

1.1.1 Genel Ozellikleri

Otlar veya ¢alilar, genellikle glandular ve aromatik, govdeler 4 koseli veya
degil. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pennat, daima opposit, ovat, eliptik,
rotundat. Temel ¢igek durumu brakte veya floral yapraklarin koltugunda tasinan
vertisillastrum seklindedir. Ayrica vertisillastrumlar spikai bas, rasemus veya simoz
durumlar seklinde diizenlenmis olabilir. Cicekler hermafrodit veya erkek sterildir.
Brakteler yapraklara benzer veya belirgin sekilde farklilasmistir. Brakteoller mevcut
veya eksiktir. Kaliks genellikle 5 loplu, st lop 3, alt lop 2 dislidir. Nadiren loplar
veya disler 1-1 veya 1-4 seklindedir ya da kaliks aktinomoftur. Damarlar 5-20’dir.
Korolla gamopetal, zigomorfik ve bilabiat, tiipsii, genellikle iist dudak belirsiz 2
loplu, dik ya da ¢ok az konkav, alt dudak 3 loplu, nadiren alt dudak indirgenmis ve
alt dudak 5 loplu, ya da tstte 1 ve altta 4 loplu, ya da korolla aktinomorfiktir.
Stamenler korolla yiizeyine yapisik, 4 ve didinam ya da 2, istteki ¢ift genellikle
alttaki ¢iftten daha kisa, anter tekalar1 2 ya da 1 gozlii, parale ya da divergent,
nadiren (Salvia’ da ) konnektiflerin uzamasiyla birbirinden ayrilmigtir. Ovaryum iist
durumlu, 2 karpelli ve 4 oviillii, 4 loplu. Stilus ginobazik, nadiren degil, tepede bifid.
Meyve 4 (nadiren az) kuru (nadiren etli) [12,13].

1.2 Tiirkiye’de Yetisen Sideritis Cinsinin Hesiodia ve Burgsdorfia

Seksiyonlarina Ait Taksonlar

1.2.1 Sideritis lanata L.

Sideritis cinsinin Burgsdorfia seksiyonunda yer alir. Tek yillik. Govde (5-

)10-30(-60) cm, dallanma genellikle tabanda nadiren govdede veya basit, sik uzun
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beyaz ince yumusak tiiylii ve kisa salgil tiiylii. Yaprak ovat-eliptik, obtus, krenat
veya krenat-serrat; petiol 3-20(-30) mm, uzun beyaz ince yumusak tiiylii ve kisa
salgili tiiylii; aya 5-40 x 5-20 mm, seyrek uzun yumusak ince tiiylii ve sapsiz salgili
tiiylii. Vertisillaster 2-6 cicekli; vertisillaster aralig1 alt kisimlarda belirgin, 1-2 cm
uzunlugunda, tst kisimlarda belirgin degil ve sikisik. Brakteler (floral yaprak)
yapraga benzer, ovat-arbicular, + sapsiz, krenat veya krenat-serrat. Kaliks 5-10 mm
sik uzun yumusak ince tiylii, £ 2 dudakli; disler lanseolat, acliminat, hafifce geriye
kivrik, tst digler 2.5-4 mm, alt disler 1.5-3 mm. Pedisel 0.2-1 mm, dik yada
meyvelenmede geriye kivrik. Korolla krem, loblarin ucu morumsu-siyah, 6.8 mm, +

kalikse esit, seyrek tiiylii. Findik¢ik ovat, ac¢ik kahverengi, £ 2 mm [12].

Cigeklenme Zamani: Nisan- Haziran.

Habitat ve Yetisme Yiiksekligi: Kiiltiir alanlari, kayalik alanlar, step, makilik, sistli
topraklar ve Quercus coccifera agikliklari, 0-1650 m.

Tiirkiye Yayilisi: Marmara, Ege, Akdeniz ve I¢ Anadolu.

Diinya Yayilis1: Balkanlar ve Tiirkiye

Fitocografik Bolgesi: Dogu Akdeniz Elementi.

Endemizm Orani: Endemik degil [14].

1.2.2 Sideritis romana L.

Bir yillik. Go6vde (3-)10-35(-50) cm, siiriiniicii veya yiikselici, basit yada
tabanda dalli, villoz-lanat ve seyrek salgili tiylii. Yapraklar ovat, oblong,
oblanseolat, eliptik, obtuz veya * akut mucronat, krenat-serrat veya bazen diiz
kenarli, seyrek veya sik villoz-lanat; aya 8-20(-30) x 2-10(-15) mm, alt yapraklar
petiollii, petiol (1-)2-5(-10) mm. Vertisillasterler (2-)4-6 ¢igekli, belirgin aralikli,
vertisillaster aralig1 1-4.5 cm. Brakteler (floral yapraklar) gévde yapraklarina benzer
fakat genellikle kisa sapli veya sapsiz, kiiciik. Brakteol var veya yok var ise kil¢iksi.
Pedisel 0.5-2 mm, dik. Kaliks 5-10(-12) mm, tabanda belirgin sakkat veya degil, iki
dudakli, belirgin damarl yada degil, villoz-lanat ve seyrek kiigiik salgili tiiylii; disler
genellikle dik, iist dis genis¢e ovat, 3-6 mm, igte 3 belirgin damarli; 4 alt dis

triangular-lanseolat, geriye kivrik veya dik, 2-3 mm, disler 1-2 mm dikensi kilgikl.
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Korolla beyaz, 6-10 mm, kalikse esit, seyrek tiiylii. Findikg¢ik ovat, agik kahverengi,
hafifge rugoz, + 1.5 mm [12].

1.2.2.1 Sideritis romana L. subsp. romana L.

Ci¢eklenme Zamani: Nisan-Haziran.

Habitat ve Yetisme Yiiksekligi: Kiiltiir alanlar1, yol kenarlari, taglik alanlar, 5-100 m.
Tiirkiye Yayilisi: Marmara, Akdeniz.

Diinya Yayilis1: Akdeniz havzasi.

Fitocografik Bolgesi: Akdeniz elementi.

Endemizm Durumu: Endemik degil [14].

1.2.3 Sideritis curvidens (Stapf)

Cigeklenme Zamani: Nisan-Haziran.

Habitat ve Yetisme Yiksekligi: Kiiltiir alanlari, Yol kenarlari, taglik alanlar, maki,
kalker kayalik, frigana, sistli serpantin, 0-915 m.

Tiirkiye yayilisi: Akdeniz, Ege.

Diinya Yayilist: Tiirkiye, Yunanistan, Kibris, Liibnan.

Fitocografik Bolgesi: Dogu Akdeniz elementi.

Endemizm Durumu: Endemik degil [14].

1.2.4 Sideritis montana L.

Hesiodia seksiyonunda yer alir. Tek yillik. Govde 10-40 cm, genellikle
yiikselici, tabanda veya goOvdenin orta kismindan dalli, yesil veya morumsu-
kirmizimsi, villoz-lanat, tiiyler 1-6 mm boyunda, salgi tiiyli yok. Yapraklar
oblanseolat, lanseolat, oblong, linear veya eliptik, akut-mucronat veya obtuz,
dentikulat-serrat veya bazen diiz kenarli, seyrek veya sik villoz-lanat; aya (5-)15-30(-

42) x 2-10 mm, alt yapraklar petiollii, petiol 2-15 mm. Vertisillasterler ¢cok sayida,
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(3-)4-6 ¢igekli, vertisillasterler bolgesi yogun veya seyrek beyaz villoz-lanat, belirgin
aralikli veya tst kisimda sikigik, vertisillaster araligr 0.5-3.5 cm. Brakteler govde
yapraklarina benzer fakat genellikle kisa sapli veya sapsiz, kii¢lik, u¢ kismindaki
brakteler sar1 veya mor. Pedisel yok veya 0.5-1.5(-2) mm. Kaliks 6-10 mm, %
aktinomorf, genellikle yesil veya morumsu kirmizi, villoz-lanat; disler + esit,
tringular-ovat, oblong, 2-3.5 mm, kilgik 0.5-1 mm. Korolla sar1 kuruyunca syahimsi-
kahverengine doner, 5-7 mm tiiylii. Findikg¢ik obovat, 1.5-2 x 1-1.5 mm, kahverengi
[12].

1.2.4.1 Sideritis montana L. subsp. montana L.

Cigceklenme Zamani: Mayis-Agustos.

Habitat ve Yetisme Yiksekligi: Kiiltiir alanlar1, yol kenarlari, step, taslik alanlar,
tuzlu step kumu, silisli yamaglar, kayalik yerler, serpantin kayaliklar, volkanik tiif
yamaglar, 0-2000 m.

Tiirkiye Yayilist: Genel yayilisli.

Diinya Yayilist: Tiirkiye, Avrupa, Gliney Bat1 Asya, Kuzey Afrika.

Fitocografik Bolgesi: Akdeniz Elementi.

Endemizm Durumu: Endemik degil [14].

1.2.4.2 Sideritis montana L. subsp. remota (d’Urv) P.W.Ball ex Heywood

Cigeklenme Zamani: Nisan-Temmuz.

Habitat ve Yetisme Yiksekligi: Kiiltlir alanlar1, yol kenarlari, maki, marnh alanlar,
kalker kayalik, 5-2100 m.

Tirkiye Yayilis1: Marmara, Bat1 Karadeniz, Ic Anadolu, Akdeniz, Ege.

Diinya Yayilisi: Tiirkiye, Yunanistan, Ege adalari.

Fitocografik Bolgesi: Dogu Akdeniz elementi.

Endemizm Durumu: Endemik degil [14].



1.3 Sideritis L. Cinsinin Hesiodia ve Burgsdorfia Seksiyonlarma Ait

Taksonlarin Kimyasal Ozellikleri

Tiirkiye’de yetisen Sideritis tiirlerinin Hesiodia ve Burgsdorfia seksiyonlarina
ait taksonlarin ugucu yag ve ana bilesenleri asagida tabloda verilmistir. Tabloda yer
almayan 2 adet tek yillik tiir bulunmaktadir. Birincisi Sideritis romana L. subsp.
romana’dir.  %0.05 ucucu yag tasimakta, ancak yagin ana bilesigi fenolik bir
monoterpen olan timol (%25) diir [15]. Bu tiirle daha 6nce yapilan bir aragtirmada
fenolik bir monoterpen olan karvakrol (%20) {in anabilesik oldugu bildirilmistir [16].
Diger tiir ise Sideritis lanata’dir ve %0.03 ugucu yag tasimaktadir. Anabilesigi bir
yag asidi olan hekzadekanoik asit (%11)dir.  Ayrica spatulenol (%10) adh
seskiterpen bulunmaktadir [15].

Cizelge 1 Tirkiye’de Yetisen Tek Yillik Sideritis Tirlerinin Kimyasal Bilesenleri
[17].

Sideritis Tiirleri Ucucu Yag Miktar1 % Ana Bilesik %

S. curvidens 0.02 Bisiklogermakren,21

S. montana subsp. 0.05 Bisiklogermakren 11,
montana Germakren D,25

S. montana subsp. remota 0.03 Bisiklogermakren 14,
Germakren D,10

1.4 Molekiiler Sistematik

Filogeni; organizmalarin evrimsel tarihidir. Filogenetik analiz farkl tiirler
arasindaki iligkiyi ortaya koymak amaciyla yapilir.  Molekiiler sistematik
caligmalarinda organizmalarin evrimsel tarihini aciklamak i¢in DNA ve proteinler
kullanilir. Molekiiler sistematik calismalart DNA ve proteinde olusan degisikliklerin

hizin1 ve karakterini saptamaya yoneliktir.

Molekiiler sistematik incelemelerinde canlilar arasindaki akrabalik derecesini
gosterirken elde edilen veriler ¢esitli istatistiksel analizlerle filogenetik agaca

dontstiiriliir [18].



Filogenetik agac hangi taksonlarin uzak yada yakin akraba olduklarini,
tiirlesme sirasin1 kaydeder. Agag¢ baslica bir diigiim (node) ve dallardan olusur.
Dallar terminal taksonu baglayan hattir. Diigiimler atasal tiirli ya da tiirleri temsil
ederler [19]. Filogenetik analiz yapildiktan sonra koklii ya da koksiiz agaglar
olusturulabilir. Kok agaclarda ortak bir atayr temsil eder ve agacin herhangi bir
yerinde olabilir. Koksiiz agaclarda ise ortak ata gdsterilmez. Burada sadece tiirler

arasindaki iligki 6n plandadir [20].

Molekiiler sistematik 4 basamakta gergeklestirilir:
- Hizalama.
- Substitusyonlarin saptanmasi.
- Filogenetik aga¢ olusturma.

- Olusturulan agacin degerlendirilmesi.

1.4.1 Molekiiler Sistematikte Kullanilan DNA Cesitleri

1.4.1.1 Cekirdek DNA’sinin Genel Ozellikleri ve Sistematikte Kullaninm

Cekirdegin genom biylikliigli canlilar arasinda farklihik gosterir.  Bitki
cekirdek genomu cok biiylik cesitlilige sahip bir yapidir. Bu cesitliligin kaynagi ise
genlerde meydana gelen; duplikasyon, delesyon, poliploidi ve mutasyonlardir.

Genetik siiriiklenmede cesitlilige sebep olan diger faktorlerdendir.

Kromozom sayis1 ve karyotipteki varyasyonlar bitkilerin incelenmesi
acisindan oldukg¢a onemlidir [21]. Angiospermler ¢ok sayida kromozom igerirler.
Diger bitki tiirleri az sayida kromozoma sahip olsalar da genomlar1 biiyiiktiir [22].

Cicekli bitkilerde genom biiyiikliigii kromozom biiytikliigii ile ilgili degildir.

Bitki molekiiler sistematik ¢alismalarinda genomik DNA {izerinde bulunan
rRNA’lar kodlayan ¢ekirdek rDNA genleri kullanilmaktadir.
7



kloroplast-mitokondri Bitki Cekirdek T -
LY o - > Tek kopva-Cok kopva
dizileri > Genomu GenlerpA (; =
| Virlis kdkenli diziler |
| Transgenik diziler I I eknr D

| Sik tekrarlar

l Dagimk tekrarlar | j \

¢ DNA
135S fRNA

| Siiflandinlamayan diziler

Sentromerler 53 fRNA zenles]
Hareketli DNA : s Telomerler = X
Elementleri SSR (MMiikrosatellit)
Retrotranspozonlar

Sekil 1 Bitki Cekirdek Genomunun Bilesenleri [23].

Okaryotik ribozomal RNA genleri (ribozomal DNA veya rDNA) birbiri
ardina gelen dizilerin bir parcasi olan tekrarli iiniteler NOR (Nucleolar organizer
regions) olarak bilinen kromozom bdlgelerinde bulunur. Her tekrarli iinite transkribe
olan ve 18S, 5.8S ve 26S rRNA genlerini iceren bir bolge ve dis transkribe olan
bosluk adi verilen ve ETS-1, ETS-2 ve transkribe olmayan bolge non-transcribed
spacer (NTS) ad1 verilen dis transkribe olan bolgeye sahiptir [24, 25].

1.4.1.1.1 i¢ Transkribe Olan Bosluklar (Internal Transcribed Spacers,
ITS)

I¢ transkribe olan bosluk (ITS) sistematik caligmalarda cins ve tiir seviyesinde
¢ok sik kullanilan molekiiler markirlardandir. 1TS-1 ve ITS-2 ad1 verilen bosluklar
18S, 5.8S ve 26S korunmus bolgelerinin arasinda bulunmaktadir. ITS-1 ve ITS-2
bolgeleri 300 baz uzunlugunda, 5.8S geni ise 163-164 baz uzunlugundadir. Boylece
ITS bolgesinin uzunlugu yaklasik 700 baz kadardir [26].

ITS-1 ve ITS-2 bolgelerinin filogenetik a¢idan sunduklari veriler farklidir.
ITS-1 verileri ITS-2’ye nazaran daha fazla ¢oziim sunmaktadir ve ITS-2’ye nazaran

niikleotid igerigi %29 daha degiskendir [27].
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Sekil 2 Cekirdek Ribozomal DNA’sinin Tekrarli Uniteleri [28].

ITS; filogenetik ¢alismalarda yeterli veri sunabilecek kadar uzunluga sahip
olmasi, PCR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir olmasi, rDNA bdlgelerine gore niikleotid
degisim hizinin yiiksek olmasi, cins ve tiir seviyelerindeki filogenetik ¢alismalarda
aciklayict olmasi, yiiksek kopya sayisina sahip olmasi gibi 6zellikle sahip olmasi

bakimindan filogenetik ¢aligmalarda olduk¢a kullanilmaktadir.

1.4.1.2 Mitokondriyal DNA’min Genel Ozellikleri ve Sistematikte

Kullanimi

Oksijenli solunum yapan Okaryotik hiicrelerde bulunurlar. Memelilerin
alyuvarlarinda ve prokaryotlarda bulunmazlar. Dis ve i¢ zar olmak iizere iki zar ile
cevrelenmistir. Dis zarm yapisinin diizgiin olmasiin yaninda i¢ zar kivrimh bir
yapiya sahiptir. Mitokondrinin matriksinde ¢esitli enzimler, ribozomlar, RNA ve

DNA bulunur bu da mitokondriyi bazi organellerden ayirir [29].

Mitokondri igerisinde lokalize olmus olan mitokondriyal DNA (mt DNA),
halkasal DNA molekiiliidiir [30]. Mitokondri giiniimiizden 1.5-2 milyar y1l 6nce

ortaya ¢ikmistir ve genlerinin biiyiik bir kismini hiicrenin ¢ekirdegine aktarmistir
[31].

Mitokondri yiizlerce protein icermektedir [32]. mtDNAI2S ve 16S
ribozomal RNAlar ile 22 adet tRNA ve 13 adet polipeptit kodlar ve bunlarin hepsi

oksidatif fosforilasyonun mitokondriyal enerji tireten enzimleri igindedir [33-35].



Bitki mtDNAlarmin diger organizmalarin mitokondrilerinden farkli olmasinin
baslica sebepleri:
a) Bitki mtDNAlar1 diger organizmalarin mitokondrilerinden ¢ok daha biiyiik ve
cesitlidir.
b) Cok sayida yabanci DNA dizileri bitki mitokondrilerinde bulunmaktadir.
¢) Kararsiz ekstra kromozomal plastidler genellikle bitki mtDNA’sinda bulunur.
d) Niikleotid degisim hiz1 yavastir.
e) Kisa serpilmis tekrar dizileri bulunur [36].

366,924/0
-

’ Arabidopsis thaliana
275,193 0 =0 mtDNA
e 366,924 bp

o
_,‘(‘
\~ éi:‘.,
244,616 5 7 -
& S =’
« & I | J__‘/‘(
2%
14,035 3 752,885

-~
183,462

Sekil 3 Arabidopsis thaliana’nin Mitokondri Genomunun Yapisi [37].

1.4.1.3 Kloroplast DNA’simin Genel Ozellikleri ve Sistematikte Kullanim

Bitki filogenetik ¢aligmalarinda kloroplast DNA’s1 da kullanilmaktadir [38].
Kloroplast fotosentezin gergeklestirildigi organeldir. Cift zarla gevrilidir. I¢ tabaka
fotosentez pigmentleri enzimleriyle klorofil iceren yassi keseciklere donitigmiistiir.
Kloroplastlarda “stroma” ad1 verilen ve i¢inde RNA, DNA, ribozomlar ve fotosentez
i¢cin gerekli olan enzimleri igeren s1vi bulunur. Kloroplastlar sahip olduklar1 bu DNA
ve ribozomlarla hem kendilerini ¢ogaltir, hem de bazi proteinlerin {iretimini

gerceklestirir [39].
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Kloroplast genomu fonksiyonel olarak 3 gruba ayrilir.
a) Kodlama yapmayan bolgeler

b) Protein kodlayan bolgeler

¢) Intronlar [40].

Protein kodlayan bolgelerde iki gruba ayrilir. Birincisi kloroplastin kendi
isleyisindeki genler ikincisi ise bioenerjitik ve fotosentetik islerde gorevli genler
[41].

Bitki filogenetik ¢aligmalarinda kloroplastin kullanilmasinin sebeplerini ise su
sekilde siralayabiliriz: cpDNA’sinin yapisal kararliligi, haploid (n) olmasi, genelde
uniperantal aktarilmasi, rekombinant olmamasidir [38]. Kodlanmayan bdlgeleri ¢cok
fazla icermedigi i¢in ¢ekirdek genomuna gore daha yavas bir degisim gostermektedir

[42,43].

cpDNA’sinda bitki filogenetik calismalarinda; ribuloz bifosfatkarboksilaz /
oksijenaz (RUBISCO) genini biiyiik fragmenti rbcL, kloroplast genomunda small
single copy (SSC) ve inverted repeat (IR) bdlgelerinin arasinda yer alan ndhF ve
genler aras1 bosluk (intergenic spacer) trnL-F bolgeleri kullanilabilmektedir.

1.4.1.3.1 Genler Arasi Bosluk ( trnL-trnF)

Genler aras1 bosluk trnL (UAA) 3° ekzonu ve trnF (GAA) geni arasinda yer
alir. Kloroplast genomunun kodlama yapmayan bolgelerindendir ve filogenetik
caligmalarda oldukc¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [44-46]. Bu bdlgenin
rbcL’e gore evrimlesme hizi 3 kat daha fazladir. Genler arasi bosluk ¢ok kolay bir
sekilde cogaltilip, dizilenebilmektedir [44]. Monokotil ve dikotillerde trnL-trnF
boslugunun niikleotid sayis1 120-350bp arasindadir.
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Sekil 4 tRNA Genleri ve Kodlama Yapmayan Bolgenin Sematik Gosterimi [44].

1.4.1.3.2 ndhF Geni

ndhF geni small single copy (SSC) ile inverted repeat (IR) arasinda yer
almaktadir. Titiin tizerinde yapilan ¢alismalarda ndhF geni 2,233 bp uzunlugunda
bu ylizden rbcL’den yaklagik 1.5 kat daha uzun. ndhF geni kloroplastin alt tinitesi
olan NADH dehidrogenaz proteinini kodlar [47,48]. Piring ve tiitiindeki ndhF genini
rbcL geni ile karsilastirdigimizda ndhF genindeki niikleotid degisim oraninin

yaklagik 2 kat daha fazla oldugunu goriiyoruz [48].

Yapilan caligmalarda ndhF 2 tane farkli bolge igermektedir [47]. Genin 5’
bolgesi (1,380 bp) rbcL’e benzer ve ayni oranda substitusyon igerir. Fakat buna zit
olarak ndhF’in 3’ bolgesi (855 bp) A+T oraniyla daha zengin, sinonim olmayan baz
degisimleri daha c¢ok ve biitiin kodonda transversiyon sapmalarini ¢ok giizel

gostermektedir [47].

ndhF geninin akrabalik derecesini ¢Oziimlemede bazi angiosperm
familyalarinda faydali oldugu kanitlanmistir 6rnegin Acanthaceae [49], Solanaceae
[50], Scrophulariaceae [48], Asteraceae [47], Orchidaceae [51] ve Poaceae [52]. Bu
familyalar i¢in ndhF’e dayali olusturulan agaglar rbcL’e gore olusturulan agaglara

gore daha bilgi verici daha ¢oziimleyicidir [47].
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Sekil 6 Angiospermlerde Kloroplast, Mitokondri ve Cekirdek DNA Bolgelerinin
Cesitli Taksonomik Seviyelerdeki Kullanimi [47].

1.4.2 Molekiiler Sistematikte Kullanilan Yontemler

1.4.2.1 RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphism)

Hibridizasyona dayali molekiiler belirteglerdendir. ~ RFLP, ilk DNA
belirteclerindendir [53]. Dokulardan izole edilen gDNA’nin niikleik asit dizilislerini
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tantyan restriksiyon enzimlerince kesilmesi esasina dayanir. DNA parcalarinin
biiyiikliik esasina gore agaroz ya da poliakrilamid jel elektroforezinde ayrilir. DNA
parcalar1 elektroforezde ayrildiktan sonra jelde uygun bir boyama teknigiyle goriiniir
hale gelir. Daha sonra naylon ya da nitroseliiloz membrana transfer edilerek DNA
problariyla etiketlenir. Parcalarla probun hibridizasyonu otoradyografi yontemi ile

aci18a cikartilir [54,55].

RFLP yonteminin avantajlari:
a) Giivenilirdir.
b) Kodominant 6zellik gosterirler bu yiizden heterozigotlarin belirlenmesinde
kullanilabilir.
c) Polimorfizm orani orta diizeydedir.
d) Bir tiirde RFLP belirteci bir kez haritalandiginda akraba pek ¢ok tiir igin o

haritalama bolgesinde potansiyel bir belirteg belirlenmis olur [56].

RFLP yonteminin dezavantajlari:
a) Analizler pahali ve zaman alicidir.
b) Yiiksek is giicii gerektirmektedir.
c) Fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya ihtiyag vardir [57].

1.4.2.2 RADP (Randomly Amplified Polimorphic DNA)

RAPD ilk defa 1990’da rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonunu (PCR) temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir
[58]. RAPD amplifikasyonu PCR temelli bir reaksiyondur. Kullanilan DNA ise
gDNA’dir. RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait gDNA {iizerinde
rastgele sec¢ilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda
tesadiifi olarak baglanarak PCR ile ¢ogaltma yapmasidir. Teknigin devaminda elde
edilen ¢ogaltma iiriinli radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yliriitiiliir ve
cogaltma iirlinleri bantlar halinde gozlemlenerek incelenir. Bantlarin varligi veya

yokluguyla sonuglar degerlendirilmektedir [58,59].
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RAPD tekniginin avantaji:

a) llgilenilen lokusun genleriyle ilgili herhangi bit 6n bilgi gerekmektedir
[58-61].

b) Cogaltmada tiim organizmalar i¢in aymi1 oligoniikleotid primer seti
kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotidler 6zglin bolgelere rastgele
baglanarak ¢ogaltma yapmaktadir [58, 59, 60, 62].

C) Zaman ve maliyet yoniinden uygun [63,64].

d) Az miktarda kalip DNA gerektirir [63, 65, 66].

e) Kullanilan primer sayisi arttik¢a elde edilen bant sayisi da artacagindan,
yakin tiirleri ayirma konusunda duyarlt bir yontemdir.

f) Polimorfizm derecesi yiiksektir [65, 67].

Teknigin avantajlariyla birlikte metodun simirliliklart da vardir. RADP
kullanim agisindan kolay olmasina karsilik, belirtegleri dominanttir ve
heterozigotlarin teshisi zordur [68]. Calismalar sonunda verilerin tekrarlanabilirligi,
reaksiyona giren tiim degiskenlere bagli oldugundan disiiktiir. Bu yiizden

analizlerden 6nce yontem optimize edilmesi gerekir [69, 70].

1.4.2.3 AFLP ( Amplified Fragment Length Polymorphism)

AFLP teknigi, RFLP tekniginin giivenilirliginin PCR tekniginin katilmasiyla
olusturulan bir yontemdir. AFLP teknigi, DNA’nin restriksiyon enzimleriyle
kesilmesi ve biotinle isaretlenmis 2 adaptdr kullanilarak restriksiyon fragmentlerinin
uygun bir DNA ligaz ile birlestirilmesi, restriksiyon fragmanlarina adaptdrlerin
baglanmasiyla olusan uygun dizilere primerlerin baglanmasi ve restriksiyon
fragmanlarinin se¢ici amplifikasyonu basamaklarindan olusur [71]. AFLP teknigi
bitkilerde genetik haritalama ve DNA parmak izi caligmalarinda kullanilmaktadir

[54].

AFLP yO6nteminin avantajlari:

a) Polimorfizm oran1 yiiksektir.
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b) Cok sayida ve aynmi anda tarama yapilabilir bu ylizden parmak izi
analizlerine uygundur.

c) RFLP’den hizli, RADP’den yavastir.

d) DNA’da ilgilenilen bolgeyle ilgili 6n bilgiye ihtiya¢ yoktur [72].

AFLP yonteminin dezavantajlari:

a) Cogunlukla dominant markir verirler.

b) Pahali bir tekniktir.

c) Fazla miktarda ve saf DNA’ya gereksinim duyar [72].

1.4.2.4 SSR (Simple Sequence Repeats)

Yiiksek organizmalar gorevleri henliz tam olarak bilinmeyen ancak
diizenleyici olduklar1 diisiiniilen 2-6 niikleotid gruplarindan olusan bolgelerdir. Basit

dizi tekrarlar1 (SSR) mikrosatellit olarak da bilinmektedir.

SSR’in avantajlari: polimorfizm orani yiiksektir, hizli bir sekilde teknik
gerceklestirilebilir [73]. SSR’in dezavantajlar1 ise pahali olmasi, uzmanlik

gerektirmesi ve zaman alic1 olmasidir [74].

1.4.2.5 VNTR ( Variable Number Tandem Repeat)

VNTR’ler minisatellit olarak da adlandirilirlar ve 9-100 baz ¢iftinden olusur
[75]. VNTR bolgeleri bir¢ok yiiksek dkaryotik canlilarin genomlarinda mevcutturlar
ve cok fazla degiskenlik gosterirler [76]. VNTR polimorfizminde; insersiyon,
inversiyon, delesyon ve duplikasyon gibi bir ¢ok genetik mekanizma rol oynar.
Replikasyon kaymasi veya polimorfizm kaymasi denilen replikasyon hatalar1 da

polimorfizmde rol oynar [77,78].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Calismada Kullamlan Bitki Ornekleri

Calismada kullanilan bitki 6rneklerinin ¢ogunlugu Prof. Dr. Hayri Duman
tarafindan cesitli lokalitelerden toplanmis, bazilar1 da Prof. Dr. Giilendam Tiimen,
Yrd. Dog. Dr. Fatih Coskun ve Yrd. Dog. Dr. Ekrem Akgigek tarafindan toplanmustir.
Taze bitki materyalleri araziden toplandiktan sonra silika jel icerisinde saklama
posetlerinde saklanmistir.  Toplanan 5 taksonun isimleri asagida verilmistir.

Toplanan bitki 6rneklerinin lokaliteleri bulgular kisminda ¢izelge 9’da verilmistir.

- Sideritis lanata L.

- Sideritis romana L. subsp. romana
- Sideritis curvidens

- Sideritis montana subsp. montana
- Sideritis montana subsp. remota

- Stachys ssp.

- Marrubium ssp.

2.1.2 Cahiysmada Kullanilan Kimyasallar
Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich’ten temin

edilmistir.  Molekiiler biyoloji materyalleri Applichem, Biolabs, Stratagene ve

Fermentas firmalarindan yerli kuruluslar araciligryla temin edilmistir.
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2.1.2.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

2.1.2.1.1 Fenol/Kloroform/izoamilalkol ile Yapilan DNA izolasyonu

Kimyasallarn

Bu c¢alismada kullanilan bitki materyallerinin gDNA’s1 Dellaporta ve

arkadagslar1 [79] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen yontemle izole edilmistir.

Izolasyon i¢in kullanilan tiim kimyasallar asagida gdsterilmistir.

Cizelge 2 Fenol/Kloroform/Izoamil Alkol MetoduylaYapilan DNA Izolasyonunda

Kullanilan Kimyasallar.

Cozelti

Kompozisyonu

Ekstraksiyon Tamponu (1L)

33,6 gr Ure
0,5M EDTA (pH: 8)
1 M Tris-HCI (pH:8)

5 M NaCl
%10 SDS
Fenol/Kloroform/izoamil Alkol 25:24:1
NaAc 3MpH:5.2
Izopropil Alkol %100
TE (Tris-EDTA) 10 mM
RNaz A 10 mg/ mL

Etanol (EtOH)

% 70’lik ve % 100 lik

2.1.2.1.2 SIGMA Kiti ile yapilan izolasyonda Kullamilan Kimyasallar

Bitki 6rneklerimizin genomik DNA’s1t SIGMA G2N70 Plant Genomic DNA

Miniprep Kit ile izole edilmistir. Kit ile birlikte gelen hazir solusyonlar ise sunlardir:

Lysis Solution Part A, Lysis Solution Part B, Precipitation Solution, Binding

Solution, Column Preparation Solution, Wash Solution Concentrate, Elution Solution
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH approx. 8.0).
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2.1.2.1.3 PZR’de (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullanilan Kimyasallar

PZR’de kullanilan primerler Integrated DNA Technologies (IDT A.B.D.)
firmasindan temin edildi. Calismada kullanilan primerlerin DNA dizileri, erime
sicakliklart (Tm) Cizelge 3’te verilmistir. PZR’de kullanilan kimyasallar ve

miktarlar: Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 3 PZR’de Kullanilan Primerler ve Ozellikleri.

Primer Niikleotid Dizisi Tm Degeri
ITS-4 CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 52.1°C
ITS-5A TCCTCCGCTTATTGATATGC 49.9°C
ndhF2110R CCCCCTA(CT)ATATTTGATACCTTCTCC | 55.2°C
ndhF1318F GGATTAAC(CT)GCATTTTATATGTTTCG | 52.2°C
trnLf ATTTGAACTGGTGACACGAG 52.8°C
trnLe GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 54.4°C

Cizelge 4 PZR’de Kullanilan Kimyasallar.

Kimyasalin Ad1 Miktari Konsantrasyon
dH,0 10.8 ul _
Tampon 2.5 ul 10X
DMSO 2.5l _
ITS4/ trnLe/ ndhF2110R 25w pmol/ml
ITS5/ trnLf/ ndhF1318F 2.5l pmol/ml
MgCl, 1.5 25 mM
dNTP 0.4 ul 10 mM
Tag DNA Polimeraz 0.3 ul 5 linite
gDNA 2ul
Toplam 25ul

2.1.2.1.4 Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari

Agaroz jel elektroforezinde 0.5’lik TBE kullanilir. Bunun i¢in hazirlanan stok
soliisyon olan 5X’lik TBE seyreltilir. 5X TBE i¢in kullanilan kimyasallar Cizelge

5’te verilmistir.
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Cizelge 5 5X TBE Tamponunda Kullanilan Kimyasallar.

Kimyasalin Ad1 Miktari
Tris -Base 54 ¢
Borik asit 275¢
0.5M pH:8 EDTA 20 ml
Saf Su Uzeri 1 L’ye tamamlanir
2.2 Yontem

2.2.1 Genomik DNA izolasyon Yéntemi

2.2.1.1 Fenol/Kloroform/izoamilalkol Protokolii

Silika jel igerisindeki taze bitki 6rneklerinden 100mg tartilarak havana alinir.
Havana siv1 azot ilave edilir ve yapraklar toz haline getirilene kadar doviiliir. Toz
haline getirilen bitkiler eppendorf tiiplerine alinir. 600 pl ekstraksiyon(izolasyon)
tamponu eklenerek ¢oziiliir. Vortex yapilir.  Uzerine 500ul fenol-kloroform-
izoamilalkol eklenir(dipten alinacak). 5dk alt-iist edilir. 12000 rpm’de 5 dk santrifiij
yapilir. Proteinler dibe ¢coker, DNA {istte kalir. Olusan stipernatant(500ul) temiz bir
tiipe aktarilir. Ustteki siipernatant hacminin %10’u kadar (50 ul) 3M NaAc( pH=5.2)
eklenir. Alt-tst edilir. Siipernatant hacmi kadar (500 pl) izopropanol eklenir. Bu
asamada DNA c¢iplak gozle goriilir. 2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapilarak
coktiirtiliir. Dipte pellet olusur ve iistteki ¢ozelti atik siseye konulur. Olusan pellete
500 pul TE (10mM, pH=8) eklenir. Pellete dokunmadan pipetajla ¢coziilmesi saglanir.
5 pl RNaz A (10mg/ml) eklenir ve alt-iist edilir. Pipetaj yapilir yags: tabaka homejen
hale getirilir. 30 dk 37 °C’de inkiibe edilerek RNA nin uzaklastirilir. 50 pl NaAc
(3M) eklenir ve alt-iist edilir. 1 ml %90’ ik ETOH eklenip alt-iist edilir. -80 °C’ de
10 dk bekletilir. 10 dk 13000 rpm’de santrifiij edilerek DNAnin ¢6kmesi saglanir.
Etanol bosaltilir. Ustteki siipernatant ¢ope atilir, altta pellet kalir. Kalan c¢okelti
%70’1ik ETOH ile pipetaj yapilarak yikanir. 2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapilir.
Olusan ¢okeltiden etanol dikkatlice uzaklastirildiktan sonra 20-30sn 12000rpm’de

santrifiij yapilir. Ependorf tlipler kagit iizerine yan yatirilir etanol kalintilirainin
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ucmasi beklenir. Olusan genomik DNA ¢okeltisi, 50 ul TE veya 200 pl saf su

eklenerek pellet kayboluncaya kadar ¢oziiliir ve DNA kullanima hazir hale gelir.

2.2.1.2 SIGMA Kiti ile Yapilan DNA izolasyon Protokolii

Bitki materyallerinden 100mg alinir ve havanda s1v1 azotla toz haline getirilir.
350ul Lysis Solution (Part A) ve 50ul Lysis Solution (Part B) eklenir. Vortex yapilir.
4ul RNaz pipetaj yapilarak eklenir. 65°C’de 10dk su banyosunda bekletilir. 130ul
Precipitation Solution eklenir. 5dk buzda bekletilir 5dk maksimum hizda (16000g)
santrifiij yapilir. Sivi kisim alinir ve mavi filtreli tiipe aktarilir. Cokelti atilir.  1dk
maksimum hizda santrifiij edilir. Kolon atilir, collection tiip kalir. 700ul Binding
Solution eklenir. Toplam sivi 1000ul civarindadir. Binding kolonu hazirlama:
Kirmiz1 kolonlu tiipler alinir. Her birine 500ul Column Preparation Solution eklenir.
1dk 12000g’de santrifiij yapilir. Stv1 atilir ve boylece kolonumuz hazir hale gelir.
7.basamaktaki karisimin bir kismi kirmizi kolonlu tiipe aktarilir (6rn: 700ul) .
Maksimum hizda 1dk santrifiij yapilir. Sivi atilir, collection tiip kalir. Kirmizi kolon
collection tlipe yeniden konur. 7.basamaktan geriye kalan karisim(6rn:300pul)
kolondan gegirilir. Maksimum hizda 1dk santrifiij yapilir. Stvi ve collection tiip
atilir. Kolon yeni bir collection tiipe yikanmasi i¢in konur. 500ul Wash Solution
eklenir ve maksimum hizda 1dk santrifiij yapilir. Sivi atilir, collection tiip kalir.
500ul Wash Solution eklenir ve maksimum hizda 3dk santrifiij yapilir. Sivi, kolona
temas ettirilmeden atilir. Yeni 2ml’lik collection tiip c¢ikarilir ve i¢ine kolon
yerlestirilir.  100ul Elution Solution (Kullanmadan 6nce 65°C’de 1sitilir) eklenir.
Max hizda 1dk santrifiij yapilir. Kolon siviya temas etmeden ¢ikarilir. Boylelikle 1.
Soliisyon hazir hale gelmis olur. Yeni 2ml’lik tlip hazirlanir. Kolon bu tiipe
yerlestirilir.  100ul Elution Solution (kullanmadan 6nce 65°C’de 1sitilir) eklenir.
Max hizda 1dk santrifiij yapilir. Kolon siviya temas etmeden ¢ikarilir ve atilir. 2.

Soliisyon da hazir hale gelir.
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2.2.2 DNA Saflik ve Miktar Tayini

izole edilen genomik DNA’larinin 260 nm ve 280 nm dalga boyundaki
absorbsiyon degerleri UV spektrometrede olgiilmiistiir.  Olgiimler i¢in kuvars
kiivetler kullanilmistir. gDNA Orneklerinde fenol, protein gibi kontaminantlar ne
kadar az olursa spektrometrik dl¢iim okadar dogru olur. Niikleik asitlerin maksimum
absorbans degeri A260’°dir. Proteinlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu ise
A280’dir. Aromatik bilesiklerin, fenoliin ve karbonhidratlarin absorbans degeri ise
A230’dur.  Niikleik asitlerin saflik degeri hesaplanirken OD260/0D280 orani
kullanilir. Saf bir gDNA i¢in bu oran 1.8-2 arasinda olmalidir.

DNA Konsantrasyonu(ng/pul) = Absorbans degeri (A260) x Seyreltme
Katsayisi x 50ng/ul

2.2.3 Kullanilan PZR Protokolii

PZR toplam reaksiyon hacmi 25ul olacak sekilde hazirlandi. PZR
komplomentleri Cizelge 4’teki miktarlarda 200 pl’lik tiiplere konulmustur. Karigima
en son enzim eklendi ve g¢alisma esnasinda PZR komplomentleri buz iizerinde

muhafaza edildi.

Cizelge 6 ITS Primeri igin Kullanilan PZR Programu.

Basamak Sicakhik | Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 45sn
Annealing 53°C 45sn 35 dongii
Extension 72°C 2dk
Final Extension 72°C | 10dk 1 dongii
Final Hold 4C 2552
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Cizelge 7 ndhF Primeri i¢in Kullanilan PZR Programu.

Basamak Sicakhik | Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30sn
Annealing 49°C 45sn 35 dongii
Extension 72°C 1dk
Final Extension 72°C | 10dk 1 dongii
Final Hold 4°C 2552

Cizelge 8 trnL-F Primeri I¢in Kullanilan PZR Programu.

Basamak Sicakhik | Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 déngii
Denatiirasyon 94°C 30sn
Annealing 52°C 45sn 35 dongii
Extension 72°C 1dk
Final Extension 72°C | 10dk I dongii
Final Hold 4°C 2552

2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonucu olusan bantlar1 gozlemleyebilmek i¢in %0.8’lik agaroz jel
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hazirlandi. Bunun i¢in 0.8 g agaroz tartildi ve 100ml 0.5 X TBE tamponu i¢inde,
mikrodalga firinda kaynatildi. Karisim sogutularak igerisine 1ul EtBr eklendi ve
hazirlanan tampon taraklar1 onceden yerlestirilmis jel kasedi igerisine dokiiliir ve
polimerlesmesi beklenir. Polimerlestikten sonra tanka konulur iizeri biraz geginceye
kadar 0.5 X TBE eklenir ve jeldeki kuyucuklara 2 pl yiikleme boyasi (6X DNA
loading dye), 2 ul PCR iiriinii ve 2 pl saf su yiiklendi. PZR iiriinliniin bitytikligiini

ogrenebilmek icin 5 ul DNA markiri (Lkb DNA ladder yiiklenir. Ornekler 100 voltta




45 dk yiritildii. Daha sonra jel goriinteleme cihazinda bir bilgisayar programi

yardimiyla jelin fotografi ¢ekilip kaydedildi.

2.2.5 Dizi Analizi

Cesitli primerler kullanilarak ¢ogaltilan bolgelerin DNA dizilerini elde etmek
icin refgen ve IYTE’ye gonderildi. Dizilerin islenmesi igin iicretli olan Sequencher
4.10.1 bilgisayar programi kullanildi. DNA dizileri bu programda islenerek
consensus dizileri olusturuldu. Olusturulan consensus dizileri word’e kopyalandi
fasta formatina getirilerek dizi hizalanmasi i¢in hazir hale getirildi. Dizi hizalanmasi
icin internet iizerinden iicretsiz olan kullanilabilen ClustalW programi kullanildi.
Word’e kopyalanan fasta formatindaki diziler ClustalW programinda uygun yere

yapistirildi ve uygun komutlar verilerek dizi hizalanmasi gergeklestirildi.

2.2.6 Filogenetik Analiz

Dizi hizalamasi ClustalW programinda yapildiktan sonra hizalanan dizileri
nexus formatina getirilir ve yaygin bir kullanima sahip olan PAUP 4.0b10
yaziliminin uygun parametreleri kullanilarak filogenetik agaclar olusturuldu. Agac
olusturmada mesafe temelli yontemlerden UPGMA ve NJ metodlariyla fenetik
analizler yapildi ve karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimonu metodu

kullanilarak consensus agaglar1 olusturuldu.
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3. BULGULAR

3.1 Sideritis Cinsinin Hesiodia ve Burgsdorfia Seksiyonlarma Ait

Taksonlarin Morfolojik Karakterlere Dayali Taksonomi Anahtar:

1-Bitki tek yillik

2-Kaliks £2 dudakly, iist dis 4 alt disten daha biiyiik ve genis

3-Bitki sik uzun beyaz villoz tiiylii; st kaliks disi dar lanseolat; korolla

tiipii beyaz, loblar siyah1ms1-mor.............ooeiiiiiiiiiiiiiiii e, 1.lanata
3-Bitki kisa ve seyrek tiiylii ; list kaliks disi ovat; korolla beyaz.. 2.romana

2-Kaliks £ aktinomorf; disler % esit
4-Yaprak ovat-eliptik, 5-25mm genisliginde, krenat, korolla tiipli beyaz
loblar STyah1mSI-MOF. ... .. ..ottt e 1.lanata
4-Yaprak linear-lanseolat veya oblong, 2-10 mm genisliginde, kenari diiz

veya lstte dentikulat-serrat; korolla sar1 kuruyunca kahverengiye doner...3.montana

3.2 Caliymada Kullanilan Bitki Materyalleri ve Lokaliteleri

Cizelge 9 Calismada Kullanilan Bitki Ornekleri.

Herbaryum Tiirii Toplandig Toplandig: Toplayan Toplandig: Tarih
numarasi Lokalite Yiikseklik
Sideritis montana Bé6Sivas:Dogangsar,
HD 10176 L.subsp. montana DogansarSivasyolu 1200-1250 km. Hayri DUMAN 05.06.2010
Sideritis C3 Burdur:
HD 10174 montana L. Burdur- Isparta 1030 m. Hayri DUMAN 02.05.2010
subsp. remota yolu 2 km.
marnli step
Erdek:
FC 0101 Sideritis Seyitgazi 08.07.2010
montana subsp. tiirbesi civart 60 m. Fatih COSKUN
remota kayalar
lizerinde
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Cizelge 9’un Devami

Sideritis B4 Konya: Cumra- Hayri
HD 9935 | montana subsp. | Hadim yolu, | 1150-1200 m. DUMAN 16.5.2009
montana Cigekkoy gevresi,
meselik
HD 7108 | Sideritis lanata | Manisa Kula Usak 106m. Hayri
yolu DUMAN
Sideritis lanata | B2  Usak: Esme, Hayri
HD 10188 L. Kisladagi,metamorfik | 1000-1100m. DUMAN 13.06.2010
alan, maki,
HD 7123 Sideritis Izmir Giimiildiir Hayri
curvidens DUMAN
C3 Antalya: Kas,
HD 9901 Sideritis Kekova. Cevreli- 120 m. Hayri 28.4.2009
curvidens Kapakli arasi, maki DUMAN
aciklig
Erdek: limanin
Sideritis batisindaki tepe, Fatih
FC 0100 curvidens askeri kampin yani, 50-60m. COSKUN 08.07.2010
Seyitgazi tiirbesi
civari kayalarin arasi
A2:  Istanbul
Sideritis Beykoz  Sahinkaya Fatih
FC 0103 romana subsp. | belediye otobiis 105 m. COSKUN 12.07.2010
romana garaj1 Ustli glineybati
yamact
Sideritis Hayri
HD 7251 | romana subsp. DUMAN
romana
B6 Sivas: Zara-
FCO02 Marrubium ssp | Imranli yolu kenari, , Fatih
13. km, mezarlik COSKUN
alani, gistli alan
Stachys ssp Fatih
FCO01 COSKUN
HD 10095 Sideritis C2 Antalya: Kas, Kas 100 m. Hayri 24.6.2009
albiflora cevresi maki agiklig DUMAN
B3 Eskisehir:
HD 10048 Sideritis Sivrihisar- Hayri
gulendamiae | Afyonkarahisar yolu, 950-980 m. DUMAN 19.7.2009
Asagikepen koyt
giineyi, marnli step
Sideritis C6 Hatay:
EA5324 libanotica YAYLADAG 444m. Ekrem 20.7.2009
Labill. subsp. | Yeditepe koyii, AKCICEK
libanotica orman alant
C4 Icel:  Giilnar
HD 10090 | Sideritis vuralii | Ermenek yolu 30. 1320 m. Hayri 24.7.2009
km, Kalker kayalik, DUMAN
acik alanlar
C4 Icel: Giilnar,
Sideritis Giilnar Mut yolu Hayri
HD 10091 brevidens 2.km, Pinus brutia 1040 m. DUMAN 24.7.2009

acikligi, kalker taslik
alanlar,
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3.3 DNA izolasyonu

Bitki orneklerinin genomik DNA’larinin izolasyonu hem ticari kit olan
SIGMA hem de Dellaporta ve arkadaslarinin gelistirdigi Fenol/Kloroform

protokolleri uygulanmistir. Jel goriintiileri Sekil 7°de gdsterilmistir.

Sekil 7 Baz1 Sideritis Tiirlerinin gDNA izolasyonuna Ait Jel Fotografi. (M: Marker,
1: Sideritis curvidens HD7123, 2: Sideritis curvidens FC0100, 3: Sideritis curvidens
HD9901, 4: Sideritis romana subsp. romana HD7251, 5: Sideritis romana subsp.
romana FCO0103, 6: Sideritis montana subsp. montana HD9935, 7: Sideritis montana
subsp. remota FC0101, 8: Sideritis montana subsp. montana HD10176, 9: Sideritis
galatica HD10047, 10: Sideritis vuralii HD10090, 11: Sideritis libanotica subsp.
libanotica EA5324, 12: Sideritis albiflora HD10095, 13: Marrubium ssp.)

3.4 PZR Amplifikasyonu

PZR amplifikasyonuyla ITS, trnL-F ve ndhF bolgeleri ¢ogaltilmis olup elde

edilen bant profilleri sekillerle asagida gosterilmistir.
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Sekil 8 Baz1 Sideritis Tiirlerinin ITS Bolgesine Ait Jel Gorlintiisii. ( M: Marker, 1:
Sideritis lanata HD7108, 2: Sideritis lanata HD10188, 3: Sideritis curvidens
HD10091, 4: Marrubium ssp., 5: Stachys ssp., 6: Sideritis galatica HD10047, 7:
Sideritis vuralii HD10090, 8: Sideritis libanotica subsp. libanotica EA5324, 9:
Sideritis gulendamiae HD10048).

Sekil 9 Bazi Sideritis Tiirlerinin ITS Bolgesine Ait Bant Profilleri. (M: Marker, 1:
Sideritis curvidens HD7123, 2: Sideritis curvidens FC0100, 3: Sideritis curvidens
HD9901, 4: Sideritis romana subsp. romana HD7251, 5: Sideritis romana subsp.
romana FC0103, 6: Sideritis montana subsp. montana HD9935, 7: Sideritis montana
subsp. remota FC0101, 8: Sideritis montana subsp. montana HD10176).
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Sekil 10 Baz1 Sideritis Tiirlerinin ndhF Bolgesine Jel Gortintiisti. (M: Marker, 1:
Sideritis curvidens HD7123, 2: Sideritis curvidens FC0100, 3: Sideritis curvidens
HD9901, 4: Sideritis romana subsp. romana HD7251, 5: Sideritis romana subsp.
romana FCO0103, 6: Sideritis montana subsp. montana HD9935).

700bp j

Sekil 11 Bazi Sideritis Tiirlerinin ndhF Bolgesine Ait jel Fotografi. (M: Marker, 1:
Sideritis lanata HD7108, 2: Sideritis lanata HD10188, 3: Sideritis curvidens
HD10091, 4: Marrubium ssp., 5: Stachys ssp., 6: Sideritis curvidens FC0100, 7:
Sideritis romana subsp. romana)
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Sekil 12 Bazi Sideritis Taksonlarinin trnL-F Bolgesine Ait Jel Fotografi. (M:
Marker, 1: Sideritis lanata HD7108, 2: Sideritis lanata HD10188, 3: Sideritis
curvidens HD10091, 4: Marrubium ssp., 5: Stachys ssp., 6: Sideritis curvidens
HD7123, 7: Sideritis curvidens FC0100, 8: Sideritis curvidens HD9901, 9: Sideritis
romana subsp. romana HD7251, 10: Sideritis romana subsp. romana FC0103, 11:
Sideritis montana subsp. montana HD9935, 12: Sideritis montana subsp. remota
FC0101).

3.5 Dizileme ve Dizi Analizi

3.5.1. Dizileme Reaksiyonu

Calismada kullanilan bitki materyallerine ait 6rnekler PZR reaksiyonuyla
ITS, ndhF, trnL-F bolgeleri ¢ogaltildi. Bu bolgelerin dizi analizi i¢in gesitli sirketler
secildi ve direk PZR iirlinii seklinde dizi analizi sirketlerine gonderildi. Her bir
ornegin DNA dizisi hem forward hem de revers primerleriyle ¢ift yonlii olarak

okutuldu.

Cizelge 10 Bitki Orneklerinin Gonderildikleri Dizi Analizi Sirketleri.

Bitki Materyali Bitki Tiirii Gonderildigi Dizi Analizi

herbaryum Numarasi Sirketi
FCO1 Stachys Refgen

FCO02 Marrubium Refgen

FC0100 Sideritis curvidens IYTE
FC0101 Sideritis montana  subsp. IYTE

remota
FCO0103 Sideritis romana ssp romana Refgen
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Cizelge 10’un Devami

HD7123 Sideritis curvidens Refgen
HD7108 Sideritis lanata Refgen
HD7251 Sideritis romana subsp. romana Refgen
EA5324 Sideritis  libanotica  subsp. Refgen
libanotica
HD9901 Sideritis curvidens Refgen
HD10090 Sideritis vuralii Refgen
HD10095 Sideritis albiflora Refgen
HD10048 Sideritis gulendamiae Refgen
HD10091 Sideritis curvidens Refgen
HD10188 Sideritis lanata Refgen
HD10176 Sideritis  montana  subsp. IYTE
montana
HD9935 Sideritis  montana  subsp. Refgen
montana
HD10047 Sideritis galatica Refgen
HD10174 Sideritis ~ montana  subsp. IYTE
remota

3.5.2 Dizilerin Islenmesi

Her bir tiire ait olan ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerine ait olan
dizileri Sequencher 4.10.1 programi kullanilarak islendi. Dizileme reaksiyonlarinda
yanlis okunmus olan bazlar kromotogramdaki reverse ve forwarddaki sinyallerin
temizligine bakilarak Sequencher 4.10.1 programinda elimizle diizeltildi ve kontigler

olusturuldu boylelikle ¢alisilan bitki 6rneklerimizin ITS, ndhF ve trnL-F bolgelerine

ait DNA dizilerimiz elde edilmis oldu.
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FC25-2110FR_GOS Fragrment base * =42 Base 342 of 767
[ T A £ ] LE] A

=] = A T c c A T T c L T

] ja ] T A 3] [1] 3] A T ja ] ja ] T T A A [1] 3] A
FC25-1315F _&40S Fragment base #3427 Base 3342 of ro0

K] = T C C C T A (K] ] A A T T C [ T

(F] [ A T C C C T A [ [ A A T T C C T

Sekil 13 Sequencher 4.10.1 Programindaki Kromatogramdan Bir Goriintii.

3.5.3 Dizi Hizalamasi

DNA dizilerinin hizalamas: i¢in internette iicretsiz olarak kullanimi olan
ClustalW ad1 verilen program kullanildi. Dizileme reaksiyonlarindan gelen DNA
dizilerimizi Sequencher 4.10.1 programinda islendikten sonra Microsoft Office Word
programina aktarilir ve fasta formatina getirilir boylece dizilerimiz hizalanmaya hazir
hale gelmis bulunur. ClustalW programinda gerekli komutlar verildikten sonra

dizilerimiz hizalanir. 3 farkli boélgeye ait olan hizalanan dizilerimiz Ekler’de

verilmigtir.

FC_01_ stachys CITTGRACECARGTTECEGOCOGARGCCATTA-GECOGRAGEECACECCTGOCTGEFFOGTCR
S.mont_montHD 10176 CITITGARCGCRARAGTIGCGCCCGRAGCCATCA-GEOCGAGAGCRACGCCTIGCCTIGEECGTICA
Marrubium ssp_FC_02 CITITGARCGCRARAGTIGCGCCCGRAGCCATTA-GEOCOGAGEECRACGTICIGCCTIGEECGTICA
5. _mont_ montHD 9935 CTICGGECGCARCTIGCGTICARAGRACTCGAT GG T TCACGEGATTICTGCARTTCACACCR
S.mont._remoc FC 0101 CTICGGECGCARCTIGCGTICARAGACTCGAT GG TTCACGEGATTICTGCARTTCACACCA
S.curvidens_HD 93901 CTICGGECGCARCTIGCGTICARAGACTCGAT GG TTCACGEGATTICTGCARTTCACACCA
S.rom.curvid FC0100 CTICGGECGCARCTIGCGTICARAGACTCGAT GG TTCACGEGATTICTGCARTTCACACCA
S.rom rom FC 0103 I I CGEECEC AT TGO I IC AR A GACTCGATGETTCACGEGATICTIGCARTTCACACCR
S.lanata_ HD 10138 I I CGEECEC AT TGO I IC AR A GACTCGATGETTCACGEGATICTIGCARTTCACACCR

L 3 EE L L L A L L L L L £l L £l Ed L

Sekil 14 ClustalW Programinda Hizalanan Dizilerinden Bir Bolim.

3. 6 Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz yapilmadan once hizalanan dizilerimiz #Nexus formatina
getirilir.  Clinkii filogenetik analiz i¢in kullanilan PAUP 4.0b 10 programi bu
formatta ¢caligmaktadir. Uygun formata getirilen diziler gerekli komutlar verilerek

filogenetik agaglar olusturulmustur.
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Filogenetik aga¢ hem mesafe temelli yontemler hem de karakter temelli
yontemler kullanilarak olusturulabilir. Karakter temelli yontemlerden Maksimum
Parsimony kullanilarak Heuristik arastirma yapilarak ortak uyumluluk (consensus)
agaclar1 olusturulmustur bunun yaninda Bootstrap analizi yapilarak olusan agacin
dallarinin ne kadar giivenilir oldugu tespit edilmistir. Mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average ) ve NJ
(Neighbour Joining ) analizleri yapilarak fenetik yontemlerle agaglar
olusturulmustur. Filogenetik agaclar ve yorumlar1 sonug¢ ve tartisma boliimiinde

verilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 ITS Bolgesine Ait Filogenetik Agaclar ve Analizi

Son yillarda rDNA’nin ITS bolgelerine dayali filogenetik analizlerle
taksonlar arasindaki akrabalik iliskileri ortaya cikarilmaktadir. ITS bolgesi; ITS1
(200-250bp), 5,8rDNA (160bp) ve ITS2 (200-250bp) bolgelerinden olusmaktadir
(Sekil 2). Bunlardan 5,8rDNA bolgesi korunmustur. ITS1 ve ITS2 bolgeleri
filogenetik acidan korunmus bdlgelere gore fazla ¢oziim sunmaktadir. ITS
bolgesindeki polimorfizmler tiirler arasi, tiir i¢i ve populasyon diizeyinde bile
oldukca ¢oziimleyicidir. Bir cinsin filogenisi belirlenirken tek bir gen agaci yeterli
veri saglarken bu gen agacma ek olarak polimorfizm diizeyi yiiksek baska gen
bolgeleri kullanilarak calisilan taksonlarin filogenetik tarihleri daha dogru ve

giivenilir bir bi¢gimde ispatlanir

Filogenetik agaglar olusturulurken karakter temelli yontemlerden parsimoni
kriteri kullanilmistir. Parsimoni kriteri oldukca sik kullanilmaktadir. Parsimoni
metodu biitiin agaclar1 degerlendirir ve her bir aga¢ i¢in bir kriter ya da bir skor
verme esasina dayanir. Parsimonisi en yiiksek agag, en tutumlu olan yani genetik
iliskiyi en dogru sekilde yansitan agactir. Parsimoni metodu evrimin en kisa yolu
izledigi, yani doganin tutucu bir bicimde tutumlu oldugu ve evrimsel siireclerin

ekonomik oldugu kabuliinden hareketle calisir [19].
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Bootstrap analizi elde edilen agaclarin dallarinin giivenilirlik derecesini
istatiksel olarak test etmeye yarar. Bootstrap degeri %0 ile %100 arasinda
degiskenlik gosterir. Kress ve arkadaglariin (2002) karakterize ettigi bootstrap
destek kriterlerine gore, >=%85 gii¢clii, %75-80 aras1 orta, %50-70 aras1 zayif ve
<%50 ¢ok zayif seklinde tanimlanmistir. Eger, belli bir dal i¢in bootstrap destegi
%50’nin altinda ise; arastirmact agacin bu kismindaki dallama modelini
belirleyemedigi sonucuna varacak ve agacta bu dali tek diiglimden ¢ok c¢atalli

(politomi) olarak verecektir [80].

StachysFCO1

S.curvidens7123

S o>Sm.curvFCO0100

S.curvidens9901

S.rom.rom.7251

S.rom.romFCO0103

S.mont.mont9935

S.mon.rem.FC101

S.mont.montl0176

S.galatical0047

S.vuralilO090

S.lib.lib.EA5324

S.albifloral0095

S.gulendam10048

S.curvidens 10091

MarrubiumFCO2

S.lanata7108

S.lanatal0188

Sekil 15 ITS Bolgesinin Branch and Bound Ile Elde Edilen 1 Numarali Agag.

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak
branch and bound analizi yapilmistir. Bu arastirma i¢in olusturulacak maksimum
agac sayis1 10000 olarak se¢ildi. Yapilacak aramada olusacak dallar1 degerlendirmek
igin kullanilan algoritma TBR(Tree-Bisection-Reconnection) olarak se¢ildi. Tim
karakter tipleri sirasiz (unordered) ve esit agirlikta olacak sekilde ayarlandi. Yapilan

analizde 30432 agac¢ olustu. Arama sonucunda olusan 30432 filogenetik agactan 1
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numarali aga¢ sec¢ilmistir. Heuristik arastirma yaparken ortak uyumluluk

(consensus) agaglarindan strict consensus agaci da Sekil 16’da gosterilmektedir.

Yapilan parsimoni analizinde 769 karakter incelenmistir. Bu karakterlerden
565 tanesi sabit ( constant ), 102 tanesi degisken ( variable ) parsimonik agidan bilgi
verici olan karakter sayisi (informative character) ise 102’dir. Heuristic arastirma
sonucunda 30432 agag topolojisi olustu en iyi agacin skoru 335 olarak bulunmustur.
Calismamizda dis grup olarak belirlenen Stachys ve Marrubium cinslerinden
Sideritis cinsi taksonlarina en yakin Stachys, en uzak Marrubium cinsine ait olan tiir
belirlenmistir. ~ Sideritis cinsine ait olan Empedoclia seksiyonuna ait tiirlerden
Sideritis galatica, Sideritis brevidens, Sideritis gulendamiae, Sideritis vuralii,
Sideritis albiflora, Sideritis libanotica subsp. libanotica beklendigi gibi tek yillik
tirlerden ayr1 bir sekilde grup olusturmus ve c¢ok yillik bu tiirlerden Sideritis
brevidens tiirii digerlerine nazaran tek yillik Sideritis tiirlerine daha fazla yakinlik
gostermektedir. Sideritis lanata tiirlerine ait olan 7108 ve 10188 numarali tiirlerin
birbirlerine yakin oldugu olusan agacta gériilmektedir. Sideritis montana ve Sideritis
remota’nin alt tiirleri kendi igerisinde grup olusturmustur ve Sideritis lanata’ya ;
Sideritis’in ¢ok yillik tiirlerine goére ve dis gruplara nazaran daha yakin akraba
olduklar1 gézlenmistir. Sideritis romana’nin alt tiirlerine ait olan 7123, 0100 ve 9901
numarali Sideritis curvidens’e ait olup beklendigi gibi diger Sideritis tiirlerinden
daha yakin ¢ikmigtir Sideritis romana’nin diger 7251 ve 0103 numarali tiirleri
Sideritis romana romana’da diger taksonlara gore daha yakin ¢ikmugtir. Sideritis
montana’nin 9935, 0101 ve 10176 numarali tiirlerinden 9935 numarali olan takson
10176 numarali olan taksonla ayni isimlendirmeye sahip olmasma karsin 10176
numarali olan takson 0101 numarali olan taksonla daha yakin oldugu bu agagta

gozlemlenmistir.
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Strict
S.curvidens7123

S n.curvFC0100

S.curvidens9901

S.rom.rom.7251

S.rom.romFC0103

S.mont.mont9935

S.mon.rem.FC101

S.mont.mont10176

S.galatical0047

S.vuralil0090

S.gulendam10048

S.lib.lib.EA5324

S.albiflora10095

S.curvidens 10091

S.lanata7108

S.lanatal0188

StachysFCO01

MarrubiumFC02

Sekil 16 ITS Bolgesinin Parsimoni Ile Elde Edilen 1 Numarali Agacin Strict
Consensusu.

Mutlak uyumluluk ( strict consensus ) agaci, sadece biitiin parsimonik
agaclarda ortak olan monofiletik gruplar1 hesaba katarak agaci diizenler ve bu yiizden
de en tutucu yontemdir. Literatiirde en yaygin olarak kullanilan aga¢ mutlak

uyumluluk agaclarndir [81].
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Bootstrap

99
69
96
97
51
100
60
56
99 56
100

S.curvidens7123

S. .curviFC0100

S.curvidens9901

S.rom.rom.7251

S.rom.romFC0103

S.mont.mont9935

S.mon.rem.FC101

S.mont.mont10176

S.galatical0047

S.vuralil0090

S.gulendam10048

S.lib.lib.EA5324

S.albifloral0095

S.curvidens 10091

S.lanata7108

S.lanatal10188

StachysFCO01

MarrubiumFC02

Sekil 17 ITS Bolgesinin Bootstrap Analizi Sonucu Olusan Agaci.

Bootstrap analizi olusan agac¢ dallarinin parsimoni kriteri kullanilarak

istatistiksel yonden en giivenilir olan dallar1 belirlemede kullanilir [82]. Her bir dalin

yiizdelik olarak ne oranda desteklendigini gosterir. Bootstrap degeri eger %50’ nin

altinda ise dallanma modeli belirlenemez ve agagta bu dal tek diigiimden ¢ok catalli

(politomi) olarak goriiliir.
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Olusturulan bootstrap agaci, maksimum aga¢ sayist 10000 ve 100 tekrar
yapilarak elde edilmistir. Sekilde de goriildigii gibi bootstrap destegi %50’nin
altinda olan dis gruplarin oldugu dal ve ¢ok yillik tiirlerden Sideritis galatica,
Sideritis vuralii ve Sideritis gulendamiae tiirlerinin bulundugu dal destek orani
%350’nin altinda oldugu i¢in politomi olusmustur. Olusan agagta Sideritis lanata’nin
7108 ve 10188 numarali taksonlarmin bulundugu dal %100 desteklenmistir. Bu
destek bu iki taksonun farkli lokalitelerden toplandigini fakat birbirlerinden higbir
farklar1 olmadiklarini géstermektedir. Sideritis’in ¢ok yillik tiirlerinin bulundugu
dalin bootstrap degeri ise %99 olup bu taksonlarin akrabalik derecesi diger
taksonlara gore daha yakindir. Iki farkli lokaliteden toplanan Sideritis romana’nin
alt tlirlerinin bulundugu dal %96 desteklenmistir bu deger bu iki taksonun
birbirlerinden farkli olmadigimi gostermektedir. Sideritis curvidens’in bulundugu dal
%99 oranda desteklenirken bu tiiriin 0100 ve 9901 numarali olan taksonlarinin
bulundugu dal %69 desteklenmistir. Sideritis romana subsp. romana’nin bulundugu
dal %97 oranda desteklenmistir. Sideritis montana’nin alt tiirlerinin bulundugu dal
%100 desteklenirken 9935 ve 10176 numarali taksonlarin isimlendirilmeleri ayni

olsada 0101 ve 10176 numaral: tiirlerin bulundugu dal %60 oranda desteklenmistir.
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S.curvidens7123
£ rom.curviFCO100

S.curvidens9901

I: S.rom.rom.7251
S.rom.romFCO0103

S.mont.mont9935

—‘7 S.mon.rem.FC101

'— S.lanata7108

I— S.lanatal018s8

S.galatical004a7

S._gulendaml10048

S.vuraliloo90

S.lib.lib.EAS5324

S.albifloralO095

S.curvidens 10091

StachysFCO1

S.mont.montl0176

0.01 substitutions/site

Sekil 18 ITS Bolgesinin Neighbour-Joining Analizi Sonucu Olusan Agact.

UPGMA

L s

.curvidens 7123

om.curviFC0o0100

.curvidens9901

-rom.rom.7251

-rom.romFCO0103

-mont.mont9935

-mon.rem.FC101

-mont.montl0176

.galaticaloo47

.gulendam10048

-vuralilo090

lib.lib.EAS5324

-albifloral0095

.curvidens 10091

lanata7108

lanatal10188

StachysFCO1

MarrubiumF~FCo2

Sekil 19 ITS Bolgesinin UPGMA Analizi Sonucu Olusan Agaci.
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Maksimum parsimoni metoduna ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmistir. NJ analizi sonucu olusan agag¢ Sekil 18’de

UPGMA analizi sonucu olusan agag ise Sekil 19°da verilmistir.

Dizi hizalanmasi (alignment) temeline dayanarak hesaplanan dizi ¢iftleri
arasindaki farkliliklarin miktarina (mesafeye) dayanir. Dizi hizalanmasi sonucu
hesaplanan evrimsel mesafeler, her bir takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir
matrisinin olusturulmasinda kullanilabilirler. Matristeki bu ¢iftli mesafe skorlarina
dayanarak tiim taksonlar icin bir filogenetik aga¢ olusturulabilir. Bu yontemde
kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya en iyi durum (optimum durum)
temelli olarak iki kola ayrilirlar. Kiimelenme temelli algoritmalar, en benzer dizi
ciftlerinden baslayan bir mesafe matrisine dayanarak filogenetik agaci hesap ederler.
Bu algoritmalar, aritmetik ortalamay1 kullanarak agirlikli olmayan c¢ift grup
yontemini ( UPGMA ) ve komsu birlestirme ( NJ ) yOntemini igerirler. NJ
agaclarin1 degerlendirirken agacin sol alt kdsesinde yer alan substitusyon oranindan
yararlaniriz 6rnegin sekil 18’de Stachys ve Marrubium cinslerine ait olan tiirlerine
derin filogeniden giiniimiize kadar bakacak olursak Stachys cinsine ait olan tiirtin 100
niikleotidde ortalama 7 bazda substitusyon varken Marrubium cinsine ait olan tiirde

100 niikleotidde ortalama 9 bazda substitusyon oldugu sonucuna varilabilir.

Mesafe temelli yontemlerle olusturulan agaclar karakter temelli yontemlerden
olan parsimoni analizi sonucu olusan agaglar1 destekledigi goriilmektedir. Sideritis
lanata’nin sik uzun beyaz villoz tiiylii olmasi, iist disi dar lanseolat olmasi nedeniyle
Sideritis romana’dan; yapragi ovat eliptik, 5-25mm genisliginde olmasi nedeniyle
Sideritis montana’dan ayrilir. Molekiiler veriler morfolojik verileri bu noktada
destekledigini agacta da goriiyoruz. ITS bdlgesi i¢in yapilan hem mesafe temelli
hem de karakter temelli yontemlerin birbirlerini desteklediklerini olusan filogenetik

agaclarda goriiyoruz.
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4.2 trnL-F Bolgesine Ait Filogenetik Agaclar ve Analizi

Bir cinsin filogenisi belirlenirken tek bir gen agaci yeterli veri saglarken bu
gen agacina ek olarak polimorfizm diizeyi yiiksek bagka gen bolgeleri kullanilarak
calisilan taksonlarin filogenetik tarihleri daha dogru ve giivenilir bir bigimde
ispatlanir. trnL-F bolgesi kloroplast genomu iizerinde yer almaktadir. Genler arasi
bosluk olan bu bolge monokotil ve dikotillerdeki niikleotid sayis1 120-324bp
arasindadir. Genler arasi bosluk olan bu bolgede karakter temelli yontemlerden
Maksimum Parsimoni kriteri kullanilanak Branch and Bound , mutlak uyumluluk
(Strict Consensus) ve Bootstrap analizleri yapilmistir. Mesafe temelli yontemlerden
de NJ ve UPGMA analizleri yapilmistir. Olusturulan agaclar asagida verilmistir.
TrnL-F bolgesiyle olusturulan agaclarin ITS bolgesi baz alinarak olusturulan

agaclarin karsilastirilmasi da asagida yapilmistir.

StachysFCO1

——————— S.curvidens7123

— S omcurvFC0100

S.romromFCO0103

— S.lanata7108

— S.lanatal0188

S.curvidens9901

MarrubiumFCO02

———— S.rom.rom.7251

———— S.curvidens 10091

S.montrem10174

—— S.montmont9935

—— S.Mmon.Mmon.9Y%623

S.mon.montl0176

S.mon.rem.FC0101

Sekil 20 trnL-F Bolgesinin Branch and Bound Analiziyle Elde Edilen 1 Numarali
Agaci.
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Maksimum parsimoni kriteri kullanilarak Heuristik arastirma yapilmistir. Bu
arastirma icin olusturulacak maksimum agac¢ sayist 10000 olarak secildi. Yapilacak
aramada olusacak dallar1 degerlendirmek icin kullanilan algoritma TBR(Tree-
Bisection-Reconnection) olarak se¢ildi. Tiim karakter tipleri sirasiz (unordered) ve
esit agirlikta olacak sekilde ayarlandi. Yapilan analiz sonucunda 10,000 agag elde
edilmistir. Arama sonucunda olusan 10,000 filogenetik agagtan 1 numarali agag
secilmistir. Heuristik arastirma yaparken ortak uyumluluk (consensus) agaglarindan

Strict Consensus agaci da Sekil 21°de verilmistir.

Parsimoni analizinde toplam 488 karakter incelenmistir. Bu karakterlerden
262 tanesi sabit ( constant ), 93 tanesi degisken ( variable ) ve bilgi verici karakter
sayist 133’tiir. En 1yi agacin skoru 284 iken toplam 2000 aga¢ olusmustur. Bu
bolgeyi calisirken de dis grup olarak Stachys ve Marrubium cinslerine ait
orneklerden birer tane kullanilmigtir fakat ITS bolgesindeki gibi cok yillik tiirlere ait

ornekler yer almamaktadir.

Strict

StachysFCO1

S.curvidens 7123

5 omcurvFCO0100

S.romromFCO0103

S.lanata7108

S.lanatal10188

S.curvidens 9901

MarrubiumFCO2

S.rom.rom.7251

S.curvidens 10091

S.montreml10174

S.mon.montl0176

S.mon.rem.FC0101

S.montmont9935

S.mon.mon.9623

Sekil 21 trnL-F Bolgesinin Parsimoni Analizi Sonucu Elde Edilen 1 Numarali Agacin
Strict Consensusu.
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Bootstrap

StachysFCO1

S.curvidens7123

S omcurvFCO0100

S.romromFCO0103

S.lanata7z108
77

S.lanatal0188

S.curvidens 9901

MarrubiumFCO02

99

89

S.rom.rom.7251

100

S.curvidens 10091

79

S.montrem10174

S.mon.montl0176

92 S.mon.rem.FC0101

S.montmont9935

S.mon.mon.9623

Sekil 22 trnL-F Bolgesinin Bootstrap Analizi Sonucu Elde Edilen Agaci.

trnL-F bolgesine ait filogenetik agaclarin ITS bolgesine ait olan agaclardan
¢ok farli oldugunu goriiyoruz. Sekil 20°de dis grup olarak sectigimiz Marrubium
cinsine ait olan tiir calisma grubumuz olan Sideritis cinsine ait olan tiirlerin arasinda
bulunmaktadir. Buda ¢ok mantikli olmayan bir sonugtur. Sideritis cinsi igin trnL-F
bolgesi ITS bolgesine nazaran ¢ikan sonuglar dogrultusunda pek de kullanigh
olmadigimi goériiyoruz. ITS verilerine gore Sideritis cinsine en uzak tiir Marrubium
cinsine ait olan tiir ¢itkmisken burada Marrubium cinsine ait tiir Sideritis romana
romana’ya ait olan 7251 numarali alt tiir ve Sideritis curvidens olarak adlandirilmis
10091 numaral tiirlerle bulundugu dalin bootstrap destek oran1 %99 cikmistir. %99
cok ciddi bir rakam olup ITS verileri daha mantikli sonuglar dogurdugundan
filogenetik akrabalik dereceleri belirlenirken bu agaca bakip kesin bir sonuca

varilabilecegini diistinmiiyorum.
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~NJ
- StachysFcCo1

“— S.curvidens 7123
-~ £ romcurvFC o100

S.lanata7108

S.curvidens9so01

Marrub iumFcoz=2

- S.montrem10174a

S.montmontoeias

S S.mon.rem.FCO101

- S.Mmon.montlol176

S.mon.mon.ofsz23

S.lanatalols8s

S.romrom FCOoO103
0.01 substitutions/site

Sekil 23 trnL-F Bélgesi I¢in Yapilan NJ Analizi.

uUPGMA

Sekil 24 trnL-F Bolgesi Icin UPGMA Analizi.
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4.3 ndhF Bolgesine Ait Filogenetik Agaclar ve Analizi

cpDNA’sinda trnL-F bolgesine ek olarak olusan sonuglarin daha iyi
degerlendirilmesi agisindan ndhF bolgesine ait bir kisim bolgede calisiimistir uzun
bir bolge oldugu i¢in biz bu bolge lizerinde belirli bir kisim {izerinde ¢alismalarimizi
yiriittik. Calistigimiz bolge yaklasik 800 bp uzunlugundaydi. Yine diger bolgelerde
oldugu gibi bu bolge iizerinde de ayni analizleri uyguladik boylece hem calistigimiz
bolgelerin hangisi filogenetik a¢idan daha mantikli sonuglar ¢ikardi onu tespit etmis

olduk hem de bu ii¢ bolge i¢in olusturdugumuz agaclar1 birbiriyle kiyaslamis olduk.

StachysFCO1

—————— S.curvidens 9901

———— S.curvidens 7123

—— S.rom.rom.FC0103

———— S.romrom7251

S mcurvFC0100

—————— S.lanatal0188

——— S.lanata7108

S.montmontl1l0176

—— S.mont.mont9935

——— S.montremFC0101

S.montmont10174

S.montmont9623

Scurvidens10091

MarrubiumFCO02

Sekil 25 ndhF Bélgesi I¢in Yapilan Branch And Bound Analizi
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Karakter temelli yontemlerden maksimum parsimoni kriteri kullanilarak
branch and bound analizi yapilmistir. Bu arastirma i¢in olusturulacak maksimum
agac sayist 10000 olarak secildi. Yapilacak aramada olusacak dallar1 degerlendirmek
icin kullanilan algoritma TBR olarak sec¢ildi. Tiim karakter tipleri sirasiz ve esit
agirlikta olacak sekilde ayarlandi. Yapilan branch and bound analizinde 975 agag
olustu, en iyi agacin skoru 204 olarak bulunmustur. Toplam 861 karakter
incelenmistir. Bu karakterlerden 701 tanesi sabit, 101 tanesi degisken ve 59 tanesi

filogenetik agidan bilgi verici karakterdir.

Strict

StachysFCO1

S.curvidens9901

S.rom.rom.FCO0103

S.curvidens 7123

£ omcurvFCO0100

S.romrom7251

S.lanatal0188

S.lanata7108

S.montmontl0176

S.mont.mont9935

S.montmontl10174

S.montremFCO0101

S.montmont9623

Scurvidens10091

MarrubiumFCOo2

Sekil 26 ndhF Bélgesi I¢in Olusturulan Mutlak Uyumluluk Agaci

ndhF bolgesi ig¢in olusturulan bu strict consensus agact ITS ve trnL-F
bolgeleri igin olusturulan agagtan daha farkli ¢ikmuigtir. trnL-F bolgesi gibi Sideritis
montana’nin alt tiirlerinin bulundugu dal ve Stachys’in, 7123, 0100, 0103, 9901ve
7251 numaral tiirlerin bulundugu dalda politomi goriilmiistiir. Bu tiirleri birbirinden

farkl kilan yeterli veri olmadig1 anlamina geliyor.
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Bootstrap

StachysFCO1

S.curvidens9901

S.rom.rom.FCO0103

S.curvidens 7123

[}

romcurviF~FCo100

S.romrom7251

52

S.lanatal10188
o8
I— S.lanata7108

S.montmontl0176

S.mont.mont9935
85

o7

S.montmontl10174

100

S.montremi~FCO0101

S.montmont9e23

100

Scurvidens10091

Marrub iumFCo2

Sekil 27 ndhF Bélgesi i¢in Olusturulan Bootstrap Analizi

NJ
—— StachysFCO1

S.curvidens 9901

S.rom.rom.FCO0103

S.romrom 7251

S.lanatal10188

S.lanata7108

S.montmontl0176

S.mont.mont9935

S.montremFCO0O101

S.montmontl0174

— S.montmont9623

Scurvidens10091

MarrubiumFCo2

S.curvidens 7123

S romcurvFCO0100
—— 0O.005 substitutions/site

Sekil 28 ndhF bolgesi i¢in yapilan NJ analizi
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UPGMA

StachysFCO1

—— S.curvidens 9901

—— S.rom.rom.FC0103

— S.romrom?>7251

£ omcurvFCo0100

S.curvidens7123

— S.lanatal10188

— S.lanata7108

— S.montmontl0176

— S.Mmont.mont9935

S.montmontoe23

S.montremFCO101

S.montmontl0174

Scurvidens10091

MarrubiumF~FCO2

Sekil 29 ndhF bolgesi i¢in Yapilan UPGMA analizi.

Yapilan tiim bu analizlerde calisilan 3 bolgeninde birbirlerinden ¢ok farkl
sonuglar ¢ikardigr goriildi. Ama en mantikli sonuglar1 ortaya g¢ikaran bdlgenin
nrDNA iizerinde bulunan ITS bdlgesi oldugu belirlendi. Hem uzunluk bakimindan
yeterli bir uzunluga sahip olmasi (~700 bp) hem de polimorfizm orani yiikksek olmasi
bakimindan digerlerine gore daha dogru sonuglara ulagilmasini sagladi. Calisilan
diger 2 bolge kloroplast DNA’s1 tizerindedir ve trnL-F bolgesi yeterli uzunluga
sahip olmadigi igin (~350 bp) ndhF bolgesinin de uzunlugu ITS’den daha fazla
olmasina ragmen korunmus (kodlama yapan ) bir bolge oldugu i¢in ve polimorfizm
orani diisiik olmasi nedeniyle kesin bir ¢6ziim sunmamaktadir. Dolayisiyla ITS
bolgesinin en dogru sonuglari verdigi ve kloroplast DNA’sinin genelde anasal
kalitim gdstermesi nedeniyle sonuglarin ITS {izerinden degerlendirilmesinin daha

dogru olacag ortaya ¢ikmaktadir.

ITS sonuglarina gore ise Sideritis romana ve Sideritis curvidens’in ayr tiirler

oldugu goriilmektedir. Sekil 17°de Sideritis curvidens’in bulundugu dalin bootstrap
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destegi %99, Sideritis romana’nin bulundugu dalin bootstrap degeri %97 ¢ikmasi bu

sonuca varilmasini saglamaktadir.

Sonug olarak tiim tek yillik taksonlarin ve dis grup olarak alinan tiim ¢ok
yillik taksonlarin da monofiletik oldugu goriilmiistiir ( Sekil 17, 18, 19, 20 ). Cok
yillik taksonlarin arasinda bulunan Sideritis curvidens HD10091 tiirii ile ayn1 10091
numarasina sahip olan Sideritis brevidens tiirii bulunmaktadir. Sideritis curvidens
HD10091 numarali tiir ¢ok yillik diger taksonlarla ayni dalda ¢iktig1 i¢in bu tiir tek
yillik olarak degil de ¢ok yillik olarak degerlendirilmelidir. Bu taksonun araziden
toplanmasi sirasinda sehven S. brevidens yerine S. curvidens olarak yazildigi

anlasilmaktadir.
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5. EKLER

5.1 Cahisilan Taksonlarin ITS Bolgesi Dizi Hizalamasi

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188

____________ GTTT-CCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
-——-CGTGACAAGGTT-CCGTAGGTGGACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
AAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-ACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
—-———-CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-ACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-ACACCTGCA
____________________ TAGGTGA-CCTGCGGAAGGGATCATTGTCG-AAACCTGCA
——————— CCAAGGGTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
_________________________ GCTACTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
——————————— AAGGGTTCCGTAGTGGACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
—————————— GAAGGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
———————— CCTGCGGTTGCCTAGGTGA-CCTGCGG--AGGATCATTGTCG-AAACCTGCA
_______________________ GTGA-CCTGCGGGAAGGATCATTGTCGGAAACCTGCA
__________________ CGTAGGTGAACCTGCGG-AAGGATCATTGTCG-AAACCTGCA
_______________ GCTCGTAGGTGAACCTGCGG-AAGGATCATTGTCG-AAACCTGCA
____________________ TAGGTGA-CCTGCGG-AAGGATCATTGTCG-AAACCTGCA
———————— ACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGG-AAGGATCATTGTCG-AAACCTGCA
______________ TTTCCGTAGGTGA-CCTGCGGA-GG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
————— GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
——————— CCTCCGCGGTTCATAGGTGA-CCTGCGGAAGG-ATCATTGTCG-AAACCTGCA
__________________ CCGTAGTGA-CCTGCGG---AGATCATTGTCG-GAACCTGCA

* * Kk k ok kk * Kk kkkkkkkk * Kk kkkkk

AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAACAAAAAACAAAACCCGG-CGCCGGGGAGCGGGGG-—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAACAAAAAACAAAACCCGGGCGCCGGGGAGCGGGGG-—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAACAAAAAACAAAACCCGG-CGCCGGGGAGCGGGGG-—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAACAAAAAACAAAACCCGG-CGCCGGGGAGCGGGGG-—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCACAAAAAAACAAAACCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGG-—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCACAAAAAAACAAAACCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGG——
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCACAAAAAAAACAAACCCGGGGGCCGCGAGGC—————-——
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCACAAAAAAAACAAACCCGGGGGCCGCGAGGC—————-——
AG-GCACACCGCGAACACGTTCACAAAAAAAACAAACCCGGGGGCCGCGAGGC———————

AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAG----AAACAACGCCGGG-CGCCGCGGAGCGGGGG——
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAG----AAACAATGCCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGG-—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAC----AAACAACGCCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGG-—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAC----AAACAACGCCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGG——
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAC----AAACAACGCCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGGG—
AA-GCAGACCGCGAACACGTTCAG----AAACTACGCCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGG-—

AAAGCAGACCGCGAACACGTTCAC--AAAAACAAAACCCGG-CGCCGCGGGGCGGGEGG-—
AAAGCAGACCGCGAACACGTTCAC--AAAAACAAAACCCGG-CGCCGCGGAGCGGGGG-—

ARAGCAGACCGCGAACACGTTCAC----AARACAAACGCGG-CGGCGCGGCGCGEEGEG——
AAGCAGGACCGCGAACACGTTCAT----TAACAACCCCGGG--GCCGCGGGTCGGGGEGE
* *kkkkkkkkkkkkkkk * % * * * % * kk  kx *

CGACCCC------=-- GGGACGCGGCGC === === === === === —————————— - cG
CGACCCC------=-- GGGACGCGGCGC- === === === === === ————————— cG
CGACCCC--——-—--- GGGACGCGGCGC-— === === === === ———————————————— cG
CGACCCC--——-—--- GGGACGCGGCGC-—— === === === === ——————————————— cG
CGACCCC------=-- GGGACGCGGCGC- === === === === === ———————— cG
CGACCCC--—------ GGGACGCGGCGC- === === === === === ———————— - cG
---CCCC--=—----- B m o
---CCCC-———-m--- B
---CCCC-—=====—- Gmmm
CGACCCC--------- GCGACGCGGCC === === === === === —————m—m cG
CGACCCC-——————-- GCGACGCGGCCC-—— === —— = ——mmmm oo oo oo mmmmm oo cG
CGACCCC-——————-- GCGACGCGGCC - == === m— = —mmmm oo m oo oo oo cG
CGACCCC-——————-- GCGACGCGGCCC-—— === —— = ——mmmm oo oo oo mmmmm oo cG
CGACCCC--—------ GCGACGCGGCC === === === === === ———————— o cG
CGACCCC-—------- GCGACGCGGCC === === === === === ————mm cG
AGACCCC———————-= GCCGCGCGGCCCGAC-————- CCCGCCGGCGCTCGCGCCGCGLG
AGACCCC———————-= GCCACGCGGCCCGAC-———-- CCCGCCGGCGCTCGCGCCGCGLG
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FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFCO02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101

CGACCCC-———————— GCGGCGCGCCCCGAA--———— CCCGCCGGCGLCLGCaLeaLaea
CAACCCCCCGCCCGAGGCACCGAATCCCGCCGGCGCGCGCGCTCGCGCTCGCGCCGTGLG
* k% % *

--CTAACGAACTCGGGCGCGGCATGCGCCAAGGAAAACGAAACTGAGCGGCCCCCCTCCC
--CTAACGAACTCGGGCGCGGCATGCGCCAAGGAAAACGAAACTGAGCGGCCCCCCTCCC
--CTAACGAACTCGGGCGCGGCATGCGCCAAGGAAAACGAAACTGAGCGGCCCCCCTCCC
--CTAACGAACTCGGGCGCGGCATGCGCCAAGGAAAACGAAACTGAGCGGCCCCCCTCCC
--CTAACGAACTCGGGCGCGGCATGCGCCAAGGAAAACGAAACTGAGCGCCCCCCCTCCC
--CTAACGAACTCGGGCGCGGCATGCGCCAAGGAAAACGAAACTGAGCGCCCCCCCTCCC
--ATAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAACGGAGCGCCTCCCCTCCC
--ATAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAACGGAGCGCCTCCCCTCCC
--ATAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAGAACGAAACGGAGCGCCTCTCCTCCC
GCCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAACCGAGCGTCC-CCCCTCC
GCCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCC-CCCCTCC
GCCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCC-CCCCTCC
GCCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCC-CCCCTCC
GCCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCACCCCTCC
GCCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCC-CCCCTCC
GGCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGGCCCACCGCTC
GGCCAACGAACTCGGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGGCCCACCGCTC
GGCTAACGAACTCGGGCGCGGAACGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGCTC--CCATCC
GGCTAACGAACTCGGGCGCGGTATGCGCCAAGGAAAACGCAATGGAGCGTTCCCCTCCCC

khkkhkkkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkkk * khkkkkkkkkk kkkk Kkk * k k ok k * *

CCC---GACCGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGGACGGGACGCCC-ATCGAATG
CCC---GACCGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGGACGGGACGCCC-ATCGAATG
CCC---GACCGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGGACGGGACGCCC-ATCGAATG
CCC---GACCGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGGACGGGACGCCC-ATCGAATG
CCC---GACCGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGGACGGGACGCCC-ATCGAATG
CCC---GACAGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGGACGGGACGCCC-ATCGAATG
CCCCGGAACCGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGAGAGGGACGCCC-ATCGAATG
CCCCGGAACCGCCCCGTCCGCGGGGCGAC---GGGGGAGAGAGGGACGCCC-ATCGAATG
CCCCGGAACCGCCCCGTCAGCGCGGCGAC---GGGGGAGAGAGAGACGCCC-ATCGAATG
CCG---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGCGCCTTGGGGGGGCGAGGGGACGCCC-ATCGAATG
CAG---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGCGCC---GGGGGGTAAGGGGACGCCT-ATCGAATG
CCG---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGCGCC--GGGGGGGCGAGGGGACGCCT-ATCGAATG
CCG---GAGCGACCCGTCCGCGGGGCGCC--GGGGGGGTAAGGGGACGCCT-ATCGAATG
CCG---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGCGLCLC--GGGGGGGCGAGGGGACGCCT-ATCGAAGG
CCG---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGCGCC--GGGGGG-TAAGGGTACGCCT-ATCGAATG
TCCACCGGGAGCCCCGTCCGCGGGGCGAA--GGGGAGAGCGAGGGACGCCT-ATCGAATG
TCCACCGGGAGCCCCGTCCGCGGGGCGAA--GGGGAGAGCGAGGGACGCCT-ATCGAATG
CCCGGCGCGCGCCCCGTCCGLCGGGGCCGC---CCGGGGGTGACGGACGCCT-ATCGAATG
TCC-—-——- TCGGCCCGTCCGCGGGGCGAC----GGGGAGCGAGGGACGCCCTATCGAATG

* kkkkkk kkk kkk * * Kk ok k k *kkkkk Kk

TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTATACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TCTAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA

hhkhkk hhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkhkkkkk

TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
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SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
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SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090
SgulendamiaeHD10048
EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT

KA A A A A A A A A A A, Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA hk kA kA kA kkhkhkkhkk kA kA kA kk ok, k%

GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATCAGGCGGAGGGCACGCCTGCCTGGGGGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATCAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATCAGGCCGAGAGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGLCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGLCCCC
GCGCCCGAAGCCACTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGLCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATCAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGLCCCC
GCGCCCGAAGCCATCAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC
GCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCC

* ok k ok k ok k ok ok ok ok ok k khkkk kkk kkkkk kkkkkkkkk khkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

CCCTCCCCCTCCAC—=====———— GGGGGCGGGCG-~-~-GGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCTCCCCCTCCAC———===———— GGGGGCGGGCG---GGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCTCCCCCTCCAC———===———— GGGGGCGGGCG---GGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCTCCCCCTCCAC—===—————— GGGGGCGGGCG--~-GGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCTCCCCCTCCTT-————————— GGGGGCGGGCG-~-~-GGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCTCCCCCTCCTT—————————— GGGGGCGGGCG-~-~-GGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG

CCCTTCCCCCACGCCTCTCGGGGCGGGGGTGGGCGTCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCGTCCCCCACGCCTCTCGGGGCGGGGGTGGGCGTCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCGTCCCCCACGCCTCTCGGGGCGGGGGTGGGCGTCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG

CCTCCCCCC-GCTCCGC——-——— CCGGGGCGGGGTGCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CTTCCCCC---CCTCGC----— ACGGGG-GGGGTGCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCTCCCCCCCGTCTCGC----— GCGGGG-CGGGTGCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCTCCCCCCCGTCTCGC——-——— GCGGGG-TGGGTGCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CTTCCCCCCCGCCTCGC——-——— GCGGGG-CGGGTGCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCTCCCCCCCG-CTCGC----— GCGGGG-TGGGTGCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCTCCCACCCCGCCTCG----— GCGGGTGGGGTCGG-GGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCTCCCACCCCGCCTCG————— GCGGGTGGGGACGG-GTGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCCACGCCCCCCGACACG—————— GGGGGCGCCGGGAGGGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
CCTCCCCCGC-—==——===—————— GGGGTGGG———--— GGGCGGAGATTGGCCCCCCGTG
* * * % * khkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAAC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAAC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC—---GGCCGGCCCAAACACGAATCCGCCGT-CGACGCAAC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGTTCGACGCAGC--~-GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCAGC--~-GTC
CGCAGCTATGCGCGC—---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCAGCAGCGTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCAGC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCAAC---GTC
CGCAGCGATGCGCGC---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCAAC---GTC

CGCAGCGATGCGCGC—---GGCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGT-CGACGCGC---—-GTC
CGCGCACGTCCGCGCCGCGGCCGGCCCAAATGCGAATCCGCCGT-CGACCCGC---=GTC
* k% * kkkkk *hkkkkkkkkkkk khkkkkkkkkkkk kkkk K * k%
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Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090

SgulendamiaeHD10048

EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090

SgulendamiaeHD10048

EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspFC02

Scurvidens7123
SromanacurvFC0100
ScurvidensHD7123
ScurvidensHD9901
SHD7251
SromanaromFC0103
SMontmontHD9935
SmontremotaFC0101
SmontmontHD10176
SHD10091
SalbifloraHD10095
SgalaticaHD10047
SvuraliiHD10090

SgulendamiaeHD10048

EA5324
SlanataHD7108
SlanataHD10188
FCO1STACYS
MarrubiumsspEFC02

GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCACCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCCCCGATGCGCCGCCGGL
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCACCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGA
GCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACGCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCAACTCGCGTGCTGTCGCGTCCCGATGCGCCGCCGGC
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCCCCGATGCGCCCACGGT
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCCCCGATGCGCCTACGGT
GCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTCAACTCGCGTGCTGTCGCGCCCCGTCGCGCCGTCGGT
GCGACCAGTGGTGGTTGAACTATCAACTCGCGTGCTGTCGCGCTCCACGGCGTCGTCGGT

Khkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkk%k Kkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk%k * % * Kk Kk Kk * Kk K*

CGGGAGACGA-AACGAACCCGGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CGGGAGACGA-AACGAACCCGGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CGGGAGACGA-AACGAACCCGGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CGGGAGACGA-AACGAACCCGGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CAGGAGACGG-AACGAACCCAGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CAGGAGACGG-AACGAACCCAGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
ACGGAGACGA-ACCGAACCCCAACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
ACGGAGACGA-ACCGAACCCCAACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
ACGGAGACGA-ACCGAACCCCAACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAGAGGA-A--GGACCC-AACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAGAG-A-C--GGACCC-AACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAGAGGA-C--GGACCC-AACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAGAGGA-A--GGACCC-AACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAGAGGA-A--GGACCC-AACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAGAGGA-C--GGACCC-AACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAGACGA-ACGAAACCCAGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCAACGACCGCGACCCC
CCGGAGACGA-ACGAAACCCAGA-GGAGCGATCGCGAATCGCGCCAACGACCGCGACCCC
CCGGAGACTT-GGCAGACCC-AACGGAGCGATCGCGAATCGCGCCCACGACCGCGACCCC
CCGGAAACAGCAACGCAACCCAACGGCGCGAGCACGCATCGTGCCCACGACCGCGACCCC

* Kk k Kk * kK * kk kkkk ok kk kkkk kkk kkkkkkkkkkkkkk

AGGTCAGGC-GGGATCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCATAAAGCGGAGGAAA
AGGTCAAGC-CGGATCACCCGCT——=—===—————— e
AGGTCAGGC-GGGATCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCA-—————————————
AGGTCAGGC-GG-ATCACCCGCTGA-——————————————— o —————
AGGTCAGGG-GG-GATC————————————mm
AG-TCAGGC-GT-GTCACCCGCTGA-————————————————mm——————— ——
AGGTCAGGC—==———— e
AGGTCCAGCCGGGATCACCCGCTGA-—————————————— e ————
AGTTCAGGC-GGGATCACCCGCTGA-———————————————— o ————
AGGTCAGGC-TGAGTCTCTG————— === ———m e
AGTTCAG- —— — —— — —

AGGTCAGGC-GGGAT————— === —— e e e e
AGGTCAGGC-GGGATCACCCG === === —mmm e
AGGTCAGGC-GGGATCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCATTAAAGCGGAGGAA
CAGTCAG-C-GGGATCACCCGCTGA-————————————— o ———
AGGTCAGGC-GGGAT————— === —— e e e e
AG-TCAGG-———————————————————————

5.2 Calisilan Taksonlarin trnL-F Bolgesi Dizi Hizalamasi

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176

-—-TGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAAAATAGTTATCCCA
————————————— CCTCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAAAATAGTTATCCCA
-—-TGGTTCTAGTCCCCTTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAAAATAGTTATCCCA
—-——-GGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAAAATAGTTATCCCA
——————————————— TCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAATATAGTTATCCCA
—————————————— CTCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAATATAGTTATCCCA
——————————————— TCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAATATAGTTATCCCA
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Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
57251

510091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
57251

S10091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
57251

S10091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
57251

S10091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
57251

-—-TGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAAAATAGTTATCCCA
————————————— CCTCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAAAATAGTTATCCCA
---GGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAAAATAGTTATCCCA
--TGGTTCAAG-TCCCCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAATATAGTTATCCCA
--TGGTTCAAG-TCCCCTATCCCCAAAAAAGCCTATTTGACTCCTAATATAGTTATCCCA
--TGGTTCATGTCCCTCTATCCCCAAAAAAGTCTATTGGACTCCTAAAATAGTTATCCCG
ATTTGAACTGGTGACACGAGG--ATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCAGCTGAGCTATCCCG
ATTTGAACTGGTGACACGAGG--ATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCAGCTGAGCTATCCCG

* e e e e kk Kk . K e kK Kk K * Kk kk ok ok ok ok

CCCCCCCTT—————————mmmmmm e
CCCCCCCT T —mm————mmm e
CCCCCCCT T mmmmm m m m e e e e e e e e
TCCCCCCT T mmmmm m m m e e e e e e e e
TCCCCCCT Tmmmm————mmm e m e
TCCCCCCT Tmmmm————mmm e m e
TCCCCCCT T mmmmm m m m e e e e e e e e
TCCCCCC T Tmmmmm m m e e e e e
TCCCCCCT Tmmmm————mmm e m e
CCCCCCCTT—————————mm e
TCCCCCC T Tmmm e m m m e e e e e e
TCCCCCCT T mmm e m m m e e e e e e e
CCCCCCCTTTTCGTTTTCGTTAGCGGTTCCAAATTCTTTATCTTTCTGATTCTTTGACTT
ACCATTCCCAAT G- === ——————mm——mm e
ACCATTCCCAATG——————————mmm—mm e

* K *

————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAG-----—-——---ATGCAGGACT
————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAG-----—-—-—---ATGCAGGACT
————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAG----—------ATGCAGGACT
————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAG----—------ATGCAG----
————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAG-----—-—-—-—--ATGCAG----
————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAATCAAT---AGATGCAG---—
————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAG-----—-—-—---ATGCAGGACT
————— AAGGAATCCCTATTTGAATAATTCACAATCAATAG----—------ATGCAGGACT
TAAACAAGGAATCCCTATTTGCATAATTCACAATCAATAG-————————— CTGAAGGACT

————— TAGCATCCCATCTTCATTTTATAGGATAACTGTAGTCTCTGTCAATTAAAGGGAC
————— TAGCATCCCATCTCCATTTTATAGGATAACAGTAGTCTCTGTCAATTAAAGGGAC

ekk ke KKk Kk K ek e kK. ek ek KKk

AGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
AGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
AGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
——GAGAAAACTTTGTAATCCCACCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
TGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
TGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
TGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
——GAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
——GAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
--GAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
TGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
TGGAGAAAACTTTGTAATCCCGCCTGTCCCTTTAATTGACAGAGACTACAGTTATCCTAT
TGGAGAAAACTTTGTAATCCCCCCT----CTTTAATTGACAGATACTCCAGTCATCTAAT
AGGCGGGATTACAAAGTTTTCTCCTGCATCTATTGATTATTGATTGTGAATTATTCAAAT
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510091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
57251

S10091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
57251

510091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspEFC02
57251

510091

FCOlstachys
SromcurvFC0100
Scurvidens7123
Scurvidens9901
SmontremotaFC0101
SmontremotaHD10174
SmontmontHD10176
Slanata7108
SLanataHD10188
SromromFC0103
Smontmont 9623
Smontmont 9935
MarrubiumsspFC02
37251

510091

AGGCGGGATTACAAAGTTTTCTCCAAGTCCTG-CATATATTGATTGTGAATTATTCAAAT

*.*..*: . :.:.:* * **: * % R * :** . * .* * :** :**
AAAATGAAGATGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGAAGATGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGAAGATGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGAAGATGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGGAGGTGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGGAGGTGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGGAGGTGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGAAGATGGGATGCTACGTTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGAAGATGGGATGCTACGTTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGAAGATGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGGAGGTGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGGAGGTGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG
AAAATGAAGATGGGATGCTACATTGGGAATGGTCGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAG

AGG-————==—————— GATTCCTTAAGGGGGGGTGGGATAACTATTTTAGGAGTCAAATA
AGG-————==—————— GATTCCTTAAGGGGGGATGGGATAACTATTTTAGGAGTCAAATA

*.. *.*:* **..*.. * % ******.**.: *.* **: .*.:.
GACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGTTCAAATA-————— === ———————————————————
GACTGAARATCCTCGTGTCCC - === === == === —m == = = mmm oo
GACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGTTCAAATAAGGGCTTTTTTGGGGGTTTGGGACTTGA
GACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGTTCAAATA-—— === === ———————————————————
GACTGAAAATCCTCGTGTC - == === === = == ———m oo oo
GACTGAAAATCCTCGTGTC-—————— === === ——m— == oo
GACTGAARAATCCTCGTGTC-————— === === === —mm = — = mmm o=
GACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGTTCAAATGGGGGGCCGGGCGGGGGGCTGGGTCACCC
GACTGAAAATCCTCGTGTC - == === === = === ———m oo oo
GACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGTTCAAATAGGGGCTTTTTGGGGTGAGGG—---— TTT
GACTGAAAATCCTCGTGCACCAGTTCAAATAGGCATTCCTTAAGGTGGGATGACATAACT
GACTGAAAATCCTCGTGTCCCATGGTCCGGCAGGATTCGCCTGG--~GGGTTGACATTCT

GATTAT-AGGCGTTAATCGGCTTTTTTGGGATAGAGGGACTTGAACCAAAGCATGTCAA-
AATTTAGGAGTCAAATAGGCTTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCACCAGG—————-——
CTTTAAGGAGTCAAATAGGCTTTTTTGGGGATAGACGCACTTGAACCACCAGCGGGC---
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5.3. Calisilan Taksonlarin ndhF Boélgesi Dizi Hizalamasi

FC1STACHYS
Scurvidens9901
SromromFC0103
S.HD7123
SromanacurvFC0100
Sromrom7251
SlanataHD10188
Slanata
SmontmontHD10176
S.HD9935
Smontmont 9623
SmontmontHD10174
SmontremFC0101
Scurvidens10091
Marrubimfc02

FC1STACHYS
Scurvidens9901
SromromFC0103
S.HD7123
SromanacurvFC0100
Sromrom7251
SlanataHD10188
Slanata
SmontmontHD10176
S.HD9935
Smontmont 9623
SmontmontHD10174
SmontremFC0101
Scurvidens10091
Marrubimfc02

FC1STACHYS
Scurvidens9901
SromromFC0103
S.HD7123
SromanacurvFC0100
Sromrom7251
SlanataHD10188
Slanata
SmontmontHD10176
S.HD9935
Smontmont 9623
SmontmontHD10174
SmontremFC0101
Scurvidens10091
Marrubimfc02

FC1STACHYS
Scurvidens9901
SromromFC0103
S.HD7123
SromanacurvFC0100
Sromrom7251
SlanataHD10188
Slanata
SmontmontHD10176
S.HD9935
Smontmont 9623
SmontmontHD10174
SmontremFC0101
Scurvidens10091
Marrubimfc02

FC1STACHYS
Scurvidens9901
SromromFC0103

-TTGATAACCGCCCA-TTATATGTT-CG-CATTA--TTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
-TTGATAAC-GCAC--TTATATGTT-CG-CATTA--TTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
——————————————————— TATGTTTCG-CATTTATTTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
——————————— CATT-TTATATGTTTCG-CATTTATTTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
————————————— GT-TTATATGTTTCG-CATTTATTTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
TGGATTAACCGCCAT-TTATATGTT-CG-CATTTATTTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
————————————————————————————————— TATTTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
TGTGATAACCGCCCCATTATATGTT-CG-CATTTATTTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT
———————————————————————————————————————— CTTACCTTTGAGGGGCATTT
———————————— GATTTTATATGTTTCG-CATTTATTTA-CTTACCTTTGAGGGGCATTT
——————————————————————————————— TTTATTTA-CTTACCTTTGAGGGGCATTT
———————————— CCCCTTATATGTTTCG-CATTTATTTTACTTACCTTTGAGGGGCATTT
————————————— TGATTATATGTTTCGGCATTTATTTACTTTACCTTTGAGGGGCATTT
————————————— CCCTTATATGTTCG--CATTTATTTA--CTGACTTTGAGGGGCATTT
——————————————————————————— CCAATTTATTTA-CTTACTTTTGAGGGGCATTT

* *Ahkkkkkkkkkkk kK

AAACATTCATTTCCAAA-TTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AA-CATTCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATGCCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATGCCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCAAAAATTATAGTGGAAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCAAAAATTATAGTGGAAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCAAAAATTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCAAAAATTATAGTGGAAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAACATTCATTTCAAAAATTATAGTGGAAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AAGCATCCATTTCCAAAATTATAGTGGCAACCAAAATACCTATTTCTATTCCATATCCAT
AA-CATTCATTTCAAAAATTATAGTGGCAAGGAAAATACCTCTTTCTATTCCATATCCAT

Kkk kkk Kkhkkkkk kkhkk Kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk KK Kkhkhkkk Kkhkk KAk hkAkhkAhk kA A A kA A A A A KKK

ATGGGGCAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAACGAAAG
ATGGGGCAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAACGAAAG
ATGGGGCAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAACGAAAG
ATGGGGCAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAACGAAAG
ATGGGGCAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAACGAAAG
ATGGGGCAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAACGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTCGAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTGGAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTGGAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTGGAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTGGAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTGGAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTATTCCAAAAGAATTAACCAAAATTATAGTTTATTAAAAAATGAAAG
ATGGGGTAAAGGGTACTCAAAAAGAATTAACCAAAATTTTGATTTATTAAGAAATGAAAG

Khkhkhkhkk KAAhkAkAhkhkhk Kkk KAk A A A A A A A A A A A A AKXk KK Kkhkkkhkhkhkk Kkkk K*hkkkKk

TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTGTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTGTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGAAAAGACATATCGAAGTAATGA
TTCTTCTTTTTTGTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTGTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTGTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-————————————————————
TTCTTCTTTTTTTTCGAAAAAGACATATCGAAGTAATGA-——————————————=——————
TTCTCCTTTTTGTTGGAAAAAGACATGTCGAAGTGATGA- - ———————————————————

Khkkk KrXXKKK Kk kkkkkkkrAA Ak kkkkkkk kkkx
TAATGCAATAAAAAAGAAGAGGGTGGACGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTAA

TAATGCAATAAAAAAGAAGAGGGTGGACGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTAA
TAATGCAATAAAAAAGAAGAGGGTGGACGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTAA
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TAATGCAATAAAAAAGAAGAGGGTGGACGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTAA
TAATGCAATAAAAAAGAATAGGGTGGACGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTAA
TAATGCAATAAAAAAGAAGAGGGTGGACGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTAA
GAATGCAATAAAAAAAAAGAGGGGGGAGGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTGA
GAATGCAATAAAAAAAAAGAGGGGGGAGGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTGA
GAATGCAATAAAAAAAAACAGGGGGGGCGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCGTTTTGA
GAATGCAATAAAAAAAAACAGGGGGGGCGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTGA
GAATGCAATAAAAAAAAACAGGGGGGGCGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTGA
GAATGCAATAAAAAAAAACAGGGGGGGCGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTGA
GAATGCAATAAAAAAAAACAGGGGGGGCGGGCGCCCTTTTATTAATATTCTCCATTTTGA
GAATGCAATAAAAAAAAAGAGGAGAGGGGGGCACCTTTTTATTAATATTCTCCGTTTGGA
GAATGCAAGAAAAAAA---——— GGGGAGGGACGCCCTTTTATTAATATTCGACATTTTGA

Kkhkkkkkk Khkkkk*k * Kkk kK kk KAk kkAk Ak Ak A A A A KKK Kk kKK *

TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATAAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATCAAAAGTCCTTTTTCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATCAAAAGTCCTTTTTCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATCAAAAGTCCTTTTTCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATCAAAAGTCCTTTTTCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATCAAAAGTCCTTTTTCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTTTCTTTACT
TAATCAAAAGTCCTTTTCCTATCCTTATGAATCCGCGAATACGATGTTATTCTCTTTACT
TAATCAAAAGTCCTTTTTCTATCCTTATGAATCCCCGAATACGATGTTATTTGCTTTACT

Khkhkk KAAKAAAAA A Ak, K hAKAAAAAAAAA A A Ak, hh kA A A A A A A A A kK Kk kK kKK

TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTCGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTTGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTTGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTTGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTTGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTTGGATCCCTAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG
TCTATTAGTTCTATTTACTTTATTTGTTGGATCCCTAGGAATTCCTTTTTATCAAAAAGG
TCTATTAGTCCTATTTACTTTATTTGTTGGATCTATAGGAATTCCTTTTAATCAAAAAGG

B R R R I S S I S R R R R R R R S S S

AAGAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATTTTGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGGTTTGGATCTATTATCCAAATGGTTATCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGGTTTGGATCTATTATCCAAATGGTTATCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGGTTTGGATCTATTATCCAAATGGTTATCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGGTTTGGATCTATTATCCAAATGGTTATCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGGTTTGGATCTATTATCCAAATGGTTATCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AAGAGATCTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTCTATTAACCTTTTACATCAAAA
AGCAGATTTGGATCTATTATCCAAATGGTTAGCTCCGTTTATTAACCTTTTACATCAAAA

* Kkhk kK ok kA AAAAAAAAAAA A A A A A A, hhkhkhhk Ak k kA Ak Ak hk kA kA A A A A A Ak, kK

GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTCCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTCCAAAGACGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
TTCAAAGGATTCGGAAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGATGCTCTTTTTTCAGTTAGTAT
TTCAAAGGATTCGGAAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGATGCTCTTTTTTCAGTTAGTAT
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TTCAAAGGATTCGGAAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGATGCTCTTTTTTCAGTTAGTAT
TTCAAAGGATTCGGAAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGATGCTCTTTTTTCAGTTAGTAT
TTCAAAGGATTCGGAAAGTTGGTATGAATTTTTCAAAGATGCTCTTTTTTCAGTTAGTAT
TTCAAAGGATTCGGCAAGTTGGTATGAATTTTCCAAAGATGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT
GTCAAAGGATTCATCAAGTTGGTATGAATTTTTTCAAGATGCCCTTTTTTCAGTTAGTAT

)k ok kkkkkk kK K*hkhkhkhkhkkkkkkkkkkk*k K*hkhkk Ak Ak kkkhkkhkkkhkkk Kk kK kK

AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTCTTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCAGTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTCTTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCAGTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCGATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCGATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCGATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCGATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCGATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTTCGGAATATTTCTAGCATCCTTTTTATATAAACCCATTTATTCCTCTTTCAA
AGCTTATTGTGGAATATTTCTAGCGTCTTTTTTATATAACCCTATTTATTCATCTTTCAA

*kkkk kK khkkkhkkhkkhkhkhkhkkhkk hk khkkkkkkkkkk kk Kk kkkkkk kkkkkkkk

AAATTTCGAGTTCATAAATTTATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTTATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTTATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTTATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTTATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTTATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAGCCATTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAGCCATTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAGCCGTTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAGCCATTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAGCCATTGGGATAA
AAATTTCGAGTTCATAAATTCATTTGTGAAGTTAGGTCCGAAAAGAAACGGTTGGGATAA
AAATTTTCACTTACTAAATTCATTTGTTAAGTTAGGTCCGAAAAGAAAACATTTGGATAA

Kk Kk kKK * kK Kkhkhkhkhkk Khkhkhkkk KAk hkhk kA kA kA A kA kA kA kA kA A kA Ak k%K Kk Kk kkk kKK

AATTATAAACAACCTGTATAATTGGTCATATAATCGTGCTTATATTGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTGTATAATTGGTCATATAATCGTGCTTATATTGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTGTATAATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTGTATAATTGGTCATATAATCGTGCTTATATTGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTGTATAATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTGTATAATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTTTATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTTTATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAATCTCTATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAATCTCTATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAATCTCTATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAATCTCTATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAATCTCTATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACAACCTCTACGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATCGATTCTTTTTATAC
AATTATAAACGCCCTATATGATTGGTCATATAATCGTGCTTATATAGATTCTTTTTATAC

Kk kKKK kKK Kk kK R R R R R R R R S S R I S S S

AATATCCTTTTCGAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCGAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCGAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCGAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCGAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCGAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCAAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGAGAGTTGGCCAAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGGGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGGGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGGGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGGGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGGGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGACG
AATATCCTTTTCTAGGGGGGTAAGGGAGTTGGCCCAATTAACGCATTTTTTTGATAGATG
AATATCCTTTGCCAGGGGGGTAAGGGAATTGGCCCAATTAACACATTTTTTTGATAGACG

KAk Ak A A A A A, Kk KAk AAA A A A Ak, K,k Khhkhkhkhkk Khhkhkhkhkkhk Khhkkhkhkhkhkhk Ak Ak k k) X
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GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGGTGTCTTGAGTTCTTTTTGGAGAAGGATCAA
GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGGTGTCTTGAG-————————=————————————
GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGGTGTCTTGAGTTT-—---=————————————
GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGGTGTCTTGAGTTTCTTTTTTGGAGAAGGTAT
GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGGTGTCTGA-——————————————————————
GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGG-GTCTTGAGTTTCTTTTTGGAGAAGTATAA
GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGGTGTCTTGAGTTTCTTTTTGGAGAAG—————
GGTAATTGATGGAATTACGAA-GGAGTTGGG-—————=———=———————————————————
GGTAATTGATGGAATCACGAATGGAGTTGGTGTCGTGAGTTTACTTTTTGGAGAAGGTAT
GGTAATTGATGGAATCACGAATGGAGTTGGTGTCGTGAGTTTACTTTTTGGAGAAGGTAT
GGTAATTGATGGAATCACGAATGGAGTTGGTGTCGTGAG--———————————————————
GGTAATTGATGGAATCACGAATGGAGTTGGTGTC-——-=-—=———————=————————————
GGTAATTGATGGAATCACGAATGGAGTTGGTGTC-——==-—=———————————————————
GGTAATTGATGGAATTACGAATGGAGTTGGTGTCGTGAGTTTATTTTTTGGAGAAGGATC
AGTAATTGATGGAAT-ACGAATGAG-———————————————————————————————————

kA kA kA Ak Ak kkk k) *kkkk X
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