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OZET

TURKIYE’DE YETISEN SILENE L. CINSININ AURICULATAE VE
BRACHYPODEAE SEKSIYONLARINA AIT TURLERIN ITS nrDNA
DIZILERINE DAYALI FILOGENETIK ILISKILERI

Emre SEVINDIK
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi/ Tez Damismani: Yrd. Dog¢. Dr. Fatih COSKUN

Balikesir,2011

Bu c¢alismada Tirkiye’nin farkli illerinden toplanan Silene L.
(Caryophyllaceae) cinsine ait 17 tiiriin nrDNA ITS bolgelerinin molekiiler sistematik
analizi yapilmistir.

Arazi caligmasinda toplanan orneklerin 6nce tanimi yapilip daha sonra her
ornek herbaryum haline doniistiiriilmiistiir. Daha sonra 6rneklerin ITS profillerinin
belirlenmesi i¢in her tiirlin yaprak Orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir.
Orneklerin daha sonra ITS bolgeleri uygun 1TS4 ve ITS5A primerleri kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltimistir. Cogalan DNA bdlgelerinin baz
diziler elde edilip islenerek PAUP programi ile filogenetik analiz yapilmistir.
Degerlendirme sonucu ¢alisilan tiirler arasi akrabalik iliskilerini ortaya koyan
Parsimoni, NJ, UPGMA, Boostrap agaglar1 elde edilmistir.

Bu calismadan elde ettigimiz veriler 1s1ginda tiirler arasinda filogenetik
iliskinin agiklanmasinda ITS dizin analizlerinin daha giivenilir bilgiler ortaya
koydugu sonucuna varilmstir.

ANAHTAR KELIMELER: ITS, nrDNA, Silene, PCR, DNA Dizi Analizi,
Parsimoni



ABSTRACT

MOLECULAR SYSTEMATIC RELATION ITS nrDNA OF SILENE L.
TAXA BELONGING AURICULATAE AND BRACHYPODEAE SECTION
SPREAD IN TURKEY

EMRE SEVINDIK
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(Msc. Thesis / Supervisor: Asist. Prof. Dr. Fatih Coskun)

Balikesir-Turkey, 2011

In this study, 17 types of Silene L. (Caryophyllaceae) species which were
collected from different provinces of Turkey were subjected to systematic molecular
analysis for their nrDNA ITS sequences.

Describe were made for species gathered during the field study and then each
sample was transformed into herbarium state. DNA isolation was performed in order
to determine the ITS profiles of the samples. They were duplicated through
polymerase chain reactions(PCR) using ITS sections with appropriate ITS4 and ITS5
primers. Base sequence analysis of duplicated DNA sections was performed and they
were evaluated through PAUP. As a result of the study, Parsimoni, NJ, UPGMA,
Bootstrap analyses were performed to show the relationships between and among the
studied taxa.

In the light of the data we obtained from this study, it was concluded that ITS
sequence analysis provides more reliable data when it comes to explaining the
phylogenetic relationships among the studied taxa.

KEYWORDS: ITS, nrDNA, Silene, PCR, DNA Sequencing, Parsimony
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1. GIRIS

Ulkemiz bitkileri agisindan diinyada zengin iilkelerin basinda gelmektedir.
Bu durum iilkemizin ¢esitli iklim tiplerinin etkisi altinda olmasi, cografi konumu,
jeolojik yapisi, degisik topografyasi ve ¢esitli toprak gruplarina sahip olmasi ve {i¢
fitocografi bolgenin birlestigi bir yerde olmasindan kaynaklanmaktadir [1].
Ulkemizin bu floristik zenginligi bir¢ok arastiricinin ilgisini ¢ekmistir. Bu konuda
yapilmis ilk ve kapsamli calisma E. Boissier tarafindan hazirlanan ‘Flora
Orientalis’[2] ve P. H. Davis editorliiglinde Flora of Turkey and East Aegean Islands
adli 9 ciltlik eser yaymlanmigtir. Daha sonra bu esere 2 ek cilt ilave edilmistir.
Bununla beraber Tiirkiye florast iizerindeki calismalar heniiz tamamlanmis
saytlmamaktadir. Ciinkii ¢ok iyi bilinen bdlgelerimiz (Ege ve Akdeniz gibi..)
yaninda yetersiz bilinen bolgelerimiz ve Dogu Anadolu ve Gilineydogu Anadolu
gibi..) bulunmaktadir. Bu bolgelerde floristik ¢alismalar hala Onemini

kaybetmemistir [3].

Tiirkiye Florasinin hazirlanmasi esnasinda bazi cins ve seksiyonlarda gesitli
taksonomikproblemlerin varligindan s6z edilmis ancak sinirli zaman ve materyal
eksikliginden dolayr pekgok problemin giderilemedigi belirtilmistir [4,5,6,7].
Flora’da belirtilen cesitli taksonomik problemlerin giderilmesi amaci ile bazi cins ve

seksiyonlarin revizyon ¢alismalarinin yapilmasi gerektigi belirtilmistir [8].

Bu caligmada bitkilerin molekiiler sistematik analizlerini yapmaya yonelik
olup, morfolojik, anatomik ve biyokimyasal caligmalar destekleyerek ileride
yapilacak revizyonlara katki saglamaktadir. Molekiiler sistematik ¢aligmalar son 25
yilda bayagi gelismis olup, bu caligmalar dizi analizi ve filogenetik analiz
yontemlerinin bulunmasi ile molekiiler sistematige katki vermistir. Siniflandirma

yapilirken morfolojik karakterler yetersiz oldugu zaman filogenetik caligmalar bu



yetersizligi kapatmaktadir. Filogenetik analiz canlilarin cografik temelinin

bulunmasindan canlilarin filogenilerini molekiiler olarak ispatlamaya ¢alismistir.

Bu calisma Silene L. (Caryophyllaceae) cinsine ait Anadolu’da bulunan
taksonlarin molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak ITS dizi analizi yontemi ile
filogenetik iliskileri belirlenmis ve elde edilen bilgiler 1s18inda bu cinsin revizyonuna
katk1 saglamistir. Ulkemizde bu cinse ait taksonlarm molekiiler taksonomisine ait
herhangi bir ¢alisma bulunmadigi i¢in bu ¢alisma Silene L. (Caryophyllaceae ) cinsi

taksonlarina ait sistematik bilgiler elde dilmistir.

1.1 Tiirkiye’de Caryophyllaceae Familyasi

1.1.1 Silene L. Genel Ozellikleri

Caryophyllaceae familyas1 tek veya ¢ok yillik bitkilerden (nadiren galilar)
olusan 86 cinse sahiptir. Bu familya {iyeleri holoarktik bolgede yerkiirede baskin bir
sekilde dagilirken, giiniimiizde ise familya iiyelerinin yayilis1 Akdeniz ve iran-Turan
fitocografik bolgelerinde yogunlasmistir. Familyanin yaklasik 2200 tiiriiniin
cogunlugu acik ve kuru alanlarda yayilis gosteren heliofitlerdir. Bu bitkiler algak
kesim yagmur ormanlarinda yayilis gostermezler. Familya iiyelerinin bazilar1 da
daglik alanlara 6zgii olup, bu bitkiler en yiiksek rakimli bolgelerde yayilis gosteren
tohumlu bitkiler arasinda yer alir [9]. Govdeleri genelde dik bazen yatik, glandular
bazilarinda seyrek basit tiiylli, nadiren tiiysliz, Yapraklar kordat, obovat, lanseolat,
linear; Genellikle petiyolat nadiren sesil. Yaprak kenarlar diiz, kiiciik disli ve
nadiren lobludur. Baz ¢igekleri kisa ve uzun sapli bazilar1 ise sapsizdir. Pedisel ve
pedinkul genellikle tiiylii. Kaliks tiipsii, 3-45 mm10-60 damarli genellikle glandular
veya basit tiiyllidiir. Kaliks 5 disli, dis uzunlugu 1-5mm. Petal 5, petal dudag: (limb)
genellikle 2 parcali; petal klavlar (sap) tiiysiiz, nadiren basit tiiylii, bazi taksonlarin
limb ve klav’in birlesme noktalarinda iki yan kulake¢ik (auricles) ve iki dilcik
mevcut; koronal pullar genelikle mevcut, degisken sekilli; petaller gogunlukla beyaz,

kirli beyaz, sar1 veya agik pembe; genellikle kaliksten daha uzun. Stilus 3 veya 5;



stigma genellikle tiiylii. Stamen sayis1 10; 5°1 i¢ tarafta antofora bagli, 5’1 dis tarafta
petalin tabanina bagli; flament genellikle tiiysiiz, nadiren basit tliylli, anter baglantisi
versatil. Meyve degisken ve gelismis alt bolmeli (septa) dentisid kapsiil, bazilarinda
septa olmayabilir; dis sayisi stilus sayisinin iki kati kadar. Petaller, stamenler ve
ovaryum ¢icegin tabaninda sap seklinde uzun bir yap1 olusturan antofor iizerinden

yiikselir. Meyvede bu yap1 karpofor adini alir [10,11,12,13].

1.2 Brachypodeae Seksiyonuna Ait Taksonlarin Biyosistematik
Ozellikleri

1.2.1 Silene leptoclada Boiss., FI. Or. 1, 647 (1867).

Cok wyillik, caespitos dik govdeli 10-38 cm uzunlugunda olup govde
tabaninda tiiylerin uzunlugu 0,8-1,3 mm olup yogunlasmistir. Cicek durumu
genellikle 2 ¢igekli, 3 ¢igekli dikazyum, nadiren tek ¢iceklidir. Kaliks 8-15 mm olup
seyrek kisa glandular. Govde yapisina baktigimiz zaman otsu govdelerden alinan
enine kesitlerde en dista bir hiicreli sirali epiderma bulunur. Epiderma lstiinii kalin
bir kutikula ortmiistiir. Epiderma hiicrelerinin arasini ¢ok sayida tiiyler isgal etmistir.
Yaprak yapisina baktigimiz zaman enine kesit incelendigi zaman yapragin her iki
tarafi sirali epiderma dokusu ile kaplidir. Ust epiderma alt epidermaya kiyasla daha
biiyiiktiir ve kalindir. Yaprak epiderma hiicreleri ¢ok sayida tily igerir, mezofil
tabakasinda bol miktarda kloroplast bulunmaktadir. Yapragin her iki tarafinda

bulunan stomalar oval yapida olup anemostiktir.
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Sekil 1.1. Silene leptoclada’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokaliteleri: Antalya: Kalkan-Elmali 1150m, Isparta:
Siitgiiler, Candir koyii civari, kayaliklar 450 m, Kahramanmaras: Bagkonus Dagi,
Kuyuluk mevkii, 1150 m, Van: Erek dagi, 2100 m, Burdur: Burdur- Bucak
karayolu, 800m, Pinus nigra ormani agiklari, yol kenarlari, seyrek kaya kenarlari,
Canakkale: Eceabat, Conkbayiri, Kocagimentepe yolu sagi, 16.5 km, Erzurum:

Dumlu daglari, Tortum selalesi civari, step, 1100 m [15].

1.2.2 Silene inclinata Hub.-Mor. Notes R.B.G., 28, 3 (1967).

Cok yillik, caespitos. Dik govdeli olup 20-40 cm uzunlugunda govdeye
sahiptir. Govde tabaninda tiiyler az yogun olup 0,6-0,9 mm olup iist kisma dogru tiiy
uzunlugu kisalir. Cicek durumu bilesik dikazyum olup brakteler lanseolattir. Govde
yapisina baktigimiz zaman otsu gévde kesiti incelendigi zaman en dista tek sirali
epiderma tabakasi bulunur. Bu tabakayr distan kalin kutikula sarmistir. Epiderma
hiicrelerinde ¢ok hiicreli tiiyler bulunmaktadir. Yaprak yapisina baktigimiz zaman
tiim yapraklar paralel damarlidir. Yaprak enine kesiti incelendigi zaman yapragin her
iki tarafi bir sirali parankima ile kaplidir. Ust epiderma alt epidermaya oranla daha
biiyiikk ve diizenlidir. Mezofil tabakas1 birbirine benzeyen bol miktarda kloroplast
tastyan parankimalar ile kaplidir. Yapragim her iki yiizeyinde bulunan stomalar oval

olup, anemostiktir.
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Sekil 1.2 S. inclinata’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokaliteleri: Kars: Dagpinar kasabas tstleri, volkanik
kayalar 2200-2250 m, Kayseri: Piarbasi Giiriin’e dogru, Giiriin’e 25 m kala,
kayalik alanlar, 1800 m, Erzurum: Erzincan- Erzurum karayolu, Erzurum’a 80 km

kala, step 1900-2000 m, Hatay: Dortyol Rabat, konglomera kayaliklar1 [15].

1.2.3 Silene balansae Boiss. Diagn. ser. 2, 6, 31 (1859).

Cok yillik, caespitos. Dik govdeli olup gbévde uzunlugu 35-75 cm , alt
kisimdan 3. veya 4. nodyuma kadar olan govde kismu tiiysiiz, geri kalan {ist gdvde
kismi glandular. Cigek durumu sikisik panikula. Brakteler lanseolat. Kaliks 9-17
mm olup tilysiiz [14]. Go6vde yapisina baktigimiz zaman alinan enine kesitlerde en
dista tek hiicreli epiderma dokusu bulunur. Epiderma iistiinde kalin bir kutikula
bulunur. Epiderma altinda hemen 18-19 hiicre sirasinda olusan korteks dokusu
bulunmaktadir. Yaprak yapisina baktigimiz zaman yapragin alt ve {ist diizeyinde tek
sirali epiderma dokusu bulunur. Bu doku kutikula kaplidir. Ust epidermay: kaplayan
kutikula daha kalindir. Epiderma hiicreleri arasinda cok hiicreli tiiyler bulunur.
Mezofil birbirine benzeyen parankimatik hiicrelerden olusur ve bol kloroplasthidir.

Yapragin her iki yiizeyinde bulunan stomalar oval sekilde olup, anemostiktir.
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Sekil 1. 3 S. balansae’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokaliteleri: Kayseri: Aslan Dagi, alpinik kusak,
Kayseri: Sariz, Binboga Daglar1 Ziyaret tepesi mevkii iist kesimleri, kayalik yerler,
1950-2300m, Kahramanmaras: Binboga Dagi, Biiyiilk Kar Tepe ¢evresi step, 2450-
2700 m[15].

1.3 Auriculatae Seksiyonuna Ait Taksonlarin Biyosistematik Ozellikleri

1.3.1 Silene fenzlii Boiss. & Bal., Diagn. ser. 2. 6, 30 (1859).
=Syn: Silene sieberi Fenzl.

Cok yillik olup zayif bir gdvde yapisi vardir. Govde uzunlugu yaklasik olarak
15- 40 cm arasindadir. Govde tabaninda tliyler yogunlasmis bulunmaktadir. Cigek
durumu 1 (-2) brakteler lanseolat. Kaliks yaklasik olarak 20-36 mm arasindadir [14].
Govde anatomisine baktigimiz zaman, enine kesit aldigimiz da en dista tek sirali
epiderma tabakasi mevcut olmaktadir. Epiderma iistiinde kalin tabaka olan kutikula
mevcuttur. Bazende cok sirali tiiyler bulunmaktadir. Epiderma altinda 10 siral
korteks dokusu mevcuttur. Yaprak enine kesitine baktigimiz zaman mezofil
tabakasinda birbirine benzeyen c¢ok sayida kloroplast organeli mevcuttur. Ayrica
mezofilde ufak boyut ve iri boyut da iletim elemanlar1 bulunmaktadir. Yapragin her

iki ylizeyinde bulunan stoma hiicreleri oval olup anemostiktir.
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Sekil 1. 4 S. fenzlii’nin Tirkiyedeki Yayilisi

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Afyon: Dinar- Isparta
karayolu 15 km yol kenar1, Nigde: Ulukisla, Caykavak Geg¢idi, Ulukisla’ya 15 km
kala, step 1600 m, Karaman: Ermenek- Mut arasi, Ermenek’e 15 km kala kayalik
yerler 1420-1470 m [15].

1.3.2 Silene argaea Fisch. & Mey. Ann. Sci. Nat. ser. 4, 1: 36 (1854).

Cok yillik olup, govdelerin uzunlugu 1,5-5 cm arasindadir. Govde tabanindan
yukari ¢ikildik¢a tiiylenme artmaktadir. Cigek durumu 1(-2) ¢igekli, brakteler dar
eliptiktir. Kaliks 20-27 mm uzunlugundadir [14]. Govde anatomisine baktigimiz
zaman govde enine kesiti incelendigi zaman en dis kisimda tek sirali epiderma
hiicreleri mevcuttur. Epiderma kalin kutikula ile kaplidir. Epiderma altinda 11 hiicre
sirali korteks mevcuttur. Yaprak anatomisini inceledigimiz zaman, alt ve iist yiizeyde
epiderma mevcuttur. Epiderma kutikula ile kaphdir. Ust epiderma alt epidermaya
kiyasla daha biiylik ve diizenlidir. Yaprak enine ketsine baktigimiz zaman mezofil
tabakasinda birbirine benzeyen c¢ok sayida kloroplast bulunmaktadir. Yapragin her

iki yilizeyinde bulunan stomalar oval olup anemostiktir.
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Sekil 1.5 S. argaea’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Kayseri: Erciyes Dagi,
Canak mevkii, hareketli kayaliklar, 2700- 3000 m, Yozgat: Akdagmadeni, Biiyiik
Nalbant Dagi, kayaliklar, 2200 m [15].

1.3.3 Silene akmaniana Ekim & Celik, Notes R.B.G., 42: 85 (1984).

Cok yillik, caespitos. Yiikseltici govdeli ve gevsek ¢alimsi dir. Govde
uzunlugu 33-49 cm arasindadir. Cigek durumu 1 (-2) c¢igeklidir. Brakteler
oblanseolat. Kaliks 27-32 mm arasindadir [14]. Govde anatomisine baktigimiz
zaman govde enine kesitinde en dista tek sirali epiderma dokusu bulunmaktadir.
Epiderma tistiinde kutikula mevcuttur. Bazende ¢ok hiicreli tiiyler bulunmaktadir.
Epiderma altinda 11 tabakali parankimatik korteks tabakasi bulunmaktadir. Yaprak
anatomisine baktifimiz zaman alt ve iist kisimda epidermis bulunmaktadir. Ust
epiderma alt epidermaya kiyasla daha biiyiik olmaktadir. Ayrica kutikula kalinlig
kiyaslama yapildig1 zaman tiist epidermanin kutikula tabakasi alt epidermaya gore
daha kalindir. Yaprak enine kesiti incelendigi zaman mezofil tabakasi birbirine
benzeyen ¢ok sayida kloroplast bulunmaktadir. Yapragin her iki ylizeyin de bulunan

stomalar oval olup anemostiktir.
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Sekil 1. 6 S. akmaniana’nin Tirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Kahramanmaras:
Binboga Dag1, Dogankonak kdyii dogusu, Kaplikaya ¢evresi kayalik alanlar, 2000-
2400 m, Kayseri: Pinarbasi- Sarkigla, Kavak koyi st kesimleri kayaliklar1 1850-
1900 m [15].

1.3.4 Silene rhynchocarpa Boiss., Diagn. ser. 1, 1, 33 (1843).
=Syn: Silene lycia Boiss., Diagn. ser. 1, 8, 90 (1849).

Cok willik, caespitos. Dik govde olup, govdeler 9-23 cm uzunlugundadir.
Tiiyler gévde tabaninda daha yogun ve uzundur. Cigcek durunu tek ¢igekli 2,3,(-5).
Brakteler lanseolat. Kaliks 20-36 mm olup glandular tiiyler daha yogundur. Gévde
anatomisine baktigimiz zaman, govde koseli yapr gostermektedir.  Otsu govde
kesitine baktigimiz zaman, en dista tek hiicre sirali epiderma dokusu bulunmaktadir.
Bu doku istlinde kalin kiitikula bulunmaktadir. Ayrica yer yer ¢ok hiicreli tiiyler
bulunmaktadir. Korteks tabasina baktigimiz zaman 14 sirali hiicreler bulunmaktadir.
Yaprak anatomisine baktifimiz zaman alt ve {ist ylizey epiderma dokusu ile
cevrilidir. Bu doku iistiinde kalin kiitikula tabakas1i mevcuttur. Bazende epiderma

hiicrelerinde ¢ok hiicreli tiiyler bulunmaktadir. Mezofil tabakasina baktigimiz zaman



bol kloroplastli parankima hiicreleri bulunmaktadir. Yapragin her iki yiizeyinde

bulunan stomalar oval olup, anemostiktir.
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Sekil 1.7 S. rhynchocarpa’nin Tiirkiye’deki yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Kiitahya: Gediz, Murat
Dag1, Cukurdren yukarilari, taslik caywr, 1200 m, Kayseri: Erciyes Dagi, 1300-
1500 m, Yozgat: Cekerek, Ovacik koyii, Deveci Dag1 go¢ yolu, 1900 m, Amasya:
Ak Dag, Uzunova yaylasi, kayalik yerler, 1650-1700 m, Denizli: Civril Akaya-
Sigirkuyrugu arasi, 1400 m [15].

1.3.5 Silene araratica Schischk. lzv. Tomsk. Univ. 77 (3): 292 (1927).
=Syn: Silene davisii Chowdh., Notes R.B.G., 22: 272 (1957).
=Syn: Silene pulchella Chowdh., op., cit. 273.
=Syn: Silene araratica Schischk. subsp. davisii (Chowdh.) Ghazanfar

Morfolojik 6zelliklerine baktigimiz zaman, ¢ok yillik, caespitos,. Dik govdeli
olup govde uzunlugu 3,5-14 cm uzunlugundadir. Cicek durumu tek gigek, 2 (-3)
cicekli dikazyum. Brakteler obavat. Kaliks 20- 34 mm. Go6vde anatomisine
baktigimiz zaman, otsu govdeden alinan kesitte en dista tek sirali epiderma dokusu
yer almaktadir. Bu doku iistiinde kutikula bulunmaktadir, yer yer ¢ok sayida tiiy

mevcuttur. Epiderma altinda 8 sirali korteks bulunmaktadir. Yaprak anatomisine
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baktigimiz zaman, alt ve iist kisimda tek sirali epiderma mevcuttur. Bu doku iistiinde
kutikula tabakasi bulunur. Bu tabaka iist kisstmda daha kalindir. Mezofil tabasina
baktigimiz zaman, ¢ok sayida kloroplast tasiyan parankima hiicreleri bulunmaktadir.

Yapragin alt ve iist yiizeyinde bulunan stomalar oval sekilli olup, anemostiktir.
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Sekil 1.8 S. araratica’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Van: Van kalesi, kayalik ve nemli

yerler, 1750 m, Hakkari: Cilo Dag1, 2600 m[15].

1.3.6 Silene brevicaulis Boiss., Diagn., ser. 1, 1, 34 (1843).
=Syn: Silene brevicaulis Boiss. var. latiloba Boiss. FI. Or. 1: 623 (1867).
=Syn: Silene antitaurica Chowdh., Notes R.B.G., 22: 273 (1957).

Cok yillik, caespitos. Govde seyrek bir sekilde dagilmistir. Uzunlugu 5-17
cm dir. Cigek durumu 1-2 ¢igekli nadiren 3 ¢igeklidir. Brakteler oblanseolat. Kaliks
20-30 mm dir 14]. Otsu govde den alinan kesite baktigimiz zaman en dista epiderma
dokusu, bu doku istiinde kutikula tabakasi bulunmaktadir. Korteks 6 sirali
hiicrelerden olusur. Yaprak anatomisine baktigimiz zaman, enine kesitte alt ve tist
kisim da epiderma dokusu ve bu doku iistiinde kutikula bulunmaktadir. Yapragin
enine kesitinde ki mezofil tabakasina baktigimiz zaman bir sirali epiderma hiicreler

bulunmaktadir. Dis yiizeyde kutikula tabakasi mevcuttur. Mezofil tabakasina

11



baktigimiz zaman irili ufakli ¢ok sayida iletim demeti bulunur. Ayrica ¢ok sayida
kloroplast bulunduran parankima hiicreleri bulunmaktadir. Yapragin her iki tarafinda

bulunan stomalar oval olup, anemostiktir.
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Sekil 1.9 S. brevicaulis’in Tiirkiyedeki Yayilist

Yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Konya: Karadag, Adana: Polatl,
Bolkar Daglari, Maden koyii lizeri, 2300-2500m, Mardin: Kalamatre, Van:
Ozalp, Saraykdy civar1 Turgut tepe 2096 m [15].

1.3.7 Silene azirensis Coode & Cullen Notes R.B.G. 28: 4 (1967).

Cok yillik, govdeler ayni kok iizerinde dagilmis haldedir. Goévde uzunlugu
yaklasik 4-8 cm uzunlugunda olup, gdévde tabanindan tiiyler yogun haldedir. Cigek
durumu tek ¢igekli, 2, 3, (-5), brakteler lamseolat. Kaliks 19-30 mm uzunlugundadir
[14]. Govde anatomisine baktigimiz zaman enine kesiti inceledigimiz zaman tek
stral epiderma dokusu bulunmaktadir. Bu tabakanin iistiinde kalin kutikula bulunur.
Bu tabakanm altinda 11 sirali korteks bulunur. Yaprak anatomisine baktigimiz
zaman, alt ve iist tabakasinda epiderma bulunur. Bu hiicreler tek siralidir. Epiderma
iistii kutikula ile kaplidir. Ust kutikula alt kutikula ya oranla daha kalindir. Yaprak

mezofil tabakasina baktigimiz zaman,  birbirine benzeyen bol kloraplasth
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parankimatik hiicreler bulunur. Yapragin her iki yiizeyinde bulunan stoma hiicreleri

oval olup, anemostiktir.

1

$ =L

|
:

’j\ _=,_,.n’ hD..Irg-‘-"‘'..--‘l‘.‘_h-'-.'-.‘I o oo &

Sekil 1.10 S. azirensis’in Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Erzincan, kesis dagi,

Esentepe mevkii, 2700-3000 m [15].

1.3.8 Silene ruscifolia(Hub.-Mor. & Reese) Hub.-Mor. Notes R.B.G., 28: 4
(1967).
=Syn: Silene commelinifolia Boiss. var. ruscifolia Hub.-Mor. & Reese,
Feddes Rep. 52: 44 (1943).

Cok yillik, caespitos, kok yapisina baktigimiz zaman odunsu koklidiir.
Govde dik olup 8-17 cm, nodyumlar arast mesafe fazladir. Cicek durumu 3, 5 veya
daha fazla ¢icekli dikazyum. Brakteler ovat- lanseolat. Kaliks 18-26 mm [14].
Govde enine kesitine baktigimiz zaman, en dista tek sirali epiderma hiicreleri vardir.
Bu hiicrelerin tistliinde kalin bir kutikula tabakas1 bulunmaktadir. Epiderma hiicreleri
aras1 yogun, cok hiicreli tiiyler mevcuttur. Epiderma dokusunun hemen altinda 14
hiicre sirasindan olusan korteks bulunmaktadir. Yaprak anatomisini inceledigimiz
zaman, enine kesit incelendigimiz zaman alt ve iistte kutikula tabakasi mevcuttur.
Ust yiizeydeki kutikula alt yiizeye kiyasla daha kalindir. Ust epidermis alt

epidermise gore daha diizgiindiir. Yaprak mezofil tabakasina baktigimiz zaman
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birbirine benzeyen bol kloroplastli parankimatik hiicrelere rastlamaktayiz. Yapragin

her iki yiliziinde bulunan stoma hiicreleri oval sekillidir.
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Sekil 1.11 S. ruscifolia’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Ankara: Beynam
ormani, Pinus nigra ormani agiklari, 1300-1400 m, Sivas: Hafik, Giinyamag
mevkii, kayaliklari, cipsli topraklar, 1470 m, Erzincan: Kolgekmez Dag1 gecidi,
step, 2400 m, Van: Catak step, 2000 m [15].

1.3.9 Silene denizliense Aytag, Thaiszia-g, J. Bot. (Kosice) 8: 7-11 (1998).

Cok willik, caespitos, tabaninda odunsu narin bir govdeli olup govde
silindirik, dik, tabaninda sik yapraklidir. Govde uzunlugu 14-30 cm dir. Cicek
durumu 1 (-2) ¢igekli. Braktaler lanseolat. Kaliks 12-15 mm [14]. Govde
anatomisine baktigimiz zaman, otsu govdeden aldigimiz kesitde en dista epiderma
dokusu bulunmaktadir. Bu doku iistiinde kalin kutikula tabaksi bulunmaktadir.
Epiderma dokusu altinda 13 sirali korteks bulunmaktadir. Yaprak anatomisini
inceledigimiz zaman, yaprak enine kesitinde, alt ve {ist kisimda epiderma hiicreleri
mevcuttur. Bu hiicrelerin iistiinde kutikula tabaks1 bulunmaktadir. Ust kutikula
tabakas1 alt kutikula tabakasina kiyasla daha kalindir. Yaprak mezofil yapisina
baktigimiz zaman, bol kloroplastl parankimatik hiicreler bulunmaltadir. Yapragin
her iki ylizeyinde bulunan stomalar oval olup, anemostiktir.
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Sekil 1.12 S. denizliense’nin Tiirkiyedeki Yayiligi

Yurdumuzdaki yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Denizli: Camlik

mevkii tag ocagi list kesimleri, 800-1000 m [15].

1.3.10 Silene lucida Chowdh. Notes R.B.G., 22: 271 (1957).

Cok yillik ¢alimsi, kiime olusturan. Dik gdvdeli olup, gévde uzunlugu 9-21
cm dir. Nodyumlar aras1t mesafe tabandan yukar1 dogru artmaktadir. Cigek durumu
1 nadiren 2 ¢icekli dikazyum. Brakteler linear- lanseolatdir. Kaliks 11-18 mm dir
[14]. G6vde anatomisine baktigimiz zaman, otsu gévde enine kesitlerde en dista tek
stirali epiderma dokusu bulunmaktadir. Bu doku {istiinde kalin bir kutikula tabakasi
bulunmaktadir. Epiderma hiicreleri arasinda yer yer sirali tiiyler mevcuttur. Bu
dokunun hemen altinda 8 sira hiicrelerden olusan korteks bulunur. Yaprak
anatomisine baktigimiz zaman, enine kesittin hem alt hem {ist kisimda tek sirali
epiderma hiicreleri vardir. Epiderma yiizeyi kutikula tabakasi ile kaplidir. Ust
kutikula alt kutikulaya nispeten daha kalindir. Ust epiderma alt epidermaya kiyasla
daha diizglindiir. Yaprak mezofil tabakasinda bol kloroplastli ve birbirine benzeyen
parankima hiicreleri bulunmaktadir. Yapragin her iki ylizeyinde bulunan stoma

hiicreleri oval sekilli olup anemostiktir.
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Sekil 1.13 S. lucida’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Adana: Pozanti, Bolkar
daglari, Maden koyt lizeri, Isparta: Siitciiler, Saricicek Yaylasi, karagam ormani
aciklari, 1400-1600 m, Kayseri: Erciyes Dagi etekleri, taslik kayalik alanlar, 1750-
1900 m, Kiitahya: Gimiis Dagi, Abide Koyl civari, alpinik cayir ve step,
yamagclarda, 1650-1800 m, Van: Erek Dagi1, alpinik step, 2200 m[15].

1.3.11 Silene glandulosa (Ekim) Ozcelik & Kihg
=Syn: Silene lucida Chowdbh. subsp. glandulosa Ekim Notes R.B.G., 42: 85 (1984).

Cok wyillik, caespitos. Dik govdeli; govdeler 4-12 cm uzunlugundadir.
Nodyumlar arasi uzaklik yukari dogru artar. Cicek durumu tek ¢igek, brakteler
linear-lanseolat. Kaliks 16-32 mm dir [14]. Otsu govdeden alinan enine kesitlerde
en dista tek hiicre sirali epiderma dokusubulunmaktadir. Epiderma tizeri kalin bir
kutikula tabakas1 ile kaplidir. Epiderma hiicreleri arasinda yer yer ¢ok hiicreli tiiyler
bulunmaktadir. Epidermanin hemen altinda 8-9 hiicre sirasindan olusan korteks
dokusu bulunur. Yapraktan alinan enine kesitlerde yapragin alt ve iist ylizeyinin tek
hiicre sirali epiderma dokusu ile kapli oldugu goriilmektedir. Epiderma yiizeyi
kutikula tabakas ile kaplidir. Ust yiizeydeki kutikula alt yiizeye oranla daha kalindur.

Yaprak enine kesitinde mezofil birbirine benzeyen ve bol kloroplast igeren
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parenkima hiicreleri ile kaplidir. Yapragin her iki ylizeyinde bulunan stomalar oval

sekilli olup(amarillis), anemostiktir.

$ =L

""!\ _=_,..rf' EP/HL’H 0 L) 200

Sekil 1.14 S. glandulosa’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Isparta: Davraz Dag,

kayak pisti iistleri, hareketli kayaliklar, 2000-2200 (-2300) m [15].

1.3.12 Silene caucasica (Bunge) Boiss. Fl. Or. 1: 622 (1867).

=Syn: Silene vallesia var. caucasica Bunge, Ind. Sem. Hort. Dorp. 7 (1837).

=Syn: Silene tatianae Schischk., Ac. Inst. Bot. Acad. Sci. USSR., ser. 1. 179,
f. 3(1936).

Cok yillik, caespitos. Dik govdeli, gdvdeler 8-20 cm uzunlugundadir. Cigek
durumu 2 ¢igekli veya 3-5 ¢icekli dikazyum. Brakteler lanseolat. Kaliks 14-19 mm
uzunlugundadir [14]. Otsu govdeden alinan enine kesitlerde en dista tek hiicre sirali
epiderma dokusu bulunmaktadir. Epiderma tizeri kalin bir kutikula tabakasi ile
kaplidir. Epiderma hiicreleri arasinda yer yer ¢ok hiicreli tiiyler bulunmaktadir. Bu
tabakanin altinda 11-12 hiicre sirali korteks yer almaktadir. Yapragmn alt ve iist
yiizeyi tek hiicre sirali epiderma dokusu ile gevrilidir. Ust yiizeydeki epiderma alt

yiizeydekine oranla daha biiyiik ve diizenlidir. Alt ve list epiderma ylizeyi kutikula
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tabakast ile kaphidir. Ust yiizeyde kutikula kalinlig1 daha fazladir. Epiderma hiicreleri

arasinda yer yer ¢ok hiicreli tiiyler bulunmaktadir.
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Sekil 1.15 S. caucasica’nin Tiirkiye’deki yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Van: Gevas-Tatvan

arast, Pelli Dagi, 2600-2775 m, Agri: Agri Dagi, Serdarbulak yaylasi, 2370 m [15].

1.3.13 Silene erimicana Stapf, Math.-Nat. 51: 284 (1886).

Cok yillik, caespitos. Dik govdeli olup govdeler 14-26 cm dir. Cigcek durumu
3 veya daha fazla gicekli bilesik dikazyum. Brakteler obovat. Kaliks 17-24 mm dir
[14]. Govde anatomisine baktigimiz zaman, Otsu gévdeden alinan enine kesitlerde
en dista tek hiicre sirali epiderma dokusu bulunmaktadir. Epiderma {izeri kalin bir
kutikula tabakasi ile kaplidir. Epiderma hiicreleri arasinda yer yer ¢ok hiicreli tiiyler
bulunmaktadir. Bu tabakanin altinda 8-10 hiicre sirali korteks yer almaktadir.
Yapragin alt ve iist yiizeyi tek hiicre sirali epiderma dokusu ile cevrilidir. Ust
yiizeydeki epiderma alt yiizeydekine oranla daha biiylik ve diizenlidir. Alt ve iist
epiderma yiizeyi kutikula tabakasi ile kaphidir. Ust yiizeyde kutikula kalnligi daha
fazladir. Epiderma hiicreleri arasinda yer yer ¢ok hiicreli tiiyler bulunmaktadir.

Yaprak enine kesitinde mezofil birbirine benzeyen ve bol miktarda kloroplast tasiyan
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parenkima hiicreleri ile kaplidir. Yapragin her iki yiizeyinde bulunan stomalar oval

sekilli olup, anemostiktir
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Sekil 1.16 S. erimicana’nin Tiirkiye’deki yayilisi

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman,VAN: Gevas, Pelli Dagi,
kayalik yerler, 2600-2700 m [15].

1.3.14 Silene oligotricha Hub.-Mor., Notes R.B.G., 28: 5 (1967).

Cok yillik, caespitos. Dik, narin govdeli olup uzunlugu yaklagik 20 cm
olmaktadir. Govde taban kismu tiiysiizdiir. Cigek durumu 1 cigekli veya 3, 5 ¢icekli
bilesik dikazyum. BraktelerLanseolat. Kaliks 11-18 mm dir [14]. Govde anatomisine
baktigimiz zaman, otsu govdeden alinan enine kesitlerde en dista tek hiicre siral
epiderma dokusu bulunmaktadir. Epiderma tizeri kalin bir kutikula tabakasi ile
kaplidir. Epiderma hiicreleri arasinda yer yer ¢ok hiicreli tiiyler bulunmaktadir. Bu
tabakanin altinda 8-10 hiicre sirali korteks yer almaktadir. Yaprak anatomisini
inceledigimiz zaman, Yapragin alt ve iist ylizeyi tek hiicre sirali epiderma dokusu ile
cevrilidir. Ust yiizeydeki epiderma alt yiizeydekine oranla daha biiyiik ve diizenlidir.
Alt ve {ist epiderma yiizeyi kutikula tabakasi ile kaphdir. Ust yiizeyde kutikula
kalinlig1 daha fazladir. Epiderma hiicreleri arasinda yer yer ¢ok hiicreli tiiyler

bulunmaktadir. Yaprak enine kesitinde mezofil birbirine benzeyen ve bol kloroplast
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tastyanparenkima hiicreleri ile kaplidir. Yapragin her iki yilizeyinde bulunan stomalar

oval olup, anemostiktir.
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Sekil 1.17 S. oligotricha’nin Tiirkiyedeki Yayilist

Yurdumuzda yayilis lokalitelerine baktigimiz zaman, Tunceli: Piilimiir-

Mutu arasi, Alpinik step, 1780 m [15].

1.4 Silene Uzerine Yapilan Molekiiler Sistematik, Morfolojik ve
Anatomik Cahismalar

Hem ekonomik hem de tibbi olarak éneme sahip olan Silene iizerine genetik,
molekiiler sistematik, morfolojik, polen calismalari, kromozom gibi pek c¢ok
caligmalar yapilmistir. Kuzey Kibris da yetisen Silene gigantea L. Silene behen
tirleri tlizerine Kemal Yildiz (2005) morfolojik ve palinolojik calismalar
yapmistir[16]. Omer Ertiirk, Hatice Kati, Nurettin Yayli ve Zihni Demirbag (2005)
tarafindan Silene multifida bitki ekstraktlarinin  antimikrobiyal 6zelliklerini
arastirmuglardir[17]. Azornoosh Jafari ve ark. (2008) Iranin kuzey dogusunda yetisen
Silene L. Tirlerinin iizerine biyosistematik c¢aligmalar yapmustir [18]. Masoud
Sheidai ve ark. (2010) Auriculatae seksiyonuna ait Silene L. tiirlerinin RAPD
markirlara dayali ¢alismalar yapmstir [19]. Hasan Ozcelik ve Sema Kilig ( 2009)

Auriculatae seksiyonuna ait Silene L. tiirlerininmorfolojik ve anatomik caligmalar
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yapmistir20]. Yavuz Bagci (2006) Tiirkiye de Giineydogu Anadolu bolgesinde yeni
bir Silene L. tiirii bulmustur [20]. Ergin Hamzaoglu ve ark. (2010) Dogu Anadolu
dan yeni bir Silene L. tiirii bulmustur [22].

1.5 Molekiiler Filogeni

1960’11 yillara kadar, sistematik calismalar morfolojik, anatomik verilere
dayanarak elde edilmistir. Bu zamandan sonra makromolekiillerin sistematik
calismalarda kullanilmasi 6nemli bir rol almistir. Molekiiler veriler yardimi ile
filogenetik analiz kolay ve giivenilir sekilde yapilmaktadir. Ciinkii molekiiler
calismalarda DNA molekiilii kullanilmakta ve bu bize hizli ve gilivenilir sonuglar
vermektedir.  Sistematikte yapilan ¢alismalarda proteinler biiylik oranda
ilgilenilmistir. Izoenzim ve allozimler elektroforezleri molekiiler sistematikte sik
kullanilanilan yontemlerden olmustur [23]. Bununla birlikte izoenzimler iizerinde
olan ¢aligmalar [24,25] floral davraniglarla genetik iliskiler arasindaki cins ve cins

alt1 sinirlari suni oldugunu gosteren bir iliski eksikligi oldugunu gostermektedir [26].

Bitkilerde filogenetik analiz i¢in kullanilan molekiiler markirlar niikleer DNA
‘nin ITS bolgeleri[27-30] kloroplast DNA’s1 [31-34] mitokondriyal DNA [35-37],
RPB2 gibi tek veya az kopyali niikler genlerdir [38,39].

1.5.1 Molekiiler Markirlar

Polimorfizm, DNA’daki yer degistirmeleri, par¢a eksilmeleri, parca
yerlestirmeleri ile meydana gelir. Ayrica bu genleri onlarin diizenlenmelerini,
morfolojiyi, gelismeyi, biyokimyasal davranissi etkileyeceginden degisim siirecinin
fenotipik varyasyon kaynagidir[40]. Bu varyasyonlari1 tanimak amaci ile izoenzimler,
biyokimyasal isaretleyiciler, restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi (RFLP),
rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), basit dizi tekrarlar1 (SSR),
cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve dogrudan DNA dizilemegibi

molekiiler isaretleyiciler basari ile kullanilmistir. Molekiiler markirlarin kullanim
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alanlarina baktigimiz zaman bitki tiir ve g¢esitlerinin DNA parmak izlerinin
belirlenmesi ile yapilan sistematik galismalar, genetik haritalama ¢aligmalari, GDO(
genetigi  degistirilmis organizmalar)’nun tanimlanmasinda, allel c¢esitliliginin
arastirtlmast  ve mutasyonlarin  belirlenmesi  gibi pek c¢ok ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Molekiiler markrlar genetik cesitliligin belirlenmesinde farkl

bitkiler arasinda filogenetik ¢calismalarda kullanilmaktadir [41].

1.5.2 Molekiiler Markirlarin Ozellikleri

1-) Polimorfik olmalar1

2-) Kolay uygulanabilir olmalar1

3-) Tekrar edilebilmeleri

4-) Genom boyunca dagilim gosterebilmeleri
5-) Cevre ve diger lokuslardan etkilenmemeleri

6-) Kodominant olmalar1 [42].

1.5.3 DNA’ya Dayalh Markirlar

DNA dizisindeki polimorfizmin belirlenmesi i¢in son yillarda RFLP
((Restriction Fragment Lenght Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), SSR (Simple Squence Repeat) ve RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA ) gibi molekiiler markirlar teknigi gelistirilmistir [43].

1.5.4 Protein Markirlar

Proteinlerin elektroforezi makro molekiillerden sistematik veri olusturmak
icin ¢ok etkili bir tekniktir. Bu teknik sistematik ¢aligmalar i¢in yaygin hale gelmistir
[44].

Genel de elektroforetik metotlar protein bilgilerinin iki O6nemli formu,
izoenzimler ve allozimler iizerine yogunlasir. izozimler ayni reaksiyonu katalizleyen,

fakat birbirinden aminoasit dizisi, substrat afinitesi veya diizenlemedzellikleri
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bakimindan farklilik gosteren bir enzimin farkli formlaridir. Farkli genlertarafindan

kodlanan farkli molekiiler formlar igerirler [45-47].

Allozimler aym1i gen lokusunun farkli alleleridir. Biz allozimler ig¢in
izozimlerin bir alt kiimesidir diyebiliriz [48]. Bu proteinler sekil, biiyiikliik veya bu
gibi faktorlerin bir kombinasyonundan dolay1 jelde farkli sekilde goc¢ ederler.
Boylece her iki form da bitkilerde sistematik ve filogenetik ¢alismalar icin

kullanilabilir [49-53].

Heterezigotlar homozigotlara gore farkli fenotipe sahiplerdir ve dolayisiyla
bitkileri bir gen lokusunda homozigot ve heterozigot olarak ayirmak miimkiindiir.
Gen sikliklar1 homozigot ve heterozigotlar: belirleyerek hesaplanabilir ve bu
hesaplamalar filogenetik amagclar i¢in populasyonlarin kiyaslamalarinda kullanilabilir

[44-54].

1.6 Molekiiler Filogenide Kullanilan Deneysel Yontemler

1.6.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Kodominant markirlar olarak kalitildiklari i¢in RFLP kullanilarak linkaj
olusturmak miimkiindiir. RFLP giinlimiizde kara bitkilerin evrimsel gelisiminde hem
tiir icinde hemde molekiiler sistematik ¢alismalarda olduk¢a 6nemlidir. Cok kisa bir
zaman kadar kloroplast DNA’ s1 (cpDNA) ile yapilan RFLP caligmalar1 taksonomi
ve filogeni ¢alismalarinda kullanilsalarda, tiir i¢i siniflandirmalarda uygun olmayan
genetik markirlar olarak segilmektedirler[57-62]. RFLP, kiyaslama amaci ile farkl
organizmalara ait ayn1 veya homolog DNA bdlgelerinin restiriksiyon enzimleri ile
kesilmesi esasina dayanir. Restriksiyon enzimleri ¢ift zincirli DNA’y1 kesen
endoniikleazlardir. DNA pargalar1 agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezinde
biiyiikiik esasina dayanir. Jeldeki drnekler uygun bir boyama teknigi ile goriiniir hale

getirilir[55,56].
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DNA nitro selilloz veya naylon membranlar {izerine transfer edilir. DNA
pargalari, jelin alkali ortamda isitilmasi ile denatiire edilir ve nitro seliiloz kagit
lizerine transfer edilerek radyoaktif olarak isaretlenmis DNA probunun bulundugu
solusyona daldirilir.  Parcalar probun hibridizasyonu otoradyografi ile aciga

cikartilir[55,56].

RFLP’nin avantajlarina baktifimiz zaman giivenilirdir, orta diizeyde
polimorfizm goéstermektedirler. RFLP markirlar1 kodominant 6zellikte olduklari i¢in

heterozigotlarin belirlenmesinde ve karakterizasyonunda kullanilmaktadirlar[63].

RFLP’nin dezavantajlarina baktigimiz zaman analizleri pahali olup fazla
zaman almaktadir ve ¢ok fazla is giicii gerektirmektedir. Yiiksek kalitede DNA ‘ya
ihtiyag  duyulmaktadir. Cogu durumlarda radyoaktif etiketleme yontemi
kullanilmaktadir[64].

1.6.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

En son gelistirilmis DNA parmak izi tekniklerinden birisidir ve Vos
tarafindan gelistirilmis ve tarif edilmistir. Bir ¢ift 6zgiin restriksiyon enzimi uygun
adaptorler yardimu ile birlikte ve segici polimeraz zincir reaksiyonu ile birlestirilerek
niikleotid dizisi hakkinda bir 6n bilgi olmaksizin genetik ¢esitliligi belirlemeyi
miimkiin kilar. Bu teknik ii¢ basamakta gerceklesir. ilk basamak DNA’nin enzimler
ile kesilmesi ve oligoniikleotid adaptorlerle birlestirilmesi.  Ikinci basamak
restiriksiyon parcanin secici ¢ogalimi. Son basamak ise cogalan parcalarin jel
analizidir. AFLP analizi ile homozigot ve heterozigot bireylerin ayrimi belirlenir.
Ayrica bu teknik ile genetik haritalama, parmak izi ¢alismalarinda yaygin sekilde

kullanilmaktadir [64,65].

AFLP tekniginin avantajina bakti§imiz zaman markirlar1 giivenilir nitelikte
olup yiiksek seviyede polimorfizm gosterirler [65]. Genomik DNA’nin bilinmesine
gerek yoktur. Cok sayida ayni anda etkili bir sekilde tarama yapmasi nedeniyle

parmak izi analizi i¢in ¢ok uygundur.
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AFLP tekniginin dezavantajlarina baktigimiz zaman Cogunlukla dominant
markir verirler. Ancak son zamanlarda kodominant markirda verdigi bildirilmistir.

Genetik haritalamada sentromer ve telomerlerde kiimelenme olusturabilir.

1.6.3 SSCP (Single Strand Conformational Polymorhism)

SSCP analizleri genellikle kisa uzunluktaki DNA’lardaki varyasyonlarini
belirlemek i¢in diigiiniilmiistiir. Bu analizde PZR par¢alarinin boyu 175-250 bg
arasinda olmaktadir. SSCP analizinde, PZR f{irlinleri agaroz jel elektroforezinde
yapildiktan sonra jelden geri kazanma ihtimali fazladir [66]. Ayrica SSCP analizi ile
bir genin tiimiinlin analizi yerine sadece mutasyon igeren parcalarin inceleme

stirecini kisalttig1 gibi maliyetide azaltmaktadir.

1.6.4 SSR (Simple sequence repeats) Mikrosatellitler

Mikrosatellitler, karyot genomlarda bulunur ardigik tekrarli 3-5 bg igeren
gruplardir. Bu tekrarli gruplar tiim Okaryotlarda bulunmaktadir. Ayrica yliksek
oranda korunmus guruplardi r[67]. Mikrosatelit genom boyunca daginik bir sekilde
bulunmaktadir. Minisatelitlere kiyasla DNA’nin ¢ok az bir dokusundan kolay bir
sekilde izolasyonu gerceklesebilmektedir.

SSR  primerlerinin iiretiminde genel olarak 3 farkli yaklasim tercih
edilmektedir. Ilki genomik DNA Kkiitiiphanelerinin SSR oligoniikleotidlerinin
hibridizasyonu yolu ile gozlemlenmesi, ikincisi DNA veri bankalarinda SSR’larin
arastirtlmasi, sonuncusu akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan SSR’da spesifik
primerlerin kullanimidir [68,69]. SSR tekniginin avantajlarina baktigimiz zaman
olduk¢a polimorfiktir, bu sebepten dolayr bitkiler hakkinda yiiksek oranda bilgi
vermektedir. SSR dezavantajina baktigimiz zaman bu teknik ile niikleotid dizilerinin
belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan yapilarin baslangic ve bitis bdlgelerinden 6zel

baglatict DNA’lar gelistirilmesi gerekir [70].
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1.6.5 RAPD (Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD teknigi ilk olarak Williams ve arkadaglari tarafindan farkli bireylere ait
insan DNA oOrneklerini ayirt etmek amaciyla kullanilmistir [71]. Rastgele primerler
kullanilarakniikleotid ~ dizisi ~ hakkinda  herhangi  bir  bilgi  olmaksizin
uygulanabilmektedir [72]. RAPD primerleri genomda kendisine komplementer olan
bolgelerle eslesirler. Farkli genomlar karsilastirildiginda, aralarinda niikleotid
farkliliklar1 varsa, primer baglanma yeri degisebilir [73]. RAPD markirlar1 bitki
tireticileri i¢in umut olmustur. Ciinkii az miktarda genomik DNA gerektirir, yontem
hizhidir ve basittir. Ancak laboratuar calismalarinda 6zen gerektirir[74]. RAPD
yontemi baslica uygulama olarak genetik uzaklik derecesini belirleme ve akraba olan
tirlerin genom mukayesesinde kullanilmistir [75]. RAPD analizinin avantajlarina

baktigimiz zaman;

1-) Kullanim hizli ve kolaydir

2-) tek bir primer ile farkli organizmalar karsilastirilabilinir.

3-) polimorfizm oldukg¢a yiiksektir.

4-) DNA’ ya az miktarda ihtiya¢ duyulur

5-) RAPD-RZR bitki 1slah ¢alismalarinda faydali oldugu bulunmustur.

RAPD analizinin dezavantajina baktigimiz zaman belirte¢lerin dominant

olmasi nedeni ile heterozigotteshis zordur [76-78].

1.6.6 DNA Dizileme

DNA dizi analizleri veya sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve
niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir niikleik
asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda
radyoaktif ya da radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen
mutasyonlart (delesyon, insersiyon vb.) tespiti ya da rekombinant DNA olusum

yapilarinin tayininde kullanilir. Ayrica gen regiilasyonunda yer alan genetik kontrol
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bolgeleri, konsensus dizileri, epistatik genler ve etkileri belirlenebilmektedir.

Preimplantasyon tanisi, kalitsal hastalik tayininde oldukga kullanilir.
Niikleotit dizilein belirlenmesinde iki temel teknik kullanilmaktadir.

1. Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontem [78].

2. Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi [79].

1.7 Molekiiler Filogenide Kullanilan DNA Cesitleri

Bitki molekiiler sistematigi son yirmi yilda hizli bir sekilde gelismistir.
Sistematik filogeni calismalarda kloroplast DNA’ s1, mitokondriyal DNA ve niikleer

ribozomal DNA {izerine yogunlagmuistir.

1.7.1 Mitokondri Genomu

Okaryot hiicrelerin yasami icin temel olan mitokondriler, organizmalarin
enerji ihtiyaclarini saglayan organellerdir. Her mitokondri biden ¢ok sayida DNA
molekiilii icermektedir. Omurgalilarda organel basmma 5 ila 10 tane mitokondri
DNA’s1 bulunurken bitkilerde bu say1 202ye kadar ¢ikmaktadir [85]. Mitokondri
DNA’s1 ¢ift iplikli halkasal molekiiller olup, prokaryotik canlilarda kovalent olarak
kapali formda bulunmaktadir. Ancak bazi alg tiirlerinde mitokondri DNA’s1
dogrusal bir sekilde bulunmaktadir. Bazi bitki ve protozoa liner yapida olup histon
proteini igermez. Mitokondri DNA’simna boyut olarak baktigimiz zaman farklilik
gostermektedir.  Cigekli Dbitkilerde bulunan bazi mitokondri DNA’s1 bakteri

genomundan daha biiyiik oldugu belirlenmistir.

Mitokondriyal DNA’dan transkripsiyon ile kendine 06zgii RNA’lar
sentezlenir. Insan mitokondriyal DNA’sinda 37 gen bulunmakta ve bunlardan

protein sentezi yapabilen 13 gen bolgesi tespit edilmistir.

Memeli hayvanlarda mtDNA’nin, replikasyon sirasinda meydana gelen

mutasyonlarin tamir mekanizmasindaki eksiklik nedeniyle, ¢ekirdek DNA’sindan
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daha fazla dizi farkliligi oldugu bulunmustur. Memeli mitokondrilerinde intron
bulunmazken, maya mitokondrisinde toplam 75-85 kb kadar olabilen intron gen
dizisi bulunmaktadir. Omurgalilarin  mitokondri DNA’s1 boyut agisindan
omurgalilarla yaklagik ayni1 degerlere( 16-18 kb) sahip olmakla birlikte, farkli genetik
diizenlenme gosterirler. Bu degisimler halkasal mitokondri DNA molekiilii i¢inde
genlerin yapisal olarak yeniden diizenlenmesi ile meydana gelmistir. Omurgalilarin
mitokondriDNA’s1  16-18 kb uzunlugundaki yogun molekiiller olup diger
organizmalarinkinden kiigiiktiir. Mitokondri genomu filogenetik calismalarda yararh
olmaktadir. Mitokondri genomunun en can alict 6zelligi klonal kalitimidir. Bu
genom haploit olup rekombinasyon gdstermemektedir. Mitokondri genomunun
ikinci can alict 6zelligi tek kopya ¢ekirdek DNA’ya gore daha hizli degisim
gostermektedir. Bu 0Ozellik sebebi ile yakin akraba tiirler arasi filogenetik
calismalarda kullanilmaktadir. Mitokondri genomu bazi tiirlerde anasal, bazi tiirlerde
hem anasal hem de babasal kalitim gosterebilir. Anasal 6zellikte kalitim gostermesi

filogenetik caligsmalarda bize avantaj saglamaktadir.

Sekil 1.18 Mitokondri Genomu

Mantarlarda ve ekmek mayasinda mitokondri DNA’ s1 75 kb uzunlugundadir.
Bu molekiil hemen hemen 33 gen tasir. Maya mitokondri DNA’s1 genler arasinda
kodlama yapmayan uzun ara DNA bdlgeleri ve intronlarn igerdiginden, hayvan

mitokondri DNA ‘sindan biiyiiktiir.

28



Mitokondrilerde  biyolojik  aktivitelerin  gerceklestirilmesinde  ¢ekirdek
tarafindan kodlanan gen iirlinleri ( DNA ve RNA polimeraz, translasyon i¢in temel
olan baslangi¢ ve uzama faktorleri, ribozomal proteinler, aminoagil tRNA sentetaz)

bliyiik 6nem tagimaktadir.

Hiicrenin enerji kaynagi biiyiikk oranda oksijenli solunum ile saglandigindan,
mitokondri genomunda mutasyon sonucunda meydana gelen hasarlar, organizma
tizerinde olumsuz bir etkiye neden olabilir.  Mitokondri DNA’ s1 oOzellikle
mutasyonlardan zarar goriir. Mitokondri DNA’simnin mutasyon orant c¢ekirdek
genomundaki tek kopyali DNA’ya gére daha yiiksektir. Bunun iki sebebi vardir. ilki
mitokondri DNA’sinin hasar onarim yeteneginin ¢ekirdek DNA’sininki ile esdeger
degildir. ikincisi hiicre solunumu sonrasi olusan yiiksek oranda mutajenik etkiye
sahip olan serbest radikallerin yogunlugu,mitokondri DNA’sindaki mutasyon oranint

artirmaktadir.

Mitokondri anasal kalitim gosterir, yani ananin yumurta hiicresi yoluyla
yavrulara aktarilir. Zigot yumurtadan ¢ok sayida organel aldig i¢in bir yada birkag
organeli mutasyon icerse bile mutasyon etkisi normal islevi olanlar tarafindan biiyiik
Olclide hafifletilir. Zigotta meydana gelen hiicre boliinmeleri baglangigta bulunan
mitokondri populasyonunu birbirinden ayirir. Yeni olusan hiicrelerde bu organeller

kendi kendilerine ¢ogalirlar [80,81].

1.7.2 Kloroplast Genomu

Kloroplast dogada bitkiler aleminde bulunan ve fotosentezden sorumlu olan
organeldir. Kloroplast genomu ¢ift iplikli halkasal DNA molekiillerinden meydana
gelmistir. Kloroplast DNA’s1 yar1 koruyucu 6zellikte sentezlenir ve kendi protein
sentezi aygitina sahiptir. DNA molekiiliiniin yapist ve protein- DNA etkilesimi
acisindan prokaryotik hiicreler ile biiylik benzerlik gosterir.  Kloroplastlarin
translasyon aygitinin molekiiler bilesenleri tamamen bagimsiz degildir, hem
cekirdege hem de kloroplasta ait genetik bilginin bir araya gelmesi ile tamamlanir.

Kloroplast DNA’s1 farkli organizmalar arasinda tektir. Ayni organizmanin ¢ekirdek
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DNA’s1 ile kloroplast DNA’st karsilastirildigt zaman farkli baz yogunlugu ve

kompozisyonuna sahip oldugunu gérmekteyiz.

Kloroplast DNA’ sinin boyutu mitokondri DNA’sminkinden daha biiyiiktiir.
Bu boyut farkliligi; kloroplastlarda mitokondrilere gore tasinan gen sayisinin
fazlaligi, genler arasinda ve i¢inde olduk¢a uzun kodlama yapmayan niikleotit
dizisini tasimasi, DNA dizisindeki duplikasyonlu bolgeleri igermesi ile agiklanabilir.
Bitkiler arasinda bu kodlama yapmayan dizilerin miktarlarinda da farklilik
bulunmaktadir. Bu da endosimbiyotik kurami destekleyen ve ilkel okaryotik
hiicrenin baglangicta fotosentez mekanizmasina sahip bir siyanobakteri tarafindan
istila edilmelerini takiben zamanla organel olma yolunda gecirdigi bagimsiz

degisimin kanitidir.

Arabidopsis thaliana

Chloroplast DNA
154,312 bp

Sekil 1.19 Kloroplast Genom

Kloroplastlar hiicre igerisinde birden fazla kopya sayist ile temsil
edilmektedir. Ayn1 zamanda bir organel icerisindeki DNA molekiilii de ¢ok
kopyahdir. Yesil alg olan Chlamydomonas’da organel basina 45 kopya kloroplast
DNA molekiilii bulunmaktadir. Her bir kopya 195 kb’lik DNA boyutuna sahiptir.
Daha yiiksek bitkilerde her bir organelde DNA’lar ¢ok kopyalidir ancak molekiiliin
boyutu Chlamydomonas’dan kayda deger bir sekilde kiigiiktiir. Bazi organizmalarda
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kloroplasttaki ¢cok kopyali DNA molekiilleri arasinda bile genetik rekombinasyon
oldugu bilinmektedir.

Kloroplast DNA’sinin kodladig1 sayisiz gen iiriinii organel i¢indeki protein
sentezi siirecinde islev yapar. Ancak diisiik organizasyon seviyesindeki
biryofitlerden olan ve halk arasinda cigerotu olarak bilinen Marchantia
polymorpha’dan musir gibi yiiksek bitkilere kadar cesitli bitkilerden kloroplast
DNA’s1 birbirinden farkli sayida gen iirlinlerini kodlayabilmektedir. Bu durumda
kloroplast i¢cinde meydana gelen bagimsiz degisimin ispatidir. Genelleme yapacak
olursak kloroplast DNA’s1 iizerinde bulunan genler transkripsiyonda goérevli olan
RNA polimeraz enziminin alt iinitelerini, translasyonda goérevli olan tRNA’larin
tiimiind, kloroplast ribozomlarina 6zgiin bir¢cok ribozomal proteini ve 5S, 16S ve 23S
rRNA’larin sifrelenmesinden sorumludur. Kloroplastta ait ribozomlarin yapist ve
metabolik enzimleride daha c¢ok prokaryotlarinkine benzemektedir. ~ Ancak
kloroplasta ribozomal proteinlerinin ¢ekirdek DNA’s1 tarafindan kodlanmasina
karsin, boyle proteinlerin ¢ogu stoplazmik ribozomlarda bulunanlardan farklidir. Bu

veriler endosimbiyotik kurami destekleyen onemli bir kaniti da saglamaktadir
[80,81].

1.7.3 Cekirdek Genomu

Okaryotik genom cift iplikli dogrusal DNA molekiillerinden olusmaktadir.
DNA molekiilleri bu gruptaki canlilarda g¢ekirdek adi verilen zar ile cevrili bir
organelin icerisinde histon proteinler, histon olmayan proteinler, yliksek hareket
yeteneginde olan proteinler ve RNA molekiilleri ile bir araya gelerek kromotin
yapisini olusturmaktadir.  Kromatinde tekrarli birimler niikleozom yapilarini,
niikleozomlar da hiicre boliinmesi sirasinda kendi etrafinda katlanarak kromozomlari
olustururlar. Her bir kromozom sentromer adi verilen, hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin dagilimlarinda islevsel olan bir bolge bulundurur. Bununla birlikte
okaryot kromozomlarin uglarinda kromozomun korunmasinda gorevli olan telomer

bolgeleri mevcuttur.
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Okaryotik genom ¢ogunlukla pargali monosistronik gen yapisindadir. Yani
genomda tek bir polipeptitin sentezinden sorumlu olan genlerde fazla sayida intron
bulunur ve intronlar transkripsiyondan sonra c¢ok cesitli mekanizmalarla

uzaklastirilir.

Okaryotlarm tek kopyal1 gen sayis1 prokaryotik canlilarinkinden fazladir. Fakat
Okaryotik genomda tekrarli DNA dizileri mevcuttur. Bu diziler genomda kiimeler
halinde yada dagilmis bir sekilde bulunmaktadirlar. Okaryotlarda genom boyutu,
bazi istisnalar disinda prokaryotlardan biiyiiktiir. Ornegin insan genomunun boyutu
3000Mb iken, Zeamays(misir bitkisi)’nin genom boyutu 4500Mb oldugu
goriilmektedir. Okaryot organizmalarda genom boyutundaki farkliliklardan gen
duplikasyonlari, delesyon, inaktivasyon, kromozom i¢i diizenlemeler gibi

mekanizmalar ve hareketli DNA elementleri sorumludur [80].

1.8 ITS (i¢ Transkribe Olan Bosluklar)

Bazi sebeblerden dolayi bitki tiirlerinin dogal ortamlarda tanimi ve teshisinde
zorluklar yasanmaktadir. Anahtarlarda kullanilan fenetik karakterler bazen ayirt edici
olmamakla birlikte yaniltici olmaktadir. Yapilan pek ¢ok arastirma bazi bitkilerin
yanlig tanim ve teshisinin oldugunu bulmustur.Molekiiler biyolojideki son yapilan
calismalarda tiire Ozgii gen bolgelerinin bulunmasiyla bitki tiirlerinin teshis
edilmesine yardim etmistir. Bu sebepten rDNA’nin ITS bdlgeleri, bitki molekiiler
sistematik caligmalarda siklikla bagvurulan yontemlerdir[82]. ITS, iki i¢ bosluk ITS-
1 ve ITS-2, 5,85, 18S ve 26S niiklear ribozomal RNA (nrRNA) alt iinitelerini
kodlayan genlerin arasma yerlesmistir.  ITS-1 ve ITS-2 yaklastk 300 bg
uzunlugundadir. 5,8S alt {initesi ise 164 b¢ uzunlugundadir[83]. ITS bdlgesinin her
iki tarafinda korunmus diziler vardir. Bu sebepten evrensel primer olarak kullanilir.
Ayrica PZR ¢alismalarinda kolayca elde edilebilmektedir[83]. Bu amagla kullanilan
evrensel ITS primerlerinin rDNA iizerideki baglanma bolgeleri sekilde gosterilmistir.
r DNA genleri, kopya edilemeyen bdlgeleri ( IGS) ve ITS bolgelerinin varligr ile
birbirinden ayrilmistir. IGS boélgeleri, komsu rDNA tekrar birimler arasinda yer alir.

ETS, ribozomal mRNAile kodlayan dis kopya boélgesidir ve onun promotor
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bolgesini ihtiva eder. NTS ise tekrar birimler arasina yerlesmis kodlanmayan

bolgedir[82].

IGS

NTS ETS | 185

Transkribe olan bolge

Tekrarlanan bolge

Sekil 1.20Cekirdek ribozomal DNA’sinin tekrarli tiniteleri [84].

1.8.1 ITS ’min Genel Ozellikleri

1-) Okaryot organizmalarda 5,8S gen bdlgesi, cogunlukla ITS bélgeleri ile
birlikte degerlendirilir. Biitiin bir bdlgenin uzunlugu yaklasik 600 ile 700 bg
arasindadir.

2-) ITS bolgeleri, rDNA'nin, 18S, 5,8S ve 28S alt birimlerinin olusumu
stirecinde rol alir.

3-) Bu bolgenin korunmug rDNA bdlgesine gore fazla degisim gosterdigi
belirtilmigtir. Bu sebepten ITS filogenetik ¢alismalarda bize ¢oziim yolu
sunmaktadir[83].
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T8 ITE2

Sekil 1.21 ITS1 ve ITS2 bolgelerinin goriiniim{i.

1.8.2.ITS Bolgesinin Flogenetik Calismalarda Kullanihis

ITS bolgeleri filogenetik ve biyocografik ¢aligmalarda yogun olarak
kullanilmaktadir. Bunun sebebi bu bolgeler filogenetik calismalarda yeterli veri
verebilecek biiytikliiktedir. Cins ve tiir seviyesindeki c¢alismalar i¢in ileri derecede
korunmus rDNA bolgelerine komsudur. Bazi bitki gruplarinda ITS1 ve ITS2’de
yiiksek oranda varyasyonlarla karsilagirken, bazilarinda niikleotit varyasyonun az bir
dizisine rastlanmaktadir. Cogu gruplarda ITS dizilerinin, cpDNA baz dizinlerinden
cok daha fazla degigkenlik gdsterdigi ve daha bilgi verici oldugu tespit edilmistir.
Ayrica genomik DNA da yiiksek kopyaya sahiptirler. Homolog olmayan kopyalari
nokta mutasyonu ve delesyon seklinde bulunabilmekte ve bir tiiriin bireyleri arasinda
kiiciik varyasyonlara sebep olmaktadir. Ayrica ITS bolgelerinin kii¢iik boyutta
olmast sebebiyle PZR ile kolayca g¢ogaltilabilmektedir. Bu sebepten filogenetik
caligmalarda siklikla tercih edilmektedir [83].

1.9 Filogenetik Analiz ve Aga¢ Olusturma

Organizmalarin koken tarihi filogeni olarak adlandirilir. Filogenetik analiz
cesitli tiirler arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla gerceklestirilir. Molekiiler
filogenetik ¢alismalar, DNA ve proteinlerde olusan degisikliklerin hizin1 ve
karakterini belirtmeye ve boylece genler ve organizmalarin koken tarihini

incelemeye yoneliktir. Filogenetik incelemelerde tiirler arasinda bulunan evrimsel
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bagr gostermede en uygun ve elverisli analizler ile filogenetik agaca

doniistiirilmesidir [102].

Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha
sonra bu diziler istenirse referans dizi denilen daha once saptanmis ve lizerinde
uzlagilarak dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir. Son yillarda
molekiiler filogeni alaninda kaydedilen gelismeler neticesinde cesitli tiirlerden elde
edilen diziler GenBank, EMBL gibi 06zel veritabani sistemlerinde toplanarak

kullanicilarin hizmetine sunulmustur [98].

Molekiiler filogenetik analiz temel olarak dort basamakta gerceklestirilir. Bu

basamaklar:

1. Hizalama
2. Yer degistirmenin saptanmasi
3. Filogenetik agacin olusturulmasi

4. Filogenetik agacin degerlendirilmesi

Dizilerin hizalanmasi sonucu elde edilen hesaplanmis genetik uzaklik, her bir
takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda kullanilmaktadir.
Bu mesafeler sayesinde filogenetik agac¢ olusturulabilir [95]. Bir filogenetik agac,
dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda zamanmi tanimlar. Ayrica
tiirlesme sirasinin ve taksonlar arasindaki akrabaligi kaydeder. Agaclar dallardan ve
diiglimlerden olugmaktadir. Dallar, tiirler arasindaki populasyonun zaman
igerisindeki uyumunu gosterir. Filogenetik agaclar koklii ya da koksiiz olabilirler.
Kokli agaglarda soy hattinin nereden koklendigi bilindigi i¢in ayrilma olaymin
belirlenmesi yapilabilir. Koksiiz agaglarda, buna karsin tiirlerin 6nce ya da sonra
aciga ciktigi ifade edilmez [96]. Filogenetik aga¢ olusturulurken genellikle ¢
yontem kullanilir. Bu yontemlerden ikisi karakter temelli yontemler olarak bir baslik
altinda toplanabilen Maksimum parsimoni ve Maksimum Benzerlik yontemleridir.

Digeri ise uzaklik yontemidir.
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1.9.1 Maximum Parsimony:MP Yontemi

Parsimoni, bir gozlemin en az karmasik olarak aciklanmasi seklinde
tamimlanir. Incelenen diziler yada genetik uzakliklar ile uyumlu bir agag elde etmek
icin gerekli en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan yontemdir. Diger bir anlam
olarak tutumluluk olarak tanimlanabilme, bunun anlami biyolojik degisim siire¢

boyunca karmasiklik yerine basit bir aciklama yaparak verilerin yorumlanmasidar.

MP yontemi uygulanirken, dizi pozisyonlarimin farkli puanlamalar tercih

edilebilir.  Ornegin; korunmus bolgede gerceklesen bazi mutasyonlar, degisken
bolgedeki mutasyonlardan daha ¢ok vurgulanmak istenebilir. Ya da transversiyonlar

transisyonlardan daha 6nemli olarak vurgulanabilir.
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MP analizi ile en iyi sonuclar dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok giiclii
oldugu ve az sayida dizinin oldugu durumlarda alinir. MP ile agaglarin
olusturulmasinda ‘kesin’ ve ‘tahmini’ yaklagimlar sozkonusu olmaktadir. Kesin
yaklasimda olas1 tiim agaclar gozden gecirilir ve kullanilan optimalite Olgiitiine en
uygun agac belirlenir. Cok zaman alicidir ve yirmiden fazla 6rnekleme varliginda
uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda ‘tahmini’ yaklagim

uygulanmaktadir.

En tutumlu agaglarin giivenirlilik dereceleri istatiksel olarak da
degerlendirilebilir. Bu probleme yonelik yaklagimlardan biri seg-bagla testi
(bootstrapping) olarak adlandirilir. Se¢- Bagla testi, belli bir agac¢ iizerindeki
dallardan hangilerinin digerlerine gére daha iyi desteklendiklerini degerlendiren bir
tekniktir. Se¢-Bagla testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli ornekleme

yoluyla yeni bir veri seti olusturur [96].

1.9.2 Maximum Likelihood: ML Yéntemi

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak ortaya
konulmus bir yontemdir [97]. Arastirmaciya sunulan biitiin bilginin daha etkili
kullanmak ve olas1 bir¢cok agac¢ icerisinden en iyi agaci se¢gmede istatiksel testler

kullanma olanag1 olusturmak i¢in ortaya konmustur.

Molekiiler filogeniler i¢in olasilik yaklagiminin temeli su soruyu sormaktir:
farkli tipteki niikleotit degisikliginin agiga ¢ikma olasiliklarint tanimlayan bir
matematiksel formiil ve dal uzunluklari bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu belli
DNA dizisi setini elde etme olasilig1 nedir? Bu stratejiyi hayata gecirmek igin, bir
bilgisayar programi her agac topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin
olusturulmas1 olasiligin1 hesaplar (verilen belirlenmis bir karakter modeli altinda).
Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasiliklar1 toplami, gozlenen verinin
olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik agaclarin olasiligr olarak rapor edilir.
Oyleyse, yarisan agag topolojilerinin kabul ya da reddi icin kriter en yiiksek olasilig

olan agaci se¢mektir. Maalesef, olasilik metotlar1 hesaplamada yavastirlar ve bu
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teknikle cok biiyiik veri setleri, daha hizli parsimoni metotlar1 kullanilarak yapildigi

kadar, kapsamli analiz edilemezler [96].

1.9.3 Uzaklik (Distance) Yontemi

Genetik uzaklik yontemi filogenetik agaci olusturmak i¢in dizi grubunda her
bir ¢ift arasinda degisikliklerin sayisini temel alir. Birbirlerine genetik uzaklig1 en az
olan tiirler birlestirilerek bir aga¢ olusturulur. Aralarinda az sayida niikleotid
degisikligi olan bu dizi ¢iftleri komsu (neighbours) olarak adlandirilir. Uzaklik
metodlar1 ile hizalanan diziler arasindaki farkliliklarin miktarima gore agac
olusturulur. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢ikan degisiklik sayist diziler arasindaki
uzaklig1 gosterir [98]. Tercih edilen agac, taksonlar arasindaki mesafeyi en aza

indirgeyen agaclardir [96].

Olasilik metotlarinda oldugu gibi, uzaklik analizleri de arastirmacilarin ¢oklu
karakterlerden gelen bilgiyi iki takson arasindaki tek bir biitiin uzakligin 6l¢iimiine
cevirmek i¢in bir karakter evrim modeli ongormelerine gereksinim duyar. DNA
dizileri i¢in yaygin bigimde kullanilan bir formiil, ayn1 yerdeki ¢coklu baz degisimleri
i¢in transisyon ve transversiyon baz degisimlerinin frekansindaki farkliliklar1 diizeltir

[99,100].

Uzaklik verisinden bir filogeni tahmini yapmak i¢in, taksonlar1 kiimeleyen bir
bilgisayar programi kullanilir; yani, en benzer bigimli sonuglar arasinda biri digerine
yakin ve benzer bulunur. Taksonlar1 kiimelemeyi benzerlikler temelinde yapan bu
genel stratejiye fenetik yaklasim adi verilir [101]. Tercih edilen agag, taksonlar
arasinda toplam mesafeyi en aza indirgeyen agactir. Birka¢ farkli kiimeleme
algoritmas1 yaygin bicimde kullanilmakta olup, analiz edilen mesafenin dogasi

konusunda az ya da ¢ok sinirlayici 6ngoriilerde bulunabilirler [96].

Uzaklik yontemi diger yontemlerden daha kolay ve hizli olmaktadir. Bu
yontemde ayrica ¢ok sayida dizi kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilanlar

asagida belirtilmistir.
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- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean ( UPGMA)
- Neighbour Joining (NJ)
- Fitch-Morgoliash (FM)

1.9.4 Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Programlar

Filogenetik alaninda ¢alisan akademisyenler ve bu alanda program
gelistirenler genellikle MAC kullanmaktadirlar. Her ne kadar programlarin PC
versiyonlart mevcut ise de MAC versiyonlar1 daha ileri ve iist stiriimdiirler.

Filogenetik agac¢ olusturulmasinda kullanilan PAUP, PHYLIP, MRBAYES’dir.

1.9.5 Dizileme ve Dizi Analizi

Cogaltilan ITS bolgelerinin DNA dizilerini elde etmek icin, PCR iiriinleri
dizilemeye Refgen firmasina Ankara’ya gonderildi. Dizi analizi igin tcretli
profesyonel bir bilgisayar programi olan Sequencher kullanildi. Kontiglerin
durumlarina bakilarak DNA dizileri islendi ve konsensus dizileri olusturuldu.
Olusturulan konsensus dizileri Word’ e kopyalandi ve dizi hizalamas1 i¢in kullanima
hazir hale getirildi. Dizi hizalamas: i¢in internet iizerinden Ticretsiz olarak
kullanilabilen ClustalW programi kullanildi. Word’e kopyalanan diziler ClustalW

programina yapistirildi ve gerekli komutlar verilerek dizi hizalamasi gergeklestirildi.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Ornekleri

Calismamizda kullanilan bitki 6rnekleri genellikle Prof. Dr. Hasan OZCELIK

tarafindan toplanarak bize gonderilmistir. Bu bitkilerin isimleri ve toplandig1 alanlar

asagida ki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 2. 1 Calisilan Tiirler ve Toplandig1 Lokaliteler

Calisilan Tiirler

Toplandig1 Lokalite

Toplayan ve Toplama
No

Silene leptoclada

ISPARTA: Dedegiil Dagi,
Pinargozi mesireligi,
tizeri, alpinik step, 2400-
2800 m, C3, 20.08.1995,

Ozcelik 7294.

Silene. Incliniata

ERZURUM: Erzincan-
Erzurum karayolu,
Erzurum’a 80 km kala,
step, N: 39050 298, E:
0400 34’ 048, 1900-2000
m, B8, 02.07.2006

Ozcelik 12424.

Silene balansae

KAYSERI: Sariz, Binboga
Daglar1 Ziyaret tepesi
mevkii list kesimleri
(N:380 25” 348 E: 0360
33’ 964), kayalik yerler,
1950-2300 m, B6
14.07.2005

Kilig
& Ozgelik 679

Silene argaea

KAYSERI: Erciyes Dagi,
Canak mevkii, N: 380 31’
758, E: 0350 287942,
hareketli kayaliklar, 2700-
3000 m (-32000), B5
17.07.2005

Kilig &
Ozgelik 674
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Silene akmaniana

KAYSERI: Pinarbasi-
Sarkisla (Sivas), Kavak
Koyii tist kesimleri (N: 390
01’

365, E: 0360 20’ 174),
kayaliklar ve kaya
kirintilari, 1850-1900 m,
B6, 29.07.2006

Kilig 700

Silene rhynchocarpa

ISPARTA: Aksu, Yaka
koyii, Yenisarbademli
yolu, orman parkicivari,
yamaglar, 1700 m, C3
04.06.1995

Ozcelik 7080.

Silene brevicaulis

ADIYAMAN: Besni-
Erkenek arasi, Resadiye
Gecidi (N: 37055°517, E:

037054°336), kayaliklar,
1350-1500m,B7
01.07.2006

Ozgelik, 12283

Silene azirensis

ERZINCAN: Kesis Dagi,
Esentepe mevkii (N: 390
49’, E: 0390 38’),serpantin,
hareketli molozlar, 2700-
3000 m, B7

Kilig 691

Silene ruscifolia

VAN: Van’dan Catak’a
dogru, Catak’a 35-40 km
kala, step, 2150 m, B9
15.06.2002

Ozgelik 9345.

Silene denizliense

DENIZLI: Denizli-Tavas
Kizilcaboliik Cakiroluk
mevkii, Radyoling hatt1
civar, kayaliklar, 1600-

1700 m, C2 21.07.2004

Kilig 68

Silene lucida

KUTAHYA: Giimiis Dag,
Abide Koyt civari, alpinik
cayir ve step, yamaclarda,
1650-1800 m, B2
09.08.1999

Ozcelik 8245.

Silene glandulosa

ISPARTA: Davraz Dagi,
kayak pisti iistleri (N: 370
45’ E: 0300 45°), hareketli
kayaliklar, 2000-2200 (-

2300) m, C3 27.07.2005

Kili¢ & Ozgelik 668
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Silene caucasica

VAN: Gevas-Tatvan arasi,
Pelli Dagi (N: 380 23 995,
E: 0420 46’ 637),

2600-2775 m, B9

13.07.2006

Ozgelik 12498,

Silene erimicana

VAN: Gevas, Pelli Dagi
(N: 380 23° 995, E: 0420
46’ 637), kayalik yerler,

2600-2700 m, B9

21.07.2006

Ozgelik 12500.

Silene oligotricha

TUNCELI: Piiliimiir-Mutu
arasi, zirve karakol civari,
1700-2000 m, B7
08.07.2006

Ozgelik 12447

Silene araratica

GAZIANTEP: Gaziantep-
Sanliurfa karayolu,

Sanliurfa’ya 60 km, step,
780 m, C6 28.07.2000

Ozcelik 8560

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich’ten temin
edilmistir. Molekiiler biyoloji materyalleri, Applichem, Biolabs, Stratagene ve
Fermentas firmalarindan yerli kuruluslar araciligiyla temin edilmistir. Calismamizda

baz1 bitki tiirlerinin DNA’s1 SIGMA G2N70 Plant Genomic DNA Miniprep Kit ile

izole edilmistir.

2.1.3 Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan o6rnekler Dellaporta ve arkadaglar tarafindan gelistirilen ve
modifiye edilen yontemle genomik DNA elde edilmistir. Izolasyon i¢in kullanilan

tim kimyasallar Cizelgede gosterilmistir. Diger Orneklerden genomik DNA

izolasyonu ise sigma kiti protokoliine uygun olarak yapilmistir.

42




Cizelge 2.2 Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler ve Ozellikleri

Cozelti Kompozisyon
33,6 gr Ure
Ekstraksiyon tamponu (1L) 0,5 M EDTA (pH: 8)
1 M Tris-HCI (pH:8)
5 M NaCl
%10 SDS
Fenol/Kloroform/izoamil alkol | 25:24:1
NaAc 3MpH:52
Izopropil alkol %100
TE (Tris — EDTA) 10 mM
RNaz A 10 mg/ mL
Etanol (EtOH) %70’lik ve %100 liik

2.1.4 PZR’de ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullanilan Kimyasallar

PZR’de kullanilan kimyasallar agagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 2.3 PZR’de ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Adi Miktar1 | Konsantrasyonu
DNA 4 |-

MgClI2 3 25 mM

ITS-4 5 pmol / mL

ITS-5 5 pmol / mL

dNTP 0,8 10 mM

dH20 234 | -

Tag DNA Polimeraz | 0,6 5 Unite
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DMSO 3 |-
NH4SO4 Tamponu |5 10X
50

TOPLAM

2.1.5 PZR’ de kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullandigimiz primerler biyoteknoloji
firmalarindan temin edilmektedir. Primerler laboratuara gelir ve yaklagik 30 sn
13.000 rpm’de satrifiij yapilarak kuru ¢okeltinin tiipiin dibinde toplanmasi saglandi
ve 1 ml dH20O igerisinde c¢oziilerek stok hazirlandi. Her bir primerin son
konsantrasyonu 50 nmol olacak sekilde sulandirildi. Calismada kullanilan

primerlerin DNA dizileri, erime sicakliklar1 (Tm) Cizelge’de verilmistir.

Cizelge 2. 4 PZR’de Kullanilan Primerler ve Ozellikleri
Primerler | Niikleotid Dizisi(5’-3") Tm Sicaklig
ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 52.1°C
ITS-5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAG |55.0°C

2.1.6 Agaroz Jel Elektroforez Tamponlar:

Agaroz jel elektroforezi DNA parcalarinin ayrilmasi, tanimlanmasi ve
saflagtirilmast i¢in kullanilan metotdur. Bilim adamlari DNA molekiillerinin
agirliklarinin logaritmalarina ters orantili oldugu gostermislerdir[94]. Cogunlukla jel
elektroforezinde bilinen biiyiikliikteki bir belirteg DNA ile uygulanir. Bu sayede
molekiiler olarak biiytikliigii bilinmeyen DNA molekiil biiytikliigii kolay bir sekilde
saptanmaktadir. Jelde, DNA bantlar1 Etidyum Bromid (EtBr) ile boyanmistir. Bu
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sayede bu ajan bize DNA molekiiliiniin U.V altinda rahat ve bilirgin gérmemizi

saglamaktadir.

Cizelge 2.5 (0,5)xTBE (Tris-Borate) Tampon

Stok soliisyon Son Konsantrasyon
1M Tris-borate 0,045M
0.5M EDTA (pH 8) 0,001M

2.2 Metotve Yontem

2.2.1 Cam Malzeme ve Plastik Malzemenin Hazirlanmasi

Istya dayanikli malzemeler, pipet uglari, ependorf tiipleri (mikrosantrifiij
tiipleri), santrifiij tlipleri, soliisyonlar, ve cam malzeme 121°C’ de 20 dakika (1 atm

basingta) otoklavda steril edildi. 2 saat 80°C’ de kurutma amaciyla etiivde bekletildi.

2.2.2 Genomik (gDNA)izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icin Fenol- Kloroform metodu uygulandi. Bu

metodun asamalari su sekildedir:

1-) Taze yapraklar veya herbaryum Orneklerinden yaklagik 1-2 g alinarak
havanda siv1 azot ile toz haline getirildikten sonra ependorf tiipiin yaklagik 200ul’ lik
seviyesine kadar doldurulur. Sivi azot ugtuktan sonra 600ul izolasyon tamponu
eklenerek 5dk alt iist edilir.

2-) Uzerine 500ul Fenol-Kloroform-izoamil alkol eklenir. 5 dk alt iist edilir.

3-) 12000 rpm’de 5 dK. santrifiij yapulir.

4-) Ustteki siipertanant 500ul lik temiz bir tiipe aktarilir. Alttaki posa atilir.

5-) Ustteki siipertanant hacminin %10’u kadar 3M Sodyum Asetat (ph:5,2)

eklenir.
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6-) Ustiine 1 siipertanant hacmi kadar oda sicakliginda olan izopropanol

eklenip alt iist edilir.

7-) 12000 rpm ‘de 2dk. ¢oktiiriiliir. Olusan pellete zarar vermeden siipertanant
atilir. Olusan pellet tizerine 500ul TE (ph: 8) eklenerek pipetajla pellet tamamen

¢Oziiliir.
8-) Bu ¢ozelti i¢in 5 ul RNazA eklenerek alt iist edilir, pipetaj yapilir.
9-) 37 °C’de 30 dk. inkiibe edilerek RNA’nin uzaklagmasi saglanir.
10-) Tekrar 50 ul NaAc eklenip alt iist edilir.
11-) 1000 ul %90’lik ETOH eklenerek alt st edilir.
12-) Karigim -80 °C’de 10 dk. bekletilir.
13-) 13000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edilir. DNA nin ¢okmesi saglanir.
14-) Pellete zarar vermeden siipertanant atilir.

15-) Kalan ¢okeltiye %70’lik ETOH’den 1000 ul konularak pipetaj yapilarak
yikanir. 12000 rpm’de 2 dk. santrifiij yapilir ve siipertanant atilir.

16-) Olusan ¢okeltinin ETOH tamamen uzaklagtirildiktan sonra olusan

genomik DNA c¢ozeltisi 50 ul TE ya da 200 ul saf su eklenerek pipetaj ile ¢oziiliir.

2.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonlart in vitro ortamlarda belli DNA dizilerini
cogatilmas1 prensibidir. Bu basit ve hassas bir tekniktir[86]. Bu teknik yardimu ile
¢ok az oranda bulunan niikleik asitlerin cogaltilmas1 ger¢eklesmektedir. PCR
yontemi glinlimiizde virlis, mantar, parazit, protozoa gibi hastalik etmeni olan
birimlerin uygun primerler, enzim ve komplementler ile ¢ogaltilmasi ile hastalik
teshisinde kullanmilan giivenilir tekniktir. PCR yardimi ile pek c¢ok biyolojik

calismalar yiiriitiilmektedir. Ornegin gen haritalamas1 ¢alismalari, fosil 6rneklerden
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alinan DNA’nin ¢ogaltilmasinda, populasyon genetigi ¢alismalarinda, filogenetik
caligmalarda, viral enfeksyon teshisi gibi pek ¢ok alanda kullanilan 6zgiin biyolojik
tekniktir [87]. Bu teknik ii¢ basamakta ger¢eklesmektedir. Birinci basamak
denaturasyondur. Bu asamada ¢ift zincirli kalip DNA yiiksek sicaklikta ( 92-95)
birbirinden ayrilir [88]. 1Ikinci basamak primerlerin uygun sicaklikta (40-55)
niikleotidlere karsilik gelmesidir[89]. Son basamak uzama basamagidir. Bu
basamak’ta zincir lizerine yapisan primerlerin 72°C sicaklikta polimeraz enzim

yardimui ile baglanmasidir [90].

PZR toplam reaksiyon hacmi 25 ul olacak sekilde asagidaki bilesenler bir
PZR tiipiine konuldu. Reaksiyonda ITS4m (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’),
ITSSm (5°- GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG-3’) primerleri  kullanild.
Karisima en son enzim eklendi. PZR’de kullanilacak malzemeler ¢alisma esnasinda

buz tizerinde muhafaza edildi.

PZR reaksiyonu asagidaki gibi diizenlendi:

Steril distile su 10,8 uL
dNTP (10mM) 0.4 uL
PZR buffer 2,5uL
Primer Forward (50 pmol/VL) 2,5uL
Primer Reverse (50 pmol/VL) 2,5uL
MgCI2 (25 mM) 1,5uL
Kalip DNA 2uL
Taq DNA Polimeraz 0,3uL
DMSO 2,5uL

PZR tiipline konan bu bilesikler daha sonra PZR aletine yerlestirildi ve uygun

program secilerek reaksiyon baglatildi.
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Cizelge2.6 PZR Reaksiyonlari

Basamak Sicaklik/Zaman Devir Sayisi
On Isitma 94 C °/ 5 dak. 1 Devir
1. Basamak | 94 C °/45sn. 35 Devir
2. Basamak |51 C°/45sn 35Devir
3. Basamak | 72 C °/2 dak. 35 Devir
4. Basamak | 72 C °/ 10 dak. 1 Devir
5. Basamak |4 C °/24 saat

Primerler DHA Hiikleotidler

- - polimeraz (dTTF, dCTF, dATF, dGTFI
e mEm e y R j
1. Basarmak [ 4

DM& template strand

Denatii
2. Basamak . .
Bagdlanma & =
e

C Tm 2 5° E

= I ————— = o

= Y = = =
[ A

e 5 e W W W e h/‘"‘ =y

S —

s = 5 - F P W W
[

= =i = =i

Tag

1 292 Encyclopasdia Britannica, Inc.

(2 _Z2) ewez() jeweseq ¢

Sekil 2.1PCR Dongiisii Asamalari [91].

2.2.4 PZR Sonuclariin Degerlendirilmesi

PZR reaksiyonundan sonra elde edilen {iriinler %0.8’lik agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendikten sonra PZR f{iriinii dizi analizine i¢in gonderilir.

Orneklerden dizi analizi elde etmek igin hem ITS-4, hem de ITS-5 primerleri
kullanilarak her iki taraftan da okunulur. Ornekler Refgen(ANKARA) gibi dizi

analizi yapan sirketlere gonderilir. Elde edilen veriler BioEdit ve Sequencing dizi

siralama editorii ile kontrol edildi. Sol (5°, forward) ve sag (3’ revers) primerler ile

okunan diziler eslestirildi ve filogenetik aga¢ olusturmak icin kullanildi.

48



3. BULGULAR

3.1 ITS Bolgesinin Dizilenmesi

Calismada kullandigimiz Silene ornekleri Prof. Dr. Hasan OZCELIK
tarafindan ¢esitli lokalitelerden toplanmistir. Calismada kullanilan Silene tiirlerinin
once genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi. Daha sonra PZR reaksiyonu ile ITS
bolgeleri cogaltildi. Dizi analizi i¢in hazir olan Grnekler analiz i¢in sirketlere
gonderildi. Her 6rnegin DNA dizisi hem ITS4 hem de ITS5 primerleri ile ¢ift yonli
okutuldu.

Sekil 3.10rneklerin Genomik DNA gériintiileri

1-) S. leptoclada 5-) S. akmaniana 9-) S. brevicaulis
2-) S. balansae 6-) S. rhynchocarpa 10-) S. azirensis

3-) S.inclinata 7-) S. arar. ssp. arartica 11-) S. ruscifolia
4-) S. argaea 8 -) S. arar. ssp. davisii 12-) S. denizliense
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Sekil 3.20rneklerin Genomik DNA gériintiileri

1-) S. lucida ssp. lucida 5-) S. oligotricha

2-) S. glandulosa 6-) S. akmaniana

3-) S. caucasica 7-) S. rhynchocarpa

4-) S. erimicana 8-) S. araratica ssp. araratica

Omeklerin genomik DNA izolasyonu jel gériintiileri Sekil 3.1 ve 3.2 de

gosterilmistir.

Dizi analizine gonderilmek i¢in hazirlanmig Orneklerin PZR goriintiisii

asagidaki Sekil 3.3 ve 3.4 de gosterilmistir.

Sekil 3.30rneklerin PZR Gériintiisii

1-) S. leptoclada 5-) S. akmaniana 9-) S. brevicaulis
2-) S. balansae 6-) S. rhynchocarpa

3-) S.inclinata 7-) S. araratica ssp. arartica

4-) S. argaea 8-) S. araratica ssp. davisii
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Sekil 3.40rneklerin PZR Goriintiisii.

1-) S. lucida ssp. lucida 5-) S. oligotricha 9-) S. glandulosa
2-) S. glandulosa 6-) S. akmaniana

3-) S. caucasica 7-) S. rhynchocarpa

4-) S. erimicana 8-) S. brevicaulis

3.1.1 Verilerin Degerlendirilmesi

Sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla dizi analizi sonucu ilk olarak NCBI
veri tabaninda niikleotid BLAST yapilarak kontrol edildi. I1TS4 ve ITS5 primerleri
kullanilarak elde edilen ITS bolgesi niikleotid dizilerinden, PAUP4,0 gibi

programyardimu ile filogenetik agac¢ olusturulur.
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4. TARTISMA VE SONUC

Branch-and-bound search completed:
Score of best tres found = 261
Humber of trees retained = 45
Time used = 17.93 =eac

Tree number 1 Crooted using default outgroups

5. argaea

 — S.akmaniana
I S.glandulo=sa

S.inclinata
{ 5. leptoclada Klad 2

S.balansas
{ 5. luc.s=sp. luc.

lych. coran

S.brevicaulis

« rhunchocarpa

]

.oligotricha

JFuscifolia Klad 1

= QFar. SSp. Qrar.

ﬁ

.arar.ssp.davii

.erimicana

.azZirensis

»oAucaAsica

Klad 3

~denizliense

moomoom womomm W

ﬁ

«lucida

Sekil 3.5 Kes Bagla (Branch and Bound) Arastirma Algoritmasiyla Elde Edilen 45

Parsimoni Agacindan 1. Nolu agag

Son yillarda nrDNA’nin ITS bdlgelerine dayali filogenetik analizler
taksonomik verilerin ortaya ¢ikmasinda kullanilmaktadir. Bu analizler sayesinde
taksonomik olarak karmasik olan bir¢ok tiiriin, cinsin veya ¢ok sayida takson ihtiva

eden gruplarin filogenetiginin yeniden insasinda kullanilmaktadir.

Filogeninin ¢ok yaygin olarak kullanilmasina bagli olarak bunlarin yeniden

yapilandirilmasi i¢in bircok metot gelistirilmistir. Parsimoni en sik calisilan ve
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kullanilan filogenetik agagtir. Parsimonide en yiiksek olan agag, en tutumlu olan

yani genetik iligkiyi enn giivenilir bi¢imde yansitan agactir.

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak
Branch and Bound algoritmasi yapildi. Yapilan parsimoni analizinde toplam 798
karakter incelenmis ve bunlardan 282 karakter sabit(constant) karakterli, 133
karakter degisken ¢cikmistir. Parsimonik bilgi iceren karakter sayisi ise 383 ¢ikmustir.
Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7’ye baktigimiz zaman olusturmus oldugumuz
filogenetik agaclart gormekteyiz. Sekil 3.5 deki agaci inceledigimiz zaman {ig
klad’dan olustugunu gérmekteyiz. Buna gore S. akmaniana ve S. glandulosa’nin
filogenetik olarak kardes grup oldugunu goérmekteyiz. ~S. inclinata ve S.
leptoclada’nin  kardes grup oldugunu gormekteyiz. Yine aynen S. balansae’nin
S.lucida ssp. lucida ile monofiletik grup olusturdugu ve bu tiirlerin Sekil 3.5 de
S.inclinata ve S. leptoclada ile klad olusturdugu goriilmektedir. S. rhynchocarpa ile
S. oligotricha’nin kardes grup oldugu, S. araratica ssp. araratica ve S. araratica ssp.
davisii’nin bir kardes grup olusturduklar1 ve bu gruba S. ruscifolia’nin yakin akraba
oldugunu Sekil 3.5 de gérmekteyiz. S. denizliense ve S. lucida’nin kardes takson

oldugu ve bu gruba S. caucasica’nin akraba oldugu goriilmektedir.

Calismamiz Silene L. cinsine ait Brachypodeae ve Auriculatae seksiyonuna
ait tlirler lizerinedir. Molkiiler veriler ile morfolojik verilerin varlig: tiirler arasindaki
akrabalik iliskilerini giiclendirecektir. Sekil 3.5 Klad 2 olarak belirttigimiz S.
leptoclada, S. inclinata ve S. balansae molekiiler olarakta ayni grupta seksiyon

olarakta Brachypodeae seksiyonunda yer almaktadir.

53



Trese number 2 Crooted using default outgroup?

S.argaesa

— S.akmaniana
[ S.glandulo=sa

Klad 3

S.brevicaul is

I— 5. rhunchocarpa
[ S.oligotricha

S.ruscifolia TN
S.arar. =Sp. arar.
{ S.arar.=ssp.dauii
S.erimicana >_ Klad 1

S.azirensi=s

5. caucasica

S.denizliense
{ S.lucida _/

S.
—|: 5. leptoclada

S.balansaes Klad 2
—1 .

luc.ssp. luc.

inclinata

lych. coron

Sekil 3.6 Kes Bagla (Branch and Bound) Arastirma Algoritmasiyla Elde Edilen 45

Parsimoni Agacindan 2. Nolu agag.

Kes Bagla (Branch and Bound) Arastirma Algoritmasiyla Elde Edilen 45
Parsimoni Agacindan 2. Nolu agaci inceledigimiz zaman Sekil 3.5 deki agagtaki
ozellikleri destekleyici nitelikte oldugunu gérmekteyiz. S. inclinata, S. leptoclada, S.
balansae, S. lucida ssp. lucida nin Sekil 3.5 deki gibi Sekil 3.6 da bir grup oldugu ve
bu gruba dis grup olarak segtigimiz Lychnis coronarianin akraba oldugunu
gormekteyiz. Ancak Sekil 3.5 deki dal ile Sekil 3.6 da ki bu gruplarin dallarina
baktigimiz zaman grup olarak ayn1 ama yer olarak farklilik goriilmektedir. Sekil 3.6
daki filogenetik agagtaki akrabalik iliskileri Sekil 3.5 deki parsimoni agacim
destekledigi acik¢a goriilmektedir. S. denizliense ile S. lucida ‘nin kardes grup
oldugu ve bu gruba da S.caucasica’nin yakin akrabaligi her iki sekilde de
goriilmektedir. S. araratica ssp. araratica ve S. araratica ssp. davisii’nin kardes
takson oldugu ve bu taksonlaraS. ruscifolia’nin yakin akraba oldugunu her iki sekilde
de gormekteyiz. S. akmaniana ve S. glandulosa’nin monofiletik grup oldugu, S.
rhynchorcarpa ile S. oligotricha’nin da monofiletik grup oldugu Sekil 3.6

gorilmekte ve bunu parsimoni kriteri ile olusturulan bir nolu aga¢ desteklemektedir
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Tres tumber 2 (rooted wusing defaoult outgroup

S.argaea
5. akmaniana
Klad 3
I S.glandulosa
S.brevicauli=s “~\\

I— 5. rhgnchocarpa
I— S.oligotricha

S.ruscifolia
5. arar. ssp. arar.
I— S.arar.ssp.davii > Klad 1

S.erimicana

S.azirensis

S.coucasica
S.denizliense
4|— 5. lucida _/
s.
—1_ .
{ S.balansae Klad 2
5. luc.=sp. luc.
lych. coraon

Sekil 3.7 Kes Bagla (Branch and Bound) Arastirma Algoritmasiyla Elde Edilen 45

inclinata

leptoclada

Parsimoni Agacindan 3. Nolu agag

Kes Bagla arastirma algoritmasi ile elde ettigimiz sekil 3.7 parsimoni agacina
baktigimiz zaman S inclinata, S. leptoclada’nin S. balansae ve S. lucida ssp
lucida'min bir grup olusturdugu bu gruba dis grup olarak sectigimiz Lychnis
coronori nin akraba oldugu goriilmektedir. sekil 3.5 ve 3.6 daki parsimoni kriteri ile
olusturulan sekillere baktigimiz zaman bunu destekledigi agikca goriilmektedir. S.
araratica ssp. araratica ve S. araratica ssp. davisii’nin kardes takson oldugu ve bu
taksonlara S. ruscifolia’nin yakin akraba oldugunu sekil 3.7 de gormekteyiz.S.
denizliense ile S. lucida ‘nin kardes grup oldugu ve bu gruba da S.caucasica’nin
yakin akrabaligi sekil 3.7 de belirtilmistir. S. akmaniana ve S. glandulosa’nin
monofiletik grup oldugu, S. rhynchorcarpa ile S. oligotricha’nin da monofiletik grup
oldugu Sekil 3.7 de gosterilmistir. Kes Bagla algoritmasi ile olusturulan parsimoni
agaclarinin her ti¢ sekildede destekledigi bunlara molekiiler veriler dahilinde daimi
destek saglamak icin sekil 3.8 de strict consensus agaci sekil 3.9 da UPGMA agaci,
sekil 3.10 da NJ agaci ve Sekil 3.11 de boostrapt analizi olusturulmustur.
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Sekil 3.8 Kes Bagla Algoritmas1 ve Maksimum Parsimoni Kriteri Kullanilarak Elde

Edilen 45 Maksimum Parsimoni Ortak Uyumluluk Agaci( Strict Consensus)

Sekil 3.8 deki Strict Consensus agacina baktigimiz zaman S. inclinataile
S.leptoclada nin monofiletik grup oldugu bu agacta da goriilmektedir. Sekil 3.5, 3.6
ve 3.6 daki agaclarda da bu tiirlerin kardes oldugunu sdylemistik. Molekiiler verilerin
desteklenmesi i¢in bu tiirlere ait morfolojik veriler baktigimiz zaman bu tiirlerin
braktelerin lanseolat olmasi, pistilin bilesik karpelli olmasi, gdvde yapraklarin linear
ve lanseolat olmasi alt yapraklarin tabanda roset ve tohumlarin reniform kahverengi
olmas1 morfolojik olarak yakinligin1 desteklemektedir. Bu destek sonucu molekiiler
verilere 151k tutulmaktadir. S. lucida ssp. lucida ve S. balansae ile kardes grup oldugu
sekil 3.8 de gosterilmektedir. Bu tiirlerin molekiiler destek olarak sekil 3.5, 3.6 ve 3.7
de parsimoni agaglarinda goriilmektedir. Morfolojik verilere baktigimiz zaman alt
yapraklar tabanda roset, govde yapraklari lanseolat-linear, brakteler lanseolat, pistil
bilesik karpelli ve tohumlarin reniform kahverengi olmasi gibi benzer morfolojik
karakterler akrabalik iliskisini desteklemektedir. S.denizliense ve S. lucida’nin sekil
3.8 de aymi grupta oldugu ve sekil 3.5, 3.6 ve 3.7 deki parsimoni kriteri olusan
agaclarla desteklendigi goriilmektedir. Bu iki tiirtin morfolojik verilerine baktigimiz
zaman govde yapraklarinin linear, alt yapraklarin akut ve linear olmasi, braktelerin

lanseolat olmasi, petallerin aurikulat, pistilin bilesik karpelli olmas1 ve tohumlarin
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reniform ve renginin kahverengi olmasi tiirlerin yakin akraba oldugunu molekiiler
destekler ile desteklemektedir. Ayrica bu iki tiire S.caucasica’nin yakin akraba
oldugu filogenetik olarak goriilmektedir. S. caucasica’nin morfolojik birkag
Ozelligine baktigimiz zaman braktelerin lanseolat olmasi, gévde yapraklarinin linear
ve lanseolat olmasi, pistilin bilesik karpelli tohum renginin kahverengi olmasi
molekiiler verileri destekler nitelikte olmaktadir. Sekil 3.8 de S. araratica ssp.

araratica ve S. araratica ssp. davisii’nin kardes takson oldugu goriilmektedir.

UFPGHA tres:

- ar-gasa
-akmaniana
sbrevicauli=s
- Fhunchocarpa
-glanduloc=a

-=rimicana

~oligotricha

ru=cifolia

=
=
=
=
=
=
=
=
S.azirensis
S.arar.ssp.davii
S.caucasica
S.inclinata
lych. coron

S.arar. Ssp. arar.

S.balansas

S.luc.==sp. 1uc.

S. leptoclada

— S.denizlisnse
L S.lucida

Sekil 3.9UPGMA Agaci

Genetik uzaklik metodu, dizi ¢iftleri arasindaki farkin derecesine ve
uzakligina dayanir. Uzaklik metodunda 2 algoritma kullanilir. Bunlardan birincisi
kiime temelli, ikincisi optimalite temelli algoritmalardir. Kiime temelliler UPGMA
ve NJ olmak tizere iki ¢esidi vardir. Optimalite temelli algoritmalarda ise birgok

agac topolojisini kiyaslar ve agaclar arasinda en uygun diisiiniileni secer [103].
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Meighbor-joining tree:
r S.argasa
— S.akmaniona
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— S.ruscifolia
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— S.oligotricha

— S.glandulosa

— S.brevicaulis

Sekil 3.10Neighbour Joining (NJ) Agaci

Maksimum Parsimoni yontemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmistir. NJ Analizi sonucu olusan filogenetik agag
Sekil 3.10’da, UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ sekil 3.9°da
gosterildigi gibidir.

Sekil 3.10°da NJ analizi sonucunda olusan filogenetik agactaki dal
uzunluklarinin biribirinden farkli oldugu goézlemlenmektedir. Filogramdaki bu dal
uzunluklarimin farkli olmas: tiirlerin hangisinin daha 6nce veya sonra evrimlestigini
gosterir. Filogenetik agagtaki uzun olan dallar giinlimiize en yakin olan atayi
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski(ilkel) atay1 gostermektedir. Sekil 3.9°daki
UPGMA analizinde ise dal uzunluklar esit olarak hesaplanmaktadir ve bu aga¢ bize

atalarin ilkelligi ile ilgili herhangi bir bilgi vermemektedir.
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Sekil 3.11Boostrap Analizi Sonucu Olusan Agag

Bootstrap arastirmasi elde edilen agaclarin dallarinin parsimoni kriterini
kullanarak istatistiksel yonden en giivenilir olan dallar1 belirlemede kullanilir [104].
Burada veri setinden bazi replikasyonlar iiretilerek her bir dalin yiizdelik olarak ne
oranda desteklendigini gosterir. Bootstrap degeri % 0 ile % 100 arasinda degisir.
Kress ve arkadaslarinin karakterize ettigi bootstrap destek degerlerine gore, > % 85
cok giiclii, % 70-85 aras1 giiclii, %50-70 aras1 zayif ve < % 50 cok zayif seklinde
tanimlanmistir [105]. Bootstrap desteginin % 70 ya da daha biiyilik olusu genellikle
dogru filogeninin tanimlanmasi ile iliskilendirilir. Eger, belli bir dal i¢in bootstrap
destegi % 50°nin altinda ise; arastirmaci agacin bu kismindaki dallanma modelini
belirleyemedigi veya aradaki iligkinin tam netlestirilemedigi sonucuna varacak ve
bunun sonucunda yayinladigi agagta, bu dali tek diigimden cok catalli olarak

verecektir.

Sekil 3.11 deki boostrap analizine gore S. balansae ve S. lucida ssp. lucida nin
mofiletik grup oldugu ve bunun %99 desteklendigi goriilmektedir. Hem morfolojik
hemde molekiiler veriler ile bu iki tiiriin bir grup oldugu goriilmektedir. S. inclinata

ve S.leptoclada’nin bir grup oldugu ve bu grubun %85 desteklendigi sekil 3.11 de
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goriilmektedir. Buna destek olarak parsimoni kriteri ile olusturulan sekil 3.5, 3.6 ve
3.7 deki agaglarda da S.leptoclada ve S. inclinata’nin filogenetik akrabalik oldugunu
gostermektedir. S.leptoclada ve S. inclinata’nin olusturdugu grup ile S. balansae ve
S. lucida ssp. lucida nin olusturdugu grubun birbiri ile akraba oldugu ve bunun %76
desteklendigi sekil 3.11 de gosterilmektedir. Ayrica dig grup olarak sectigimiz
Lychnis coronaria nin S. leptoclada, S. inclinata, S.balansae ve S. lucida ssp lucida
ile olusturulan gruptan ayrildigi sekil 3.11 de %97 oraninda desteklendigi
goriilmektedir. S. denizliense ve S. lucida’nin sekil 3.11 de %100 destekledigi ve bu
tirlerin filogenetik akraba oldugu hem molekiiler hemde morfolojik veriler ile
desteklenmektedir. Bu gruba S. caucasica’nin yakin akraba oldugu %67 oraninda
desteklenmistir. Sekil 3.11 de S. araratica ssp. araratica ile S. araratica ssp.

davisii’nin kardes takson oldugu %86 oldugu goriilmektedir.

Branch-and-bound =search completed:

Score of best trese found = 281
Humber of treses retained = 45
Time used = 17.93 sac

Tres fnumber 1 droocted using default outgroup?

S.argasa
— S.akmaniana
I S.glandulo=sa
85 S.inmclinata
{ S.leptoclada
97 76 99 S.balan=a=
{ S.luc.=s=sp. luc.
lych. coron
S.brevicauli=s
 E— 5. rhunchocarpa
I S.oligotricha
S.ruscifolia
86 S.arar . S=Sp. arar .
{ S.arar.ssp.dowii
S.erimicana
S.azirensis
67 S.ocaucasica
100 S.denizlisnse

Sekil 3.12 Uzerine Boostrap Degeri Islenmis Kes Bagla (Branch and Bound)
Aragtirma Algoritmasiyla Elde Edilen 45 Parsimoni Agacindan 1. Nolu agag
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Elde edilen 45 parsimoni agacindan 1 nolu agacin iizerine boostrapt degerleri
sekil 3.12 de islenmistir. S. inclinata, S. leptoclada, S. balansae ve S. luc. ssp.
luc.’nin bir grup olusturdugu, grubun yiizde 76 destek aldig1 ve dis grup olarak
sectigimiz Lychnis coronaria nin bu gruptan ayrildig1 gériilmektedir. Sekil 3.12 de S.
araratica ssp.araratica ile S. araratica ssp. lucida’nin kardes takson oldugu yiizde
86 desteklendigi Sekil 3.11 de boostrapt analizinde de goriilmektedir. Ancak
S.araratica ssp.araratica ile S. araratica ssp. lucidasekil 3.12 de S. ruscifolia ile
akraba oldugu goriilmektedir. S. denizliense ve S. lucida’nin monofiletik grup oldugu
yiizde 100 destek aldigi ve bu gruba S. caucasica’nin akraba oldugu yiizde 67
desteklendigi goriilmektedir.
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6. EKLER

>S. glandulosa Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

GAAGGAGAAGTCTAAAGGTTTCCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT
TGTCGAAACCTGCCCAGCAGAGCGACCCGTGAACACGTTCAACCTCGTG
GGGGACGGGGCGTTGCTCGGTGCCTCGTGCGCCTGCTCGCCCCCCTCCCA
GGCCGGGGAGCGCCCACTTGTGGGCTGTTTCCCCGGCCAAACAACGAAC
CCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGAATATAAACTTAATGTGTGTGCTCTCCCG
CTGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGCTGTGCCATGTCTTAACAATAAACG
ACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA
AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTT
GAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGG
CGTCACGCATCGCGTCTCCCCCATACCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGAG
GATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCC
CGGCATCGGTATGCCGCGGCGATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAG
CAAGCAACCCGTCGCGCGTGCCGTGCCAACGTGGGCTCGGAGGACCCTT
GGCGTTGCCTAACGGCAACCAAACCGTGCGACCCCCAGTCAGGCGGGGC
TACCCTGAA

>S. ruscifolia Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

GACCTGCGAGGATTGTCGAAACCTGCCCAGCAGAGCGACCGTGAACACG
TTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTGCTCGGTGCCTCGTGCGCCTGCTCG
CCCCCCTCCCAGGCCGGGGAGCGCCCACTTGTGGGCTGTTTCCCCGGCCA
AACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGAATATAAACTTAATGTGT
GTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGCTGTGCCATGTTCT
TAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGA
AGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAA
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CCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCGGCTGAGGGCA
CGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTTCTCCCCCATACCACCTCGGTGG
AGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGCTGGCCTAA
AATTGGAGCCCCCGGCATCGGTATGCCGCGGCGATAGGTGGTGAACAAG
GCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCGTGCCGTGCCAGCGTGGGCT
CGGAGGACCCTTCGGCGTTGCCTAACGGCAACCAAACCGTGCGACCCCA
GGTCAGCGGCTACCCGTATTAA

>S.luc ssp.lucida Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

GTTTCGGTAGGTGAACCTGGCGGAGGATCATTGTCGAAACCTGCCCAGCA
GAGCGACCCGTGAACACGTTCAACCTCGTGGGTGCTGGGGCGTTGCTCGG
TGCCTCGTGTGCCAGCTCGCCCCTCTCCCAGGCCGGGGAGCTCCCCACCC
GTGGGCTGTTCCCCCGGCTAAATAACGAACCCCGGCGGCGTAAATGCGTC
AAGGAATATAAACTTCTATGTGTGTGCTTCTCCTCTCGGCCGGTTAGCCG
GGTGTTGGAGTGGCGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGG
ATATTCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGC
GCCCGAAGCTTCTGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCTCGGGTC
TTCCCCCAAATTCCACCCTTGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCG
GCTCCCCGGTTCGCGGCTGGCCTAAATTGGAGCCCTCGGCTCGGGATGCC
GCGGCGATGGTGGGAACAAGGCCTTGGCCGAGCCACAACCCGTCGCGTG
CCGTCCCAGTTGGGCTTGCAGGACCCTTTGGTGTCTCAAGGCAACCAAAC
CGTTGCGACCCCAGGTCACGGCCGGGC

>S.erimicana Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

AGTGACCTGCGGAGGATCATTGTCGAACCTGCCCAGCAGAGCGACCCGT
GAACACGTTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCTCGGTGCCTCGTGCG
CCTGCTCGCCCCCCTCCCAGGCCGGGGAGCGCCCACTTGTGGGLCTGTTTC
CCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGAATATAAACT
TAATGTGTGCGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGCTGTGC
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CATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCA
TCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATC
CCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCGGCT
GAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCAAACCCACC
TCGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGCT
GGCCTAAAATTGGAGCCCCCGGCATCGGTATGCCGCGGCGATAGGTGGT
GAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCGTGCCGTGCCAAC
GTGGGCTCGGAGGACCCTTGGCGTTGCCTAACGGCAACCAAAAAGCCCC
GGGGGGG

>S.denizliense Ornegine Ait nrDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCGCGGGGTAGCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAACTGTTTTGGTT
GCCCTGAAGGCAACGACAAAGGGTCCTGCGAGCCCACATTGGCACGGGA
TGCGCGACGGGTTGCTTGCTTGGCCGAGGCCTTGTTCACCACCTATCGCC
GCGGCATACCGATGCCAAGGGCTCCAATTTTAGGCCAGCCGCGACCGGT
GAGTCGCGGGAAACCATCCTCCTTCCCCTCCACCAAGGGTGGATTTTGGG
GGAGATGCGATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCAGCCGGAGGCT
TCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAAT
TCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGA
GATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTATTGTTAAGACATGACACCACTCAAA
CGCCCGGCTAACCGGGCGATAGGAGAGCGCACACATAATGTTTATATTCC
TTGACGCATTTACGCGCCGGGGTTCGTTGGTTAGCCGGGGAAACAGCCCA
CAAGTGAGTGCTCCCCGGCCTGGGAGAGGGGCGAGCAGGCACACGAGGC
ACCGAGCAATGCCCCAGCACCCACGAGGTTGAACGTGTTCACGGGTCGC
TCTGCTGGGCAGGTTTCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGAAA
CCCGTTGACTTCTCCTTC

>S. caucasica Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

CGGAGGATGGAAGGAATTTCGTAACCTGGCTCATACACCCGGGAGGACG
TTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCTCGGTGCCTCGTGCGCCTGCTC
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GCCCCCCTCCCAGGCCGGGGAGCGCCCACTTGTGGGCTGTTTCCCCGGCC
AAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGAATATAAACTTAATGTG
TGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGCTGTGCCATGTCT
TAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGA
AGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAA
CCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCGGCTGAGGGCA
CGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCAAACCCACCTCGGTGG
AGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGCTGGCCTAA
AATTGGAGCCCCCGGCATCGGATGCCGCGGCGATAGGTGGTGAACAAGG
CCTCGGCCAAGCAAGCAACCTGGGGGGCCAGGTGGAGGAGGAGCGAAC
AGCAACATGCGGAG

>S. leptoclada Ornegine Ait nrDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TGGAAGGAGAAGTCGTAACAATTTCGTAGGGAGGAAGGTATTGTCGAAA
CCTGCCCAAGCGACCCGGACATGTTCAACCTCATGGGTGCTGGGGCGTTG
CTCGGTGCCTCGTGTGCCTGCCCGCCCCTCTCCCAGGCCGAGGTAGCGCC
CACTTGTGGGCTCTTCCCCGGCTAACCAACGAACCCCGGCGCGTAAATGC
GTCAAGGAATATAAACTTTATGTGTGTGCTCTCCTATCGCCCGGTTAGCC
GGGCGTTGGAGTGGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGC
GCCCGAAGCTTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCG
TCTCCCCCATATTCCACCTTGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCG
ACTCACCGGTTGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCACGGCATCGGGATG
CCGCGGCGATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTC
GGCATGCCGTGCCAATGGGGCCGAAACCTTGGGAAGGCAACAACTTAAG
GTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAATTT
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>S. incliniata Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCCCAGC
AGAGCGACCCGTGAACGTGTTCAACCTCATGGGTGCTGGGGCGTTGCTCG
GTGCCTCGTGTGCTAGCTCGCCCCTCTCCCAGGCAGGGGAGCGCCCACTT
GTGGGTTGTTCCCCGGCTAACCAACGAACCCCGGCGCGTAAATGCGTCAA
GGAATATAAACTTTATGTGTGTGCTCTCCTATCGCCCGGTTAGCCGGGCG
TTGGAGTGGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATC
TCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGA
ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGA
AGCCTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCC
CCATATCCCACCTTGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCAC
CGGTCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCTCGGCATCGGGATGCCGCGG
CGATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCAT
GCCGTGCCAATGTGGGCTCGAAGGACCCTTTGTCGTTGTCTTAAGGCAAC
CAAACCGTGCGACCCCAGGTCAGGC

>S.ara ssp. arartica Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TGGAAGGAGAAGTCGTACCAAGGTTCGTAGGTGGACCTGCGGAAGGATC
TTGTCGAGACCTGCCCGCGAGCGACCCGTGCTGTTCCCTCGGGGGGACGG
GGCGTGCTCGGTGCCTCGTGCGCCTCTCGCCCCCCTCCCAGGCCGGGGAG
CGCTCACTGTGGGCTGTTTCCCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAA
CTTCAAGGAATATAAACTTAATGTGTGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGC
CGGGCGTTGGAGCTGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGC
CCGAAGCCTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTC
TCCCCCATACCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACT
CACCGGTCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCTCGGCATCGGTATGCCGC
GGCGATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCLCGTCGLGC
GTGCCGTGCCAACGTGGGCTCGGAGGACCCTTCGCGTGCCTAACGGCAA
CCAAACCGTGGACCCCAGGTCAG
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>S. rhynchocarpa Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCCCAGCAGAGCGACCCGTGAACA
CGTTCACCCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCTCGGTGCCTCGTGCGCCTGC
TCGCCCCCCTCCCAGGCCGGGGAGCGCCCACTTGTGGGCTGTTTCCCCGG
CCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGAATATAAACTTAATG
TGTGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGCTGTGCCATGT
CTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT
GAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTG
AACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCGGCTGAGGG
CACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCATACCCACCTCGGT
GGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGCTGGCCT
AAAATTGGAGCCCCCGGCATCCGGTATGCCGCGGCGATAGGTGGTGAAC
AAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCGTGCCGTGCCAACGTGG
GCTCGGAGGACCCTTTGGCGTTGCCTAACGGCAACCAAACCGTTGCGACC
CCAGGTCAAGCGGGGCTACCC

>S. oligotricha Ornegine Ait nrDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

CTACAATTCGAGGGGACTGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGGCCCGCAG
AGCGACCCGTGAACATGTTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCTCGG
TGCCTCGTGCGCCTGCTCGCCCCCCTCCCAGGCCGGAGAGCGCCCACTTG
TGGGCTGTTTCCCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAG
GAATATAAACTTAATGTGTGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGT
TGGAGCTGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCT
CGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGA
ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGA
AGCCTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCC
CCATACCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCAC
CGGTCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCCCGGCATCGGGATGCCGCGG
CGATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCGT
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GCCGTGCCAACGTGGGCTCGGAGGACCCTTTGGCGTTGCCTAACGGCAAC
CAAACCGTTGCGCCCCAGGGTCA

>S. lucida Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TCAGCGGGTAGCCCCGCTGACCTGGGGTCGCAACGGTTTGGTTGCCGTTA
GGCAACGCCGAAGGGTCCTCCGAGCCCACGCTGGCACGGCACGCGCGAC
GGGTTGCTTGCTTGGCCCGAGGCCTTGTTCACCACCTATCGCCGCGGCAT
ACCGATGCCGGGGGCTCCAATTTTAGGCCAGCCGCGACCGGTGAGTCGC
GGGAAACCATCCTCCCTTCCCCTCCACCGAGGTGGGTTTGGGGGAGACGC
GATGCGTGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCAGCCGGAGGCTTCGGGCGC
AACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCA
AGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG
TTGCCGAGAGTCGTTTATTGTTAAGACATGGCACAGCTCCAACGCCCGGC
TGACCGGGCAGCGGGAGAGCACACACATTAAGTTTATATTCCTTGACGCT
TACGCGCCGGGGTTCGTTGTTTGGCCGGGGAAACAGCCCACAAGTGGGC
GCTCCCCGGCCTGAGAGGGGGGCGAGCAGGCGCACGAGGCACCGAGCA
ACGCCCCGTCCCCCACGAGGTTGAACATGTTCACGGGTCGCTCTGCTGGG
CAGGTTTCGACAATGATCCTCCGCAGGTCACCTACGA

>S. brevicaulisOrnegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

CGTAGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCCCAGCAGAGCG
ACCCGTGAACACGTTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCTCGGTGCCT
CGTGCGCCTGCTCGCCCCCCTCCCAGGCCGGGGAGCGCCCACTTGTGGGC
TGTTTCCCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGAATA
TAAACTTAATGTGTGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAG
CTGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCT
CTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCT
CCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCAAA
CCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTC
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GCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCCTGGCATCGGTATGCCGCGGCGATA
GGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCGTGCCGT
GCCAACGTGGGCTCGGAGGACCCTTCGGCGTTGCCTAACGGCAACCAAA
CCGTGCGACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGATT

>S. azirensis Ornegine Ait nrDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

AGGTGAGGTGACCTGGGGAAGGAATCATTGTCGAAACCTGCCCAGGCAG
AGCGACCCGTGGAAACACCGTTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCT
CGGTGCCTCGTGCGCCTGCTCGCCCCCCTCCCAGGGTCGGGGAGCGCCCA
CTTGTGGGCTGTTCCCCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTC
AAGGAATATAAACTTAATGTGTGCGCTCTCCCGCTGCCCGGTAAGCCGGG
CGTTGGAGCTGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATA
TCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGT
GAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCC
AAAGCCTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTC
CCCCAAACCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTC
ACCGGTCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCCCGGCATCGGTATGCCGC
GGCGATAGGTGGTGAACAAGGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCG
CGTGCCGTGCCAGCGTGGGCTCGGAGGACCCTTCGGCGTTGCCTAACGGC
AACCAAACCGTTGCGACCCCCAGGTCAGGCGGGGGCTACCCGCTGAA

>S. argae beyaz Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TCCGTAGGTGACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCCCAGCAGAG
CGACCCGTGAACATGTTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCTCGGTGC
CTCGTGCGCCTGCTCGCCCCCCTTCCCAGGCCGGGGAGCGCCCACTTGTG
GGCTGTTTCCCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGA
ATATAAACTTAATGTGTGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTTG
GAGCTGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCG
GCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATT
GCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGC
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CTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCA
AACCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCG
GTCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCCCGGCATCGGTATGCCGCGGLC
GATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGLGTG
CCGTGCCAACGTGGGCTCGGAGGACCCTTCGGCGTTGCCTAACGGCAACC
AAACCGTGCGACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAT

>S. arar.ssp.daviisi Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

GTAGGTGACCTGCGAAGGATCATTGTCGAACCTGCCCAGCAGAAGCGAA
CCCGTGAACATTGTTCAACCTTCGTGGGGGGAACGGGGGCGTTGCTTCGG
TGCCTTCGTTGCGCCTTGCTTCGCCCCCCCCTTCCCAGGCCGGGGAAGCG
CTCAACTTGTGGGCTGTTTCCCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAA
GCGTCAAGGAATATAAACTTAATGTGTGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTTAG
CCGGGCGTTGGAGCTGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAAC
GGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTT
GGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTG
CGCCCGAAGCCTCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGC
GTCTCCCCCATACCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCG
ACTCACCGGTCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAAGCCCTCGGCATCGGTATG
CCGCGGCGATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTT
CGCGCGTGCCGTGCCAACGTGGGCTCGGAGGACCCTTCGGCGTTGCCTAA
CGGCAACCAAACCGTTGCGACCCCAGGTCAGGCGGGGCTA

>S. balansae Ornegine Ait nrDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTCCGTAGGTGAACTGCGGAAGGATTCATTGTGAAACGGCCCAGCAGAG
CGACCCGGGAAACGTTCAACCTCGTGGGTGCTGGGGCGTCGCTCGGTGLC
TCGCGTGCCTGCTCGCCCCTCTCCCAGGCCGGGGAGCTCCCACCCGTGGG
CTGTTCCCCCGGCTAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAATGCGTCAAGGA
ATATCAACTCTATGTGTGTGCTCTCCTCTCGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGG
AGTGGCGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG
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CTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTG
CAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCT
TCTGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCAAA
ATCCACCCTTGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGGCTCACCGG
TCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCTCGGCATCGGGATGCCGCGGCGA
TAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCGAGCAAGCAACCAGTCGCGCGTGCC
GTGCCAGTTTGGGCTCGCAGGACCTTGCGTTGCCTTAAGGCAC

>S. akmaniana Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

CGGTAGGTGACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGCCCAGCAGAGC
GACCCGTGAACACGTTCAACCTCGTGGGGGACGGGGCGTTGCTCGGTGC
CTCGTGCGCCTGCTCGCCCCCCTCCCAGGCCGGGGAGCGCCCACTTGTGG
GCTGTTTCCCCGGCCAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAGCGTCAAGGAA
TATAAACTTAATGTGTGTGCTCTCCCGCTGCCCGGTCAGCCGGGCGTTGG
AGCTGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG
CTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTG
CAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCC
TCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCAT
ACCCACCTCGGTGGAGGGGAAGGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGG
TCGCGGCTGGCCTAAAATTGGAGCCCCCGGCATCGGTATGCCGCGGCGAT
AGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGLGLGTGLCG
TGCCAACGTGGGCTCGGAGGACCCTTCGGCGTTGCCTAACGGCAACCAA
ACCGTTGCGACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGATT

>Lychnis coronaria Ornegine Ait nrDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

AAGTTCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGT
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCCCAGCAG
AGCGACCCGTGAACACGTTCAACCTCGTGGGTGTTGGTGCGTTGCCCGGT
GCCTTGTGTACCGGGTCGTCCCTCTCCCAGGCTGGGGAACGCCCACTTGT
GGGCTCTTCCCCGGCTAAACAACGAACCCCGGCGCGTAATGCGTCAAGG
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AATATGAACTCAATGTGTGTGCTCTCCTGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTT
GGAGTGGTGCCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTC
GGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAA
TTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAA
GCTTTTAGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCC
CAATTCCACCCTTGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGTGACTCACC
GGTCGCGGCTAGCCTAAAATTGGAGCCCTCGGCATTGAGATGTCGCGGC
GATAGGTGGTGAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGT

85



