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OZET

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN SIDERITIS L. (Lamiaceae) CINSININ
EMPEDOCLIA SEKSIYONUNA AIT TAKSONLARIN ITS CEKIiRDEK
RIBOZOMAL DNA DiZiLERINE DAYALI FILOGENETIK ANALIZi

Ciineyt TEZ
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Yard. Dog¢. Dr. Fatih COSKUN

Balikesir, 2011

Tiirkiye Sideritis L. tiirlerinin sistematik revizyonu Duman ve Arkadaslari
tarafindan 2005’te yapilmis olup, bu ¢alismaya gore Tiirkiye’de Sideritis L.
(Lamiaceae) cinsine ait 46 tiire ait 59 takson belirlenmistir. Ulkemizde yetisen
Sideritis taksonlarinin ¢ogunlugu (46 tiiriin 42’si) Empedoclia seksiyonunda yer
almaktadir.

Sideritis L. (dag cay1) tiirleri ile birgok caligma yapilmis olmasina karsin,
filogenetik akrabalik durumlari i¢in heniiz molekiiler veya molekiiler genetik verilere
dayali bir analiz yapilmamistir. Bu ¢alisma ile; Tiirkiye’de yayilis gosteren Sideritis
L. cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait taksonlarin molekiiler sistematik analizi
yapilmistir. Calismada cekirdek DNA’sinin (ntDNA) ITS (Internal Transcribed
Spacer) bolgesi kullanilmistir. Taze bitki materyallerinden genomik DNA’lar, fenol-
kloroform-izoamilalkol ve SIGMA ticari kiti kullanilarak elde edilmistir. Izole
edilen gDNA’larin ITS boélgeleri ITS4 ve ITS5A primerleri kullanilarak PCR ile
cogaltilmistir. Dizi analizi sonucu elde edilen ITS (ITS1, ITS2 ve 5.8S rDNA)
bolgesinin DNA dizilerinin islenmesinde Sequencher 4.10.1 programi, dizilerin
hizalanmasinda ClustalW programi ve filogenetik analiz i¢in PAUP 4.0b10 programi
kullanilmastir.

Sideritis cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait taksonlar arasindaki filogenetik
iliskiyi belirlemek icin PAUP 4.0b10 programinda analizler yapilmistir. Karakter
temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak  Heuristic
(Cesaretlendirici) arastirma yapilmistir ve ortak karar (konsensus) agaglari
olusturulmustur. Yine parsimoni kriteri kullanilarak Bootstrap analizi yapilmistir.
Mesafe temelli yontemlerden ise NJ (Neighbour Joining) ve UPGMA (Unweighted
Pair-Group Metod of Arithmetic Avarage) analizleri yapilmistir. Bu analizlerin
sonucunda Empedoclia seksiyonu, dis gruptan ve Hesiodia seksiyonundan
ayrilmistir. Ayrica Empedoclia seksiyonu 3 kladdan olusmustur.

ANAHTAR SOZCUKLER: Sideritis, nrDNA, ITS, Filogenetik Analiz,
Empedoclia, PAUP



ABSTRACT

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF TAXA BELONGING TO THE
SECTION EMPODECLIA OF THE GENUS SIDERITIS L. (Lamiaceae)
GROWING IN TURKEY USING ITS nrDNA SEQUENCES

Ciineyt TEZ
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Msc. Thesis / Supervisor: Assist. Prof. Dr. Fatih Coskun)

Balikesir - Turkey, 2011

Sideritis L. species native to Turkey were revised by Duman et al. in 2005
and the members of this genus have been delimited with 44 species in total of 55
taxa. The majority of Sideritis taxa grown in our country belongs to the section
Empedoclia.

Despite many of investigations on Sideritis species, an analysis based on
molecular or molecular genetics data has not been done for the phylogenetic
relationships, yet. For this study; taxa which belong Sideritis L. genus’s Empedoclia
section which grown in Turkey has been done systematic analysis. In study, nuclear
DNA’s (ntDNA) ITS (Internal Transcribed Spacer) region has been used. Genomic
DNAs from fresh plant materials, has been extracted with using fenol-kloroform-
izoamilalkol and SIGMA commercial kit. Isolated gDNA’s ITS regions have been
amplified using ITS4 and ITS5A primers with PCR. Gained after sequence analysis
ITS (ITS1, ITS2 ve 5.8S rRNA) regions’ DNA sequences has been used Sequencher
4.10.1 programme to manipulate to sequences, ClustalW programme for allignment
and PAUP 4.0b10 programme for phylogenetic analysis.

Series of analysis were done with PAUP 4.0b10 programme to determine the
phylogenetic relationship between the taxons of Empedoclia section of Sideritis
genus. Heuristic resarch was done by using Maximum Parsimoni criteria which is
one of the character based technique and consensus trees were constituted. Bootsrap
analysis was done by using parsimony criteria once again. NJ (Neighbour Joining)
and UPGMA (Unweighted Pair-Group Metod of Arithmetic Avarage) analysis of
range based technique also were done. As a result of this analysis, Empedoclia
section was seperated from outgroup and Hesiodia section. In addition,
Empedoclia section was formed 3 clad.

KEYWORDS: Sideritis, nrtDNA, ITS, Phylogenetic Analysis, Empedoclia,
PAUP
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KISALTMALAR

Kisaltma Adi Tanim

RFLP : Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
AFLP : Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
SSR : Basit Dizi Tekrarlar1

VNTRSs : Cesitli Sayida Ardisik Tekrarlar

ISSR : Basit I¢c Dizi Tekrarlar

SCAR : Belirlenmis ve Cogaltilmis Polimorfik Diziler
CAPS : Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler
ESTs : Isaretli ifade Edilen Diziler

ASAP : Allele Ozgii Birlesen Primerler

SNP : Tek Niikleotit Polimorfizmi

SSCP : Tek Zincir Konformasyonal Polimorfizm
STS : Dizisi Etiketlenmis Alanlar

SPAR : Tek Primerle Cogaltilmis Reaksiyon
SRAP : Diziye Iliskin Cogaltilmis Polimorfizm
ITS . Internal Transcribed Spacer

cDNA : Complementary DNA ( Komplementer DNA)
dNTP : Deoksiriboniikleosid Trifosfat

ddNTP : Dideoksiriboniikleosid Trifosfat

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

MtDNA : Mitokondri DNA’s1

Taq : Thermus aquaticus
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MP : Maximum Parsimony
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Kisaltma Adi Tanimi

ML : Maximum Likelihood

PAUP : Phylogenetic Analysis Using Parsimony
PHYLIP : The Phylogeny Inference Package

bp : Baz Cifti

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

ETS : External Transcribed Spacer

IGS - Intergenic Spacer

mat K : Maturase K geni

CpDNA : Kloroplast DNA

NOR : Niikleolar Organizer Region

nrDNA : Niiklear Ribozomal DNA

NTS : Non Transcribed Spacer

SSU : Small Subunit

ETOH : Etil Alkol / Etanol

rpm : Dakikadaki Dongii Sayist
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1 GIRIS

Sideritis L. cinsi bitkiler aleminin zengin familyalarindan olan Lamiaceae
familyasina aittir. Diinya’daki Sideritis tiirlerinin yaklasik 1/3°14 iilkemizde
bulunmaktadir. Ozellikle gen merkezi Tiirkiye olan Empedoclia seksiyonuna ait 42
tiir bulunmaktadir. Ulkemiz disinda bu seksiyona ait tiir sayis1 olduk¢a azdir. En
¢ok tiir ihtiva eden iilke Yunanistan’da 6 tiirii bulunmaktadir. Tirkiye Sideritis

tiirlerinin revizyonu H. Duman ve arkadaslar tarafindan yapilmistir.

Bugiine kadar, Sideritis L. cinsi tiyeleri ile ilgili bircok sistematik c¢alisma
yapilmigtir. Buna ragmen, Sideritis L. cinsinin siniflandirilmasinda taksonomik
acidan bazi problemler bulunmaktadir. Giiniimiizde bu tiir sistematik problemlerin
¢ozlimiinde molekiiler ¢alismalarin 6nemli katkilar sagladigi bilinmektedir. Bitki
tiirlerinin morfolojik karakterlere dayanilarak yapilan taksonomik siniflandirmas,
bitkinin yasina, fizyolojik durumuna ve gevresel faktorlere baglh olarak degisiklik
gostermekte ve bazen yetersiz kalmaktadir [1]. Ayrica, morfolojik 6zellikleri
birbirine yakin olan gruplar genetik olarak birbirinden ¢ok farkli da olabilmektedir.
Bu olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilen molekiiler genetik
markirlar; bitkilerdeki genetik ¢esitliliginin ortaya konmasinda, bitki tiirleri
arasindaki taksonomik ve filogenetik iligkilerin dogru bir sekilde belirlenmesinde
basariyla kullanilmaktadir [2]. Bu amagla kullanilan yontemlerden birisi ise ntDNA

bolgesi lizerinde bulunan ITS (Internal Transcribed Spacers) PCR’dir.

ITS bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik ¢alismalarinda son yillarda
siklikla kullanilan bir bolge haline gelmistir [3]. Bu tiir ¢alismalarla, taksonlarin
nrDNA ITS bolgeleri ¢ogaltilip baz polimorfizmine bakilarak taksonlar arasindaki
akrabalik dereceleri belirlenebilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, sistematik
caligmalarda sik¢a kullanilan ve oldukg¢a gecerli sonuclarin elde edildigi ITS PCR
yontemini kullanarak, Sideritis L. cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait tiir ve tiir alt1

seviyesindeki toplam 53 tiire ait 71 taksonun, Hesiodia seksiyonuna ait 2 taksonun
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(Sideritis montana subsp. remota, Sideritis romana subsp. curvidens) ve Sideritis
cinsine yakin oldugu bilinen 3 dis grubun (Stachys woronowii, Stachys FCO1 ve
Marrubium FC02) akrabalik iligkilerini ortaya ¢ikarmak, taksonomik problemlerinin
¢Ozlimiine katkida bulunmak ve daha sonra gergeklestirilebilecek caligmalara saglam

bir zemin olusturmaktir.

1.1 Lamiaceae Familyasinin Morfolojik Ozellikleri

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



1.2 Sideritis L. Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Sideritis tiirleri bir veya ¢ok yillik, otsu ya da ¢alimsi bitkiler seklindedir.
Govde dik, yiikselici, genellikle dallanmis ve tabanda odunsu haldedir. Pilos veya
tomentos tiiylli, nadiren tiiysliz, salg1 tiiylii veya salgi tiiyiine sahip degildirler.
Yapraklar1 genellikle karsilikli, dekusat, tam veya krenat-dentat kenarlhidir.
Damarlanma pennat olup ¢igek durumu vertisillastrumdur. Vertisillatlar 4-20 adettir.
Her vertisillat 5-6 gigekli, vertisillatlarin aras1 mesafeli veya birbirine yakin ve spika
seklinde kiimelenmistir. Brakteler yaprak gibi, tam veya kaliks tiipiini 6rtmiis bir
haldedir. Brakteol yoktur. Kaliks tubulat-kampanulat, bazen bilabilat seklinde olup
5-10 damarli ve 5 dislidir. Disler birbirine esit veya st dis alt disten daha genistir.
Korolla genellikle sar1, bazen beyaz ya da mor renklidir. Korolla tiipii kaliksten kisa
veya uzun olabilmektedir. Ust dudak hemen hemen dik, tam veya bifit; alt dudak
yatik ve 3 lobludur. Stamenler korolla tiipii i¢inde, 4 tane, didinam ve birbirine
paralel iki sira meydana getirmistir. Alt stamenler iist stamenlerden daha uzundur.
Anterler 2 gozlii ve ¢ogunlukla sekli bozulmus bir haldedir. Stilus korolla tiipii
icinde, ginobazik, bifit, alt lob genislemis, iist lobu sarar durumdadir. Stamenlerin ve
stilusun boyu, korolla tiiptinden uzun degildir. Ovaryum st durumlu, iki karpelli, 4
gozIi, her gozde tek oviillidir. Meyva kuruyunca 4 merikarpe ayrilan sizokarp,

ovat, ugta, yuvarlak ve tiiysiizdiir [6].

Hesiodia Bentham seksiyonundaki bitkiler bir yillik olup brakteleri az ¢ok
tam ve yaprak gibidir. Kaliks az ¢ok 2 dudakli, iist dis alttaki dort disten daha genis
bir haldedir. Empedoclia seksiyonu ¢ok yillik bitkilerden olusmaktadir. Brakteler
Hesiodia seksiyonundakilerinin aksine yapraga benzemez ve kaliks disleri birbirine

hemen hemen esittir [6].



1.2.1 Sideritis L. Cinsinin Sistematikteki Yeri

Regnum : Plantae
Divisio : Spermatophyta
Subdivisio Angiospermae
Classis : Magnalopsida
Subclass : Asteridae
Ordo : Lamiales
Familia : Lamiaceae
Genus : Sideritis
Subgenus : Sideritis
Sect Sideritis
Sect Empedoclia
Sect Hesiodia
Sect Burgsdorfia
Subgenus : Marrubiastrum
Sect Marrubiastrum
Sect Empedocleopsis
Sect Creticae

1.2.2  Sideritis L. Cinsi ve Diinya Uzerindeki Yayilis1

Sideritis L. cinsi bitkiler aleminin zengin familyalarindan olan Lamiaceae
familyasina aittir. Lamiaceae familyasi bitkileri, hemen hemen her ¢esit habitatta ve
yiikseltide, Kuzey Kutbu’ndan Himalayalar’a, Giiney Dogu Asya’dan, Hawaii ve
Avustralya’ya, Afrika ve Amerika’ya kadar genis bir alanda yayilis gostermekle
birlikte (Sekil 1.1), asil yayilis alan1 Akdeniz havzasidir [7]. Lamiaceae familyasinin
diinya iizerinde 224 cinsi ve yaklasik 5600 tiirii bulunur. Tiirkiye florasinda ise

Lamiaceae familyas1 45 cins, 565 tiir ve toplam 735 takson ile temsil edilmektedir

[8].



Sekil 1.1 Sideritis L. Cinsinin Diinya Uzerindeki Yayihsi [9]

Sideritis L. cinsi Diinya’da 6zellikle Akdeniz havzasinda yayilis gostermekle
birlikte, Bahamalar’dan Cin’e ve Almanya’dan Fas’a kadar genis bir alan i¢inde,
150’den fazla tiir ile temsil edilmekte ve iki alt cinse ayrilmaktadir. Bunlar subgenus
Sideritis ve subgenus Marrubiastrum(Moench) Mendoza-Heuer. Makedonezya’ya
endemik olan Marrubiastrum alt cinsi, 3 seksiyon altinda [Marrubiastrum(Moench)
Bentham, Empedocleopsis Huynh, Creticae P. Perez & L. Negrin] toplanmis ve alt
cinsin tamami Perez De Paz ve Negrin Sosa tarafindan 1992 yilinda revize edilmis
olup ii¢ seksiyonun toplam tiir sayis1 24’tiir. Sideritis alt cinsi Akdeniz’de yaygin
olup ikisi ¢ok yillik [Sideritis, Empedoclia (Rafin) Bentham] ikisi bir yillik bitkileri
iceren [Hesiodia (Moench) Bentham, Burgsdorfia (Moench) Briquet] 4 seksiyonu
bulunmaktadir. Bu seksiyonlardan, Bati Akdeniz’de, 6zellikle Ispanya’da yayilis
gosteren Sideritis seksiyonunun revizyonu 1994 yilinda Obon De Castro ve Rivera
Nunez tarafindan yapilmistir. Ispanya florasi, cogu endemik 89 takson ile Sideritis

seksiyonunun gen merkezidir [9-12]

Ulkemizde ise Sideritis cinsi, 3 seksiyon ile temsil edilmektedir. Bunlar;
Hesiodia (Moench) Bentham, Burgsdorfia (Moench) Briquet ve Empedoclia (Rafin)
Bentham. Sideritis’in Tiirkiye Florasi’nin 7. cildinde 38 tiirii bulunurken [6], 10.
ciltte tiir sayis1 40’a [13], 11. ciltte 45’e [14] ve son olarak yayinlanan S. ozturkii Z.
Aytac & Aksoy [15] ile 46’ya ulagsmustir. Yeni tir S. aytacii H. Duman & P.
Sahin’nin ilavesi ile birlikte Sideritis cinsinin tilkemizdeki toplam tiir sayis1 47’ye,
takson sayisi ise 54’e ulagsmustir. Ulkemizde yayilis gosteren 47 tiirden 42 tanesi
Empedoclia (53 takson), 3 tanesi Burgsdorfia 1’i de Hesiodia(5takson) seksiyonuna

aittir. Bunlardan Empedoclia seksiyonunun gen merkezi, % 80 endemizm orani ile



Tirkiye’dir.  Sideritis L. cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait 53 takson
bulunmaktadir ve bunlardan 41 takson endemiktir. Sideritis cinsinin sahip oldugu bu
yiiksek endemizm orani nedeniyle lilkemiz bu cinsin iki esas gen merkezinden
biridir. Sideritis L. cinsinin diger gen merkezi Sideritis seksiyonuna ait yaklasik 50
tiirtin bulundugu Giineybati Avrupa’daki Iberian Peninsula bolgesidir [14]. Sideritis
L. cinsinin ismi Yunanca kokenli bir kelime olan ve demir anlamina gelen “sideros”
dan gelmektedir. Bu isim, bu cinse ait bitkilerin yaralar iyilestirme 6zelliginden

dolay1 verilmistir [16].

1.2.3 Sideritis Tiirleri Uzerine Yapilan Calismalar

Sideritis tiirleri tizerine ¢ok sayida kimyasal arastirma mevcut olup,
calismalar 6zellikle ugucu yaglar, diterpenler ve flavanoitler lizerinde yogunlasmistir
[14, 17-20]. Kimyasal c¢alismalar yaninda, Sideritis tiirleri {izerinde yapilmisg
farmakolojik aragtirma da vardir [21-22]. Son zamanlarda biyolojik aktivite
calismalarina ilave olarak, ozellikle antienflamatuar, analjezik, diiiretik, antitilser,
antidepresan, antimikrobiyal ve bdcek kovucu etkileri ¢esitli aragtiricilar tarafindan

arastirilmistir [20, 23-26].

Ulkemizde yetisen Sideritis tiirleri iizerine morfolojik ve anatomik
arastirmalar S. congesta tizerinde yapilan ¢alisma ile baglamigtir [27]. Morfolojik ve
anatomik arastirmalar, daha sonra S. arguta, S. libanotica subsp. linearis tizerinde
yapilan c¢aligmalarla devam etmistir [28-29]. S. germanicopolitana subsp.
germanicopolitana ve S. germanicopolitana subsp. viridis tiirleri {izerinde yapilan
anatomik ve morfolojik ¢alismalar sonucunda alt tiirlerin varyete olmas1 gerektigi
ilgili arastiricilar tarafindan belirtilmistir [30]. Bu iki alt tiir {izerinde ¢imlenme
fizyolojisi de ¢alisilmis, anatomik ve morfolojik olarak birbirine ¢ok benzeyen bu iki
taksonun, tohumlarmin ¢imlenmesi konusunda Onemli farkliliklar gdsterdigi
aciklanmistir [31]. Morfolojisi, anatomisi ve ekolojisi ¢alisilan diger bir takson ise
endemik bir tiir olan S. trojana *dir [32]. S. sipylea ve S. perfoliata iizerinde yapilan

kemotaksonomik calismada, tiirlerin morfolojik karakterleri de verilmistir [33]. S.



vulcanica ise, morfolojik ve anatomik &zellikleri yaninda, korolojik o6zellikleri

acisindan da degerlendirilmistir [34].

Gergis ve ark. (1991), Sideritis sipylea Boiss. ugucu yagmin kimyasal
kompozisyonu ve antimikrobiyal aktivitesi arasindaki iligkiyi incelemistir. Bitkinin
ucucu yagt TLC (Thin Layer Chromotography) ile hazirlanarak bes fraksiyona
ayrilmis ve her fraksiyonun antimikrobiyal aktivitesi 6 bakteri ve Candida
albicans’la test edilmistir. Bir fraksiyon hicbir etki gostermemis, diger fraksiyonlar
ise gram pozitif bakterilere gram negatif bakterilerden daha etkili bulunmustur.
Fraksiyonlar antifungal aktivite gostermistir. Cok etkili olan iki fraksiyon GC (Gas
Chromatography) ve GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) ile analiz
edilmis, aslinda bazi alkollerin karisimi olan 33 bilesen tespit edilmistir. Ikinci
fraksiyondan karvakrolun etkili oldugu alt1 bilesik tespit edilmistir. Yaglarin

antimikrobiyal aktivitesinde alkollerin vazgegilmez oldugu goriilmistiir [35].

Krimer ve ark. (2003), Tirkiye’de endemik olarak bulunan bes Sideritis
tirtiniin (S. argyrea, S. armeniaca, S. hololeuca, S. stricta ve S. taurica) ugucu
yaglarimi calismistir. Bu bitkilerin ¢igcek kisimlarmin ugucu yaglart GC/MS (Gas
Chromatography- Mass Spectrometry) ile analiz edilmistir. S. argyrea, S. armeniaca
S. hololeuca ve S. stricta’nin yaglarinda ana bilesenler beta-pinene (sirastyla %20,
%39, %35, %30) ve alpha-pinene (sirasiyla %14, %17, %16, %13) olarak
belirlenmistir. Ayrica S. taurica’nin yaginda ana bilesenler alpha-bisabolol (%10) ve
alpha-pinene (%9) olarak belirlenmistir [36].

Dulger ve ark. (2005), Tiirkiye’de endemik olarak bulunan bazi Sideritis
tirlerinin (S. albiflora, S. brevibracteata ve S. pisidica) ekstre ve fraksiyonlarinin
disk difiizyon ve broth mikrodilisyon metodu ile Escherichia coli ATCC 11230,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Klebsiella pneumoniae UC57, Micrococcus
luteus La 2971, Micrococcus flavus ATCC 14452, Proteus vulgaris ATCC 8427,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Corynebacterium xerosis CCM 7064,
Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus
ATCC 9730, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415 and Rhodotorula rubra CCY’ya

kars1 antimikrobiyal aktivitesini incelemistir. S. pisidica’nin metanol ekstresi ve
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kloroform fraksiyonu, S. albiflora ve S. brevibracteata’nin metanol ekstresi, butanol
ve kloroform fraksiyonu bazi bakteri ve mayalara karsi iyi antimikrobiyal etki
gdstermistir. Inhibisyon zon caplar1 1020 mm, MIC degerleri ise 0.03-0.38 I/ml
araliginda tespit edilmistir. Calismanin sonucu bu tiirlerin geleneksel tip alaninda

kullanilabilecegini desteklemistir [37].

Giliney-Bati Anadolu’da yayilis gosteren 20 Sideritis tiirii tizerinde yapilan
sistematik bir c¢alismada, tiirlerin anatomik, morfolojik ve sitolojik o6zellikleri
belirlenerek, sonuglar istatiksel olarak degerlendirilmistir. Istatiksel analiz sonucunda
tilkemizdeki 3 Sideritis seksiyonu arasinda genel bir aymrim yapilmakla beraber,
Empedoclia seksiyonunda tiir i¢i ve tiirler arasi genis bir varyasyonun oldugu
belirtilmistir [38]. Bir baska ¢aligmada ise, Anadolu’da yayilis gosteren S.leptoclada,
S. albiflora, S. phrygia tiirlerinin anatomik, morfolojik ve sitotaksonomik 6zellikleri
incelenmistir [39]. Balikesir Kazdagi’ndan toplanan, S. perfoliata, S. athoa, S.
dichotoma ve S. trojana’nin kromozom sayilari 2n=32 olarak tespit edilmis,
kromozom uzunluklar belirlenerek idiogramlari ile birlikte verilmistir [40]. Yabanci
aragtiricilar  tarafindan iilkemizde yetisen Sideritis tirleri {izerinde yapilmis

karyolojik caligmalar da mevcuttur [13, 41-42].

Ezer ve ark. (1994), Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden topladiklar1 S. congesta,
S. perfoliata, S. arguta, S. argyrea, S. pisidica ve S. libanotica subsp. linearis
tirlerinin petrol, kloroform, etil asetat, etanol ve aseton ekstrelerinin aktivitelerini
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae var. oxytoca, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Ve Streptococcus
agalactiae’ye kars1 incelemislerdir. Petrol ve kloroform ekstrelerinin diger
ekstrelerden daha yiliksek antibakteriyel aktivite gosterdigini, aseton ekstrelerinin
gram pozitif bakterilere gram negatif bakterilerden daha etkili oldugunu
belirlemislerdir [43].

Ezer ve Abbasoglu (1996), Tiirkiye’de yetisen bazi Sideritis tiirlerinin ugucu
yaglariin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada; S.
congesta, S. argyrea ve S. lycia'min toprak iistii kisimlariin antimikrobiyal etki

gosterdigini belirlemislerdir. Mantarlara (Candida albicans ve C. parapsilosis) karsi
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olan etki bakterilere (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ve S. faecalis) karsi olan
etkiden daha fazla bulunmustur. S. argyrea ve S. lycia’nin ugucu yaglar test edilen
mikroorganizmalara kars1 benzer etki gostermis, en kiigiik etkiyi ise S. congesta’nin

ucucu yaglari géstermistir [44].

Tiirkiye’nin degisik yorelerinden toplanan 15 Sideritis tiiriiniin (S. athoa, S.
brevidens, S. caesarea, S. condensata, S. congesta, S. dichotoma, S. erythrantha var.
cedretorum, S. germanicopolitana ssp. germanicopolitana, S. hololeuca, S. lanata, S.
libanotica ssp. violascens, S. lycia, S.niveotomentosa, S. perfoliata, S. phrygia, S.
pisidica ) tohum yaglar1 hekzan kullanilarak Soxhlet cihazi tarafindan elde edilmistir.
Yag verimi %5.6-36.3 arasinda bulunmustur. Yaglarin i¢indeki yagh asitler, metil
ester ve onlarin bilesiklerine GC/MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry)
tarafindan doniistiiriilmiistiir. Biitiin tlirlerden elde edilen yaglarin temel yag asitleri
linoleic (%45.4-64.0), oleic (%12.3- 26.5), 6-octadecynoic (%4.5-26.8), palmitic
(%0.3-9.4) ve linolenic (%0.8-2.0) asitler olarak belirlenmistir [45].

Kilig ve ark.(2003), Tiirkiye’de bulunan baz1 Sideritis tiirlerinin (S. athoa, S.
trojana, S. dichotoma, S. sipylea, S. argyrea) fitokimyasal analizini yapmustir.
Linearol, foliol, epicandiol, siderol ve ent-7a, 18-dihydroxy—15p, 16p3-epoxykaurane
antibakteriyal aktivite testleri igin kullanilmistir. Antibakteriyel aktivite testleri
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermitis, Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis ve Candida albicans’a kars1 disk
difiizyon metodu kullanilarak yapilmistir. Sonug¢ olarak 7-epicandicandiol’den
E.coli’ye kars1 en yiiksek etkilesim g6zlenmis, dahast ayni bilesik S.aureus ve E.
faecalis’e karst da aktif olarak belirlenmis, ent-7o, 18-dihydroxy-158, 16p-

epoxykaurane B. subtilis’e kars1 kismen de olsa aktif bulunmustur [46].

Ozkan ve ark.(2005), Lamiaceae familyasina mensup Tiirkiye’de endemik
olarak bulunan Sideritis condensata (Boiss. & Heldr.) ve Sideritis eryhrantha var.
eryhrantha (Boiss. & Heldr.) tiirlerinden elde edilen ekstrelerin antioksidan ve
antibakteriyel etkilerini arastirmistir. Antibakteriyel aktivite agar diflizyon teknigi
kullanilarak bakteriye kars1 (Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Enterobacter

aerogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7,
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Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica) arastirilmistir. Sideritis
condensata ekstreleri diger ekstrelerden daha etkili bulunmustur. Biitiin
konsantrasyonlarda, en duyarli bakteri Pseudomonas aeruginosa olmasina ragmen,
en direngli bakteriler Sideritis condensata ekstreleri igin, Enterococcus faecalis,
Sideritis eryhrantha var. eryhrantha ekstresi icin ise Staphylococcus aureus olarak

belirlenmistir [47].

Iscan ve ark.(2005), Lamiaceae familyasindan Tiirkiye’de endemik olarak
bulunan Sideritis cilicica Boiss. & Bal. ve Sideritis bilgerana P.H.Davis’in toprak
istli  kisimlarindan ugucu yaglar1 elde etmek i¢in hidrodilitasyon metodu
kullanmistir. S.bilgerana’nin yagindaki temel bilesimler B-pinene (%48) ve a-
pinene(%32) oldugu halde S. cilicica’nin yagindaki temel bilesenler B-pinene (%39),
a-pinene (%28) ve B- phellandrene (%20) olarak GC (Gas Chromatography) ve
GC/MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) metoduyla belirlenmistir.
Yaglarin antimikrobiyal etkileri mikrodilisyon broth metodu kullanilarak
degerlendirilmistir. Her iki yag da C. albicans iizerine iyi inhibitdr etkiler

gostermistir [48].

Logoglu ve ark. (2006), Tiirkiye’de Izmir-Karaburun-Akdag’dan topladiklar
Sideritis siplea Boiss.’ten izole edilen siderol, linearol ve epicandicandiol dahil bazi
diterpenleri ve bunlarin biyolojik aktivitelerini ¢alismislardir. Ayrica bu ¢alismada
linearol ve epicandicandiol’un diasetat tiirevleri de elde edilmistir. Biitiin bu
bilesenlerin antibakteriyel aktivitelerini Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) ve Candida albicans (ATCC 90028)’e karst disk
diflizyon metodu uygulayarak arastirmislardir. Linearol, linearoldiacetate, siderol ve
epicandicandioldiacetate’nin ¢alisilan mikroorganizmalarin hi¢ birine karsi aktif
bulunmadigi, Epicandicandiol’un ise S.aureus, B. subtilis ve C. albicans’a kars1 10

mm’lik zonlar meydana getirdigi belirtilmistir [49].
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Kilig (2006), Sideritis stricta Boiss & Heldr.’nin aseton 6ziitlerinden bilinen
dokuz ve yeni ent-kaurene diterpenoidi elde etmistir. Sideritis stricta’nin aseton
ekstresinin antimikrobiyal aktivitesini standart bakteriler ve mantar suslarina (E.coli
ATCC 29995, S. aureus ATCC 6538P, K.pneumonia CCM 2318 ve C. albicans
ATCC 10239) kars1 agar difiizyon metodu kullanarak test etmistir. MIK degerlerinin
sonucu, gentamisin ve flukonazol ile karsilagtirdiginda bu degerlerin test edilen
bakteriler ve mantar tiirline karsi ¢ok az bir etkilesim iginde oldugunu belirtmistir

[50].

Sagdi¢ ve ark.(2007), Lamiaceae familyasina mensup, Tiirkiye’de endemik
olarak bulunan Sideritis ozturkii Ayta¢ & Aksoy ve Sideritis caesarea Duman, Aytag
& Baser’nin metanol ekstrelerinin total fenolik, flavanol ve flavonal bilesikleri ve
bunlarin antimikrobiyal ve antioksidan etkilerini belirlemistir. Antimikrobiyal etki 15
mikroorganizmaya (Aeromonas hydrophila ATCC 7965, Bacillus brevis FMC 3, B.
cereus FMC 19, B. subtilis ATCC 6630, B. subtilis var. niger ATCC 10, E. coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae FMC5, Morgenella morganii, Mycobacterium
smegmatis RUT, Proteus mirabilis BC 3624, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Staphylococcus aureus ATCC 28213, Yersina enterocolitica ATCC 1501,
Candida albicans ATCC 1223 ve Saccharomyces cerevisiae BC 5461) kars1 agar
difizyon metoduyla degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak S. ozturkii ve S. caesarea
ekstrelerinin gida koruma ve insan sagliginda dogal antimikrobiyal ve antioksidan

etkenler olarak kullanilabilecegi sylenmistir [51].

Carik¢1 ve ark.(2007), Sideritis tmolea P.H.Davis’nin aseton ekstresinden
farkli kromatografik metodlar kullanarak bilinen dort ent-kaurene diterpenoidi
ayristtrmigtir.  Sideritis tmolea bitkisinde bulunan siderol’un aseton ve metanol
Oziitlerini mikroorganizmalara karsi test ederek, ham aseton ve metanol 6ziitlerinin
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177)’e kars1 etkilesim gostermedigini
tespit etmislerdir. Ayrica bitkiye ait ham aseton ve metanol Oziitlerinin

antimikrobiyal etkilesiminin olmadigini da belirlemislerdir [52].

11



Tiirkiye Flora’sindaki mevcut yayilislara ek oarak, Tarim ve Koy Isleri
Bakanligi Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile Dokuz Eyliil Universitesi Fen
Bilimleri Egitimi Boliimii tarafindan yiirlitiilen projeler g¢ergevesinde, 1987-1994
yillar1 arasinda yapilan arazi ¢alismalar1 verilerine dayanarak, Sideritis tiirlerine ait
yeni lokalite kayitlari rapor edilmistir [53]. Ulkemizde halk ilaglari iizerinde yapilan
bir dizi c¢aligmada ise, bazi Sideritis tiirlerinin halk arasindaki isimleri ve
kullaniliglar1 yaninda lokaliteleri de bildirilmistir [54-56]. Sideritis L. tiirleriyle ilgili
molekiiler filogenetik alaninda yapilan caligmalara bakildiginda ise pek fazla
caligmanin bulunmadigr goriilmektedir [57-60]. Diinya iizerinde yapilan bazi

calismalar asagida kisaca 6zetlenmistir.

Fernandez-Peralta ve Gonzalez-Aquilera (1986), yaptiklar1 c¢alismada
Sideritis cinsinin Eusideritis seksiyonuna ait 6 yakin akraba taksonun (S. leucantha,
S. pusilla, S. flavovirens, S. granatensis, S. biflora ve S. osteoxylla) genetik
akrabaligini tespit etmek ve bu taksonlarin Eusideritis seksiyonu i¢indeki durumunu
aydinlatmak ic¢in bu taksonun mayotik davranislarini, karyotipik 6zelliklerini,
polenlerinin biiyiikligi ve fertilitesini, DNA miktarin1 ve tohum protein profillerini

incelemislerdir [59].

Las Heras Vazquez ve ark. (1999), Giineybat1 Ispanya’nin endemik bir tiirii
olan Sideritis pusilla (Lamiaceae) taksonunun populasyon yapisini ve genetik
akrabaligin1 degerlendirdikleri ¢aligmada, Sideritis pusilla’nin 8 farkli infraspesifik
taksonunu kapsayan 13 bitki populasyonuna ve bunlarin atasal tiirleri farzedilen S.
hirsuta L. ve S. leucantha’ya RAPD teknigi uygulamislardir. Sonugta tiir igi
taksonlar ii¢ ana grup altinda toplanmug ve Sideritis pusilla’nin atasal tiirleri

farzedilen bu tiirlerden oldukga farkli oldugu bulunmustur [58].

Barber ve ark. (2000)’nin, Makaronezya’ya endemik Sideritis tiirlerinin ada
ici ve adalar arasi evrimlerini tespit etmek amaciyla kloroplast DNA’sin1 analiz
ettikleri calismada, Makaronezya’da yetisen ve bolgeye endemik tiirlerin tek bir
atadan geldigi tezi dogrulanmis ve ada Sideritis’lerinin evrim sonucu farklilasarak
yeni taksonlara ayrildigi belirtilmistir [60]. Barber ve ark. (2002)’nin yaptig1 diger

bir calismada ise Makaronezya’ya endemik Marrubiastrum alt cinsinden 7 takson ile
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Sideritis alt cisindeki 4 seksiyona ait 25 taksonun g¢ekirdek ve kloroplast DNA
dizileri karsilastirilmistir. Caligmada ¢ekirdek ribozomal DNA’sinin transkribe
edilebilen ara bolge (ITS) dizileri ile kloroplast genomunun iki kodlanamayan bolge
dizisi analiz edilmistir. Sideritis alt cinsine ait ¢ok yillik Empedoclia ve Sideritis
seksiyonlarinin her birinin monofiletik oldugu ancak tek yillik seksiyonlarin

monofiletik gruplar olmadig belirtilmistir [57].

Gazi Universitesi’'nde 2006 yilinda Feyza OKE nin yapmis oldugu “ Tiirkiye
Sideritis L. (Labiatae) Tiirlerinin Tohum Protein Analizleri ” baslikli yiliksek lisans
caligmasinda ise Sideritis tiirlerine ait 74 populasyon ile Stachys woronowii’ye ait 1
populasyondan alinan tohumlardan toplam tohum proteinleri izole edilmis ve SDS-
PAGE’de yiiriitilmustiir. Jellerin fotograflar1 ¢ekilmis ve bantlarin varligi ve
yoklugu tespit edilmistir. Tirler arasindaki genetik uzakliklar POPGEN istatistik
programi kullanilarak hesaplanmis ve tiirler arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren
dendrogram olusturulmustur. Bu dendograma goére protein profilleri ile elde edilen
genetik akrabalik, morfolojik 6zelliklere gore yapilan sistematik iliski ile benzerlik
gostermistir. Elde edilen protein profilleri Sideritis L. cinsi i¢in taksonomik
problemlerin ¢déziimiinde kullanilabilecek sonuglar vermistir. Bu c¢alisma ile
Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tiim Sideritis L. tiirlerinin genetik akrabaligi protein

analizleri ile ilk kez aragtirtlmigtir [61].

Ulkemizde yetisen Sideritis cinsine ait tiirler hakkinda DNA dizilerine dayali
olarak yapilmis herhangi bir molekiiler filogenetik calisma mevcut degildir.
TUBITAK 108T158 numarali projenin onciiliigiinde yaptigimiz bu galisma ile
Sideritis L. cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait tiirlerin genomik DNA’smim ITS
bolgesi c¢ogaltilmis ve bu bolgeye ait diziler kullanilarak genetik akrabaliklar

belirlenmistir.
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1.2.4 Sideritis L. Cinsinin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Sideritis tiirleri halk arasinda adagayi, dag ¢ay1 adlari ile taninmakta ve gay
seklinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bunlardan farkli olarak sarikiz cayi,
kuyruk cayi, adagayr gibi degisik yoresel isimlere de sahiptir. Halk tibbinda sinir
sistemi uyaricisi, antiinflamatuar, antispazmodik, karminatif, analjezik, sedatif,
antitussif, stomasik ve antikonvulsan etkilerinden dolay1r ve soguk alginliklarinda
oksitiriik kesici ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [62].
Son yillarda yapilan arastirmalarla baz1 Sideritis tiirleri ekstrelerinin antifeedant [26],
antistres [63], analjezik [25], antioksidan [64], antibakteriyal[43, 65], antiinflamatuar
etkileri belirlenmistir. Ayrica bu tiirlerin diterpen yapisindaki bilesikleri ve ugucu

yaglar ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmistir [36, 62, 66-72].

Tiirkiye’de i¢ ve dis ticareti yapilan 25’1 endemik 31 Sideritis taksonunun
oldugu ve bilingsiz toplama sonucunda yok olma tehlikesi altinda olan ilk 50 tiir
arasinda endemik tiirler olan S. sipylea, S. tmolea ve S. trojana’nin da bulundugu

aciklanmustir [73].

1.3 Molekiiler Sistematik

Son yillarda bitki tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik karakterlerin yani
sira molekiiler verilerin kullanilmasi hiz kazanmistir [74]. Yiiksek yapili bitkiler,
niiklear (¢ekirdek) ve sitoplazmik (mitokondri ve kloroplast) kalitimdan sorumlu
genetik materyale sahiptirler. Bu genetik materyallerin replikasyon modeli ve tamiri
birbirinden farklilik gosterir. Cekirdek genomu eseyli kalitimlanan lineer bir yapiya
sahip iken, kloroplast ve mitokondri genomu eseysiz olarak kalittimlanip dairesel bir

yapidadir.
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Molekiiler bitki sistematigi ¢aligmalarinda hem niiklear hem de organelar
genom veri kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Mitokondri DNA’s1 oldukca
degisken oldugu i¢in sistematik calismalarda daha ¢ok niiklear DNA ve kloroplast
DNA’s1 kullanilmaktadir. Bu amagla genomik DNA, mtDNA ve cpDNA {izerindeki
bircok 6zel bolgeden yararlanilmaktadir. Ozellikle daha 6nceden bilinen ve klasik
taksonomik yontemlerle ¢oziime kavusturulamayan bir¢ok sistematik problem,
molekiiler verilerden elde edilen deliller sayesinde asilabilmektedir. Bu amacla
kullanilan yontemlerden birisi de ntDNA bolgesi iizerinde bulunan ITS (Internal
Transcribed Spacers) PCR’dir. ITS bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik
caligmalarda son yillarda siklikla kullanilan bir bolge haline gelmistir [75]. Bu tiir
calismalarla, taksonlarin nrDNA ITS bolgeleri cogaltilip baz polimorfizmine
bakilarak taksonlar arasindaki akrabalik dereceleri belirlenebilmektedir. Geleneksel
taksonomik yontemlerin verilerini desteklemek amaciyla kullanilan; anatomik,
morfolojik, sitolojik ve karyolojik verilerin yaninda, giiniimiizde molekiiler veriler
kullanilarak c¢ok sayida takson igeren gruplarin sistematik problemlerinin ¢6ziimiine

katki saglanmaktadir.

Molekiiler sistematikte; DNA-DNA hibridizasyonu, Protein markirlart ve
PCR’ye dayali teknikler kullanilmaktadir. Son zamanlarda PCR’ye dayali teknikler
sistematik ¢alismalarda daha ¢ok kullanilmaya baslanmistir. Bunlar RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragments Length
Polymorphysms), Mikrosatellit gibi 6zel tekniklerdir. PCR yardimiyla genomik
DNA {izerinde yerlesmis olan ETS (External Transcribed Spacer), IGS (Intergenic
Spacer), cpDNA {iizerinde bulunanan matK, trnT—trnL genler arasi bolgeleri elde
edilip baz dizin analizi yapilarak sistematik caligmalarda yogun olarak
kullanilmaktadir. ITS bolgesi de PCR ile ¢ogaltilarak sistematik calismalarda
kullanilan bir bolgedir.
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1.3.1 Markir Tipleri

1.3.1.1 Morfolojik Markirlar

Tek lokus ile idare edilen morfolojik 6zellikler, degisik c¢evre kosullarinda
ifade edilebildigi siirece genetik markir olarak kullanilabilir. Populasyonlarin genetik
yapisinin  belirlenmesi  i¢in yapilan ilk c¢alismalar morfolojik &zelliklere
dayanmaktadir. Genetik ¢esitliligin tamam1 morfolojiye yansimaz. Morfolojiden
gelen bulgular her ne kadar populasyonlarin ayirt edilmesinde kullanilmissa da,
genotip-gevre etkilesimleri ve bir genin birden fazla lokus tarafindan belirlenmesi
gibi durumlardan dolayr morfoloji yeterli olmamaktadir. Morfolojik karakterler
kullanilarak yapilan caligmalar gilinlimiizde gelistirilmis tekniklerle yapilan
caligmalara gore daha az sayidadir. Ciddi uzmanlik ve bilgi birikimi gerekmektedir
[76]. Morfolojik markirlarin analizleri kolaydir ve haritalama populasyonunda
yapilacak bir gozlem ile kolayca belirlenirler. Morfolojik 6zellikler az sayidadirlar,

cevreden ve diger lokuslardan etkilenirler.

1.3.1.2 Biyokimyasal Markirlar

Biyokimyasal markirlar, genlerin iirettikleri proteinlerdir. Izoenzimler farkl
olarak yiiklenmis proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca
ayrilabilirler. Enzimler spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlerler. Belirli
enzimlerin substrat ve kofaktorleri eklenerek jel iizerinde goriilmesi saglanir ve
enzimatik reaksiyonlarin iriinleri renkli olarak tretilir. Renkli iirtinler jel iizerinde
gortliir bantlar olusturur. Bu bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant markir
olarak genetik bilgi saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere gore ¢ok daha
yaygin kullanilmakla birlikte izoenzim lokuslarinin azlig1 ve bazi enzim sistemlerinin

cevre kosullarindan etkileniyor olmasi kullanimlarini sinirlar.

16



1.3.1.3 DNA Markirlan

Bitki teshisleri igin geleneksel teshis anahtarlari, organizmalarin morfolojik,
anatomik ve nadiren kimyasal dzelliklerine gore galisilir. Oncelikle organizmalarin
kesin belirlenebilmesi i¢in degisik tiirler arasinda morfolojik ve anatomik 6zelliklerin
farkliliklar1 yeterli olmayabilir. Ayrica, farkli habitatlarda yasayinca organizmalar
oldukga sik birbirinden farkli degisimler gosterebilirler, boylece aymi tiirlere ait
organizmalar farkli morfolojik ve anatomik 6zellikler gosterebilirler. Bu nedenle
genotip fenotipten daha stabildir. Morfolojik olarak ortaya ¢ikan cesitlilik, genetik
cesitliligin ancak kii¢iik bir ylizdesini olusturdugu gibi, genetik c¢esitliligin biiytlik bir
kism1 da morfolojiye yansimamaktadir. Morfolojiden elde edilen bilgiler genetik
farkliliklar belirlemekte kullanilsa da genotip-¢evre etkilesimi, bir karakterin birden
fazla lokus tarafindan belirlenmesi ve bir genin birden fazla karakteri etkilemesi gibi
nedenlerden dolayr her zaman yeterli olmamaktadir. Bu sebeple genotipleme
konusunda DNA’ya bagl olarak gelismis olan molekiiler teknolojiler ve molekiiler

markirlar ¢6ziim olusturmaktadir.

Molekiiler markir; DNA’nin bir pargasi, diger bir deyisle belirli bir genle
beraber kalitilan bir DNA parcasidir. Aslinda tanimlanan bir gendir ama genomun
belirli bir pargasini ifade ettigi i¢cin belirteg(markir) denmistir. Canlilarin yapisin
belirleyen sifre de DNA zincirlerinde oldugundan molekiiler markirlar, canl
populasyonundaki c¢esitlilik veya o populasyon i¢indeki canli genotipleri arasindaki

iligkilerin tespitinde %100’e yakin giivenilirlikle degerlendirilirler [77].

Molekiiler markirlar genotipik tanimlamada, gesit tescilinde, 1slah hatlarinin
tanimlanmasinda ve tohum saflik testlerinde, hibrit cesit saflik testlerinde, cinsiyet
belirlemede, genetik c¢esitliligin belirlenmesinde ve gen kaynaklarinin genetik

kokeninin belirlenmesinde kullanilirlar.
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DNA Markirinda Bulunmasi Istenen Ozellikler
Polimorfik olmali,

Kodominant olmali,

Genom boyunca dagilim gostermeli,
Kolay uygulanabilir olmali,

Kolay ve hizli analiz edilebilmeli,
Giivenilir olmali,

Tekrar edilebilmeli,

© N o g &~ w e

Cevre ve diger lokuslardan etkilenmemelidir.

1.3.1.3.1 Hibridizasyona Dayal Molekiiler Markirlar

1.3.1.3.1.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi

DNA belirtegleri icerisinde ilk kesfedilenidir [78]. Bu yontemde genomik
DNA, 4-6 niikleotid taniyan restriksiyon endoniikleaz enzimlerle kesilir, boylece bir
tek enzimin kesebildigi ancak farkli uzunluklarda DNA fragmentleri olusur [77]. Bu
olusan DNA fragmentleri elektroforezde biiyiikliiklerine goére ayrilir. Kesim
bolgelerindeki tek bir niikleotidin bile sebep oldugu mutasyonlardan dolay1
restriksiyon fragmentlerinin uzunlugundaki varyasyon saptanir [79]. Southern Blot
teknigi ile uygun bir membrana aktarilan DNA’lar, biyotinilasyonla isaretlenmis ve
radyoaktif olmayan veya radyoaktif problarla (genellikle P32 ile isaretlenmis, 300-
3000bp uzunlugunda kisa DNA zincirleri) hibritlestirilir. Olusan bu radyoaktif
hibritler otoradyografi teknigiyle gozlenir. Bdylece bitki tiir ve c¢esidine 0Ozgi
restriksiyon bantlar1 belirlenir. Karsilastirmada eger DNA’larin uzunluklarinda bir

farklilik varsa polimorfizm elde edilir.
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Teknigin en 6nemli agamas1 uygun problarin se¢imidir. RFLP probu olarak,
genellikle 200-2000baz uzunlugunda DNA pargalart kullanilir. Prob DNA’nin en
onemli 6zelligi genomda az sayida kopyasinin bulunmasidir [80]. Bu amagla rastgele
genomik veya cDNA kiitiiphanelerinden olusturulan, homolog ve heterolog problar
kullanilmaktadir [81]. Genler ¢ogunlukla az kopya olup kendilerine 6zgii dizilisler
tagidiklar1 i¢in cDNA’lar da az kopya olurlar. cDNA’lar disinda az kopya olduklari
belirlenmis olan genomik DNA parg¢alar1 da RFLP probu olarak kullanilir [80].

RFLP’nin ¢ok 6nemli iki avantaji vardir. Tiirler, cinsler ve hatta familyalar
arasinda transferleri miimkiindiir, bdylece bir tiirde bir RFLP belirteci bir kez
haritalandiginda akraba pek cok tiir icin o haritalama bdlgesinde potansiyel bir
belirte¢ belirlenmis olur. Diger 6nemli avantaji ise giivenilir olmalaridir, farklh
laboratuarlarda farkli arastirmacilar tamamen ayni sonuclar1 elde edebilmektedir.
Ayrica RFLP belirtecleri, heterozigot bireylerin de karakterize edilmesine olanak

saglayan esbaksin (kodominant) 6zelliktedir.

Polimorfizmin belirlenmesi i¢in radyoizotoplarin kullanilmasi ve sonuglarin
alinmasinin uzun siire almas1 RFLP analizlerinin en 6nemli dezavantajlaridir. Ayrica
RFLP teknigi i¢in biiyilk miktarlarda saf DNA gerekmektedir. Laboratuvar ve
materyal masraflart RFLP nin kullanimini sinirlandirmaktadir [80]. Teknigin son bir
dezavantaj1 ise, genomlarda az kopya olan dizilisler belli noktalarda kiimelendikleri
icin RFLP belirtegleri genom lizerinde rastgele dagilis gostermezler. Bu belirteclere

dayali haritalarda yaygin olarak biiyiik bosluklar goriilebilir [82].
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1.3.1.3.2 PCR’ye Dayah Molekiiler Belirtecler

PCR teknigi 1985 yilinda K. Mullis ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilmis ve
molekiiler biyolojide bir devrim yaratmistir. 1988’de termostabil DNA polimerazin
kesfiyle beraber PCR’nin aragtirmalarda ve laboratuvarlardaki kullanimi ¢ok
ilerlemistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 6zel DNA dizilerinin, uygun
primerlerin kullanimiyla in vitro sartlarda enzimatik olarak c¢ogaltilmasi teknigidir
[83]. DNA iiretim islemi birbirini izleyen bir seri 6zgiil sicaklik devrelerinde yapilir.
Oldukga diigiik miktarlarda kalip DNA kullanilarak bir veya daha fazla DNA
fragmentinin milyonlarca kopyasi iiretilir ve bunlar, otoradyografi veya boyama

yapilarak gozlenir [84].

Hizli, hassas ve pahali olmayan bir tekniktir. PCR teknigi DNA
belirteclerinin olusumunda temel olusturmustur. Polimorfizmin belirlenmesinde en
cok kullanilan teknik olan RFLP’nin uygulamasinin ¢ok zaman almasi ve oldukga
pahali bir metot olmasi nedeniyle PCR’nin kesfiyle beraber DNA’nin segilmis
bolgelerinin gogaltilmasina dayanan genetik yontemler gelismeye baslamistir [85].
PCR belirte¢ sistemlerinde 10-25 baz ¢ifti uzunlugunda primer olarak adlandirilan
oligoniikleotidler kullanilir. Bu primerler genomda baglandiklar1 yerlerin arasini eger
3-4 kb’nin altinda olursa 1-1.5 milyon defa ¢ogaltirlar. Genomdaki degisik
yerlerdeki polimorfizmi bulmak icin primerler degisik sekillerde tasarlanabilir.

Farkli primer ve primer kombinasyonlar1 kullanilarak farkl belirtecler gelistirilebilir.

PCR reaksiyonlar sirasinda kullanilan sartlar, iiretilen bantlar1 ve bantlarin
tekrarlanabilirligini etkiler. Bunlar DNA ve magnezyum (MgCl,) konsantrasyonu,
primerlerin DNA dizinine en uygun yapisma sicakligi (primerin G+C miktari
belirleyicidir) ile primerlerin uzunlugudur. Yapisma sicakligi, 30-40°C gibi diisiik
sicakliklara inildiginde baslatict DNA pek c¢ok yere kolayca yapisacagi i¢in pek ¢ok
yere ait Ozgiil olmayan DNA {iretimi yapilir. Yapigsma sicakligmin yiiksek
tutulmasiyla (55-60°C) ise baslatict DNA sadece 6zgiil bolgelere yapisir ve buradan
tiretim yapar [80].
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1.3.1.3.2.1 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA(s)) - Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA

PCR’nin kesfiyle baslangicta belirli DNA bdlgelerinin ¢ogaltimi i¢in baz
dizilimi bilinen bolgelerin primer ¢iftleri kullanilarak bazi ¢caligmalar yapilmistir. Bu
calismalardaki ilgili dizilerin belirlenmesinde karsilasilan giigliikler ve dizisi bilinen
bolgelerle calismanin getirdigi kisitlamalar, sonrasinda rastgele primerle c¢alisilan
daha kolay ve etkin bir yontem olan RAPD’in kesfini getirmistir. Bu teknik
birbirinden bagimsiz farkli iki bilim adami grubu [86-87] tarafindan gelistirilmistir.
Welsh ve McClelland bu teknige AP-PCR (Arbitary Primed-PCR) adin1 vermislerdir.
Iki teknik de prensip olarak aynidir.

RAPD teknigi, 9-10 baz ¢ifti uzunlugundaki rastgele oligoniikleotitlerin
(primerlerin), DNA’nin iki iplik¢igi tlizerinde, birbirine karsit iki farkli noktada
tamamlayicilarini bulmasi ve bu ara bdlgenin gogaltilmasi esasina dayanir [87].
Diger PCR uygulamalarinin aksine 2 yerine tek bir primer kullanilir [87], en az %50
G-C igerigine sahiptir [88]. Primer kalip DNA iizerinde komplementeri olan,
birbirine yakin iki bolgeye baglanarak arada kalan DNA  bdlgesinin
amplifikasyonunu saglar. Bu sekilde ¢ogaltilan DNA dizileri elektroforez ile agaroz
veya poliakrilamid jel ilizerinde ayrilip etidyum bromiir veya giimiis boyama ile
boyanir [89]. Sonugta bazi dizilerin ¢ogaltildigi, bazilarinin ise ¢ogaltilmadigi
gozlenir [87]. Primer baglanma noktalarindaki mutasyon veya dizi degisikliklerinin
sonucunda amplifikasyon bantlarmnin varligr ya da yokluguna bakilarak polimorfizm
tespit edilir. Genom boyunca rastgele bir sekilde polimorfizmin ortaya
¢ikarilmasinda olduk¢a duyarli ve etkili bir tekniktir [90]. Primerdeki tek bir
niikleotidin yerdegisimi RAPD’de tamamen farkli bir degisiklige yol acar. Bu da
sistemin duyarliliginin gdostergesidir. Bu teknikte basarili bir sonug¢ alabilmek i¢in
genomik diziye uygun primerin se¢imi oldukc¢a 6nemlidir. RAPD bantlarinin varligi
veya yoklugu ile belirlenen bireyler arasindaki polimorfizmleri gosteren bu

belirtegler genellikle dominant belirteglerdir [89].
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RAPD yonteminin en 6nemli dezavantaji, belirteclerinin dominant olmasi
sebebiyle heterozigotlar1 teshis etmenin zor olmasidir. Reaksiyon bir¢ok hassas
degiskenle birbirine bagh oldugu icin, elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi
distiktiir [91-92]. RAPD markirlari; genom haritalama ve gen etiketleme, genetik
parmakizi belirleme ve c¢esit tanimlama, populasyon farkliligi, klon tanimlama,
taksonomik ve filogenetik c¢alismalar, genetik introgresyon, pedigri ve ebeveyn
analizi, bitki biliyime ve gelismesi, taksonomik kimligin belirlenmesi, akrabalik
derecelerin belirlenmesi ve karigsik genom 6rneklerinin analizi, bitkinin farkli yagam
evrelerinin arastirilmasi, yabanci tozlanma oranlariin tahmini, ve QTL (Quantitative

Trait Locus) analizi gibi ¢ok degisik amagli ¢alismalarda kullanilmaktadir [93].

1.3.1.3.2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) -
Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi

Zabeau ve Vos tarafindan 1993°de gelistirilen AFLP teknigi, RFLP tekniginin
giivenilirligine PCR tekniginin giiclinlin katilmasiyla olusturulan oldukga giiclii ve
giivenilir bir yontemdir [94]. AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)
teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarini gidermek iizere gelistirilmistir [80].
Kesimleme enzimleri ile kesilmis DNA pargalarinin selektif amplifikasyonuna
dayanmaktadir. AFLP; PCR ile RFLP tekniginin kombinasyonudur. Primerler hem

diziye 6zgli hem de rastgele olabilir.
Teknigin uygulama agamalari soyledir:

1. DNA spesifik kesimleme enzimleri ile (ECoR1/Msel) kesilir. Kesilen pargalar
biyotinle isaretlenmis iki adaptor ile bir DNA ligaz vasitasi ile birlestirilir.

2. PCR ile yapistirilan adaptorlere uygun primerler ve kesimleme fragmentler
bir 6n ¢ogaltma islemine tabi tutulur.

3. Radyoaktif olarak isaretlenen 6zel primerler ile gercek amplifikasyon saglanir.
Sonuglar poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenir. Poliakrilamid jel bir
baz uzunlugunu dahi ayirt edebilecek niteliktedir. Goriintiilemede gilimiis

boyama da kullanilabilir [95].
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Avantajlart :

v" Polimorfizm oraninin yiiksek olmasi

RFLP’ye gore hizli olmasi

Minimum primer testi ile ok sayida markir tiretmesi
Parmak izi analizleri i¢in uygun olmast

QTL analizleri i¢in uygun olmasi

Sayilar1t RAPD ve RFLP’den daha fazladir.

AN N Y RN

Genomik DNA’nin bilinmesine gerek yoktur.

Teknigin dezavantajlar1 ise; saf ve yiiksek molekiiler agirlikta DNA’ya
gereksinim duyulmasi, pahali bir teknik olmasi, genellikle dominant belirtegler

vermesi ve farkli genetik haritalar arasinda transferinin gii¢ olmasidir [82].

1.3.1.3.2.3 Minisatellitler (VNTR) / Mikrosatellitler (SSR)

Yiiksek organizmalarda heniiz gorevleri tam olarak bilinmeyen ancak
diizenleyici rollere sahip olduklar1 diisiiniilen, rastgele ardisik tekrarlanan, 2-6
niikleotid gruplarindan olusan boélgeler bulunmaktadir. Bu tekrarlar igerdikleri
niikleotid sayisina gore mikrosatellit veya minisatellit olarak adlandirilirlar. (AT),
(GT), (ATT), (CTT) veya (GATA) gibi niikleotitlerinin n sayisinda tekrarlarindan
olusurlar. Mikrosatellitler ayn1 zamanda STR (Short Tandem Repeats) veya SSR
(Simple Sequence Repeats) olarak da anilir. 11-60 bp uzunlugundaki tekrarlardan
olusan minisatellitlerden (VNTR: Variable Number Tandem Repeats) farklidirlar.
Minisatellitler genellikle kromozomlarin u¢ kisimlarinda telomere yakin yerde
bulunurken, mikrosatellitler yiiksek organizmalara ait kromozomlarda daha bol ve

gelisigiizel dagilim gosterirler [77].

Mikrosatelitleri c¢evreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri
arasinda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde cakisan SSR’lerin PCR
primerleri ile ¢ogaltilarak se¢cimine izin vermektedir. Ardisik tekrarlarin sayisindaki
farklilik PCR sonucu farkli uzunlukta parga ¢ogaltimiyla sonuglanir. Bu tekrarlar ¢ok

yakin tiir ve cesitler arasinda dahi tekrarlanan iinitelerin sayisinda degisiklige yol
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acan mutasyonlar nedeni ile oldukca polimorfiktir [96]. Bu sayede okaryotik
genomda polimorfizmin miikemmel kaynaklari olup genetik caligmalarda oldukca
etkili olmuslardir [89]. Tekrarlanan DNA’y1 ¢evreleyen korunmus diziler tekrarlara
Ozgiidiir, yani 6zgiildiir. Bu diziler SSR primerlerini dizaynetmek i¢in kullanilarak
belli bir lokus PCR ile klonlanip c¢ogaltilir. PCR iiriinleri ise jeller iizerinde
biiyiikliiklerine gore ayrildiktan sonra floresan, giimiis nitrat veya etidyum bromiir

yontemlerinin biriyle tespit edilir. Polimorfizmin kaynag tekrar sayilaridir [77].

SSR’lar yiiksek miktarda polimorfik olmalari, kodominant olmalari, PCR
yoluyla hizli ¢ogaltima olanak tanimalar1 ve bilinen primer dizileri sayesinde Oteki
belirte¢ uygulamalarma gore daha kullamghdirlar [97]. Ote yandan SSR’de primer
gelistirme sathasi oldukca pahali, teknik uzmanlik gerektiren, zaman alict ¢alismalar
icerir. DNA klonlarinin tekrarlanan olgoniikleotid iceren problarla melezlenme
yoluyla bulunmasi, niikleotid dizilislerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan
yapilarin baglangic ve bitis yerlerinden 6zel baslatict DNA’lar gelistirilmesi
gerekmektedir [80].

1.3.1.3.2.4 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) - Basit I¢ Dizi
Tekrarlan

Teknik 5° ve 3° sonda giliclendirilen kisa, tekrarlanan DNA zincirlerinin
primer olarak kullanilmasini, PCR iiriinlerinin elektroforez ile biiyiikliikklerine gore
ayrilmasini ve jel iizerinde DNA’larin tespitini igerir. Primer olarak 2-4 farkli veya
ayni niikleotidlerle sabitlestirilen, basit olarak tekrarlanan DNA zincirleri kullanilir.
Bir reaksiyonda tekrarlanan zincir ayni kalmak kaydiyla, sabitlestiricic DNA’larin
farkli kombinasyonlar1 primer olarak ayni reaksiyonda kullanilarak bir tek PCR
reaksiyonunda gii¢clendirilen hedef DNA dizilerinin sayilari arttirilir. Boylece bir jel
lizerinde yiiriitillecek bant veya belirte¢ sayist arttirilmis olur. Bu diger DNA

belirteglerinin liretebildigi sayilarla karsilagtirildiginda 6nemli bir avantaj saglar [77].
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RAPD ile maliyeti hemen ayni olan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)
[98] teknigi RAPD’e gore oldukga giivenilir, tekrarlanabilirlik orani yiiksek ve PCR
kosullarindan ¢ok etkilenmeyen bir tekniktir. Bu teknik genetik c¢esitlilik,
siniflandirma, molekiiler markir bulma ¢alismalari, evrim ve genom haritasi
olusturma ¢alismalarinda son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir [99].
Dezavantajlar1 ise primerlerin ayr1 ayri baglanma sicakliklarmin belirlenmesi ve

benzer biiyiikliikteki bantlarin ayn1 olmama durumudur [77].

1.3.1.3.2.5 SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) -
Belirlenmis ve Cogaltilmis Polimorfik Diziler

Bir polimorfik RFLP veya RAPD klonlanir ve dizi analizi yapilir. Bu spesifik
fragmentlere gore 2-24 nukleotitlik PCR primeri sentezlenir. PCR'de g¢ogaltilmis
spesifik primerleri bir kesim enzimleri ile kesilir. Sonucta DNA'daki biiyiikliik
degisimi tespit edilir [100]. RAPD ve ISSR gibi belirteg¢ spesifitesi diisiik olan
belirteglerin giicli, bu yontemlerle elde edilen bantlarin jel lizerinden ¢ikarilarak 3’
sonlarindaki DNA zincirlerinin tespiti ve bunlarin daha uzun, dolayisiyla da daha

0zgil primerler olarak PCR reaksiyonlarinda kullanilmasi ile arttirlir.

Orjinali olan RAPD ve ISSR belirteglerine gore daha {istiin 6zelliklere
sahiptirler, tekrarlanabilirlikler1 yiiksektir. Genellikle dominant belirtegler
olusturmasina ragmen, tek tek bantlarin restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle
kodominant belirte¢lere donistiiriilebilir [77]. Cok diisiik miktarlarda kalip DNA
gerektirmesi, yliksek duyarlilikta olmasi, kolay ve hizli kullanim sunan SCAR

belirtegleri bu avantajlarinin yaninda primer gelistirmede DNA bilgisini gerektirir.
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1.3.1.3.2.6 CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence) - Kesilip
Cogaltilmis Polimorfik Diziler

PCR friinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elektroforezle
biiyiikliiklerine gore ayrilan bu kesilmis fragmentlerin tespitini igerir. Primerler
cDNA veya genomik DNA klonlarindan, klonlanan ve DNA zincirleri tespit edilen
RAPD, ISSR bantlarindan elde edilir. Cok diisiik miktarda kalip DNA gerektirirken,
primer i¢in ise DNA bilgisi gerektirir.

Hem SCAR hem de CAPS primerleri gelistirebilmek i¢cin DNA zincir
bilgisine ihtiya¢ oldugundan bu iki yontem de yaygin olarak kullanilmayip daha ¢ok
RAPD, ISSR ve AFLP gibi spesifitesi diisiik belirteglerin spesifitesini arttirmak

amactyla kullanilirlar.

1.3.1.3.2.7 ESTs (Expressed Sequence Tags)-isaretli ifade Edilen Diziler

EST belirtecler temel prensip itibari ile 150-400bp biiyiikliigiindeki
mRNA’larin tamami ya da belirli bir boliimiine yakin bir kismina karsilik gelen
cDNA klonlarmin dizi analiz sonucu olusturulmus DNA belirtecleridir. mRNA’lar
ve cDNA’lar kullanildig i¢in ifade edilmis (expressed) terimi kullanilmaktadir. Gen
bankasinda ¢ok sik basvurulan elemanlardandir. Etkinligi ¢ok yiiksek bir tekniktir.

Bu teknik tanimlamanin yani sira, haritalama ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.

Bir EST, cDNA sekansmin bir segmenti olup mRNA’ya benzer. EST ler
genomik sekansi aciklamada bir dayanaktir ve spesifik dokulardaki veya biiylime
kosullartyla iliskili gen ekspresyonunu analiz etmeyi saglar. Insanda genlerin
ekspresyonunun tanimlanmas: kodlanmayan DNA bodlgelerinin  (intronlarin)
olmasindan dolay1 zordur. Bu nedenle mRNA izolasyonu ile ifadesi olan genleri
tespit etmek miimkiindiir. Ancak mRNA hiicre disinda stabil degildir. Bu nedenle
mRNA’dan cDNA(komplementer DNA) sentezlenir. cDNA ifade edilen sekansi
igerir. Daha sonra molekiiliin iki ucundan EST olusturmak {izere birka¢ yiiz

nukleotid sekanslanir.
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EST sekanslar1 eksprese edilen genlerin kurulmasinda hizli bir metottur.
Herhangi bir ¢esit cDNA kiitliphanesi sekanslama yapmak i¢in kullanilabilir. Single-
pass (tek gecisli) sekanslama cDNA klonunda sadece bir ugtan yapilir. Bu verilerin
hizli ve oldukg¢a ucuz toplanmasini saglar. Ancak single-pass sekanslama bir¢ok hata

icermektedir.

1.3.1.3.2.8 ASAP (Allele Spesific Associated Primers)- Allele Ozgii
Birlesen Primerler

Gu et al. (1995)’e gore bu teknoloji, belli bir baglanma sicakliginda tek bir
DNA pargast olusturan allel-spesifik baglantili primerlerin kullanilmasi suretiyle
alkali DNA ekstraksiyonunu takiben mikrotiter tabakalar i¢inde DNA cogaltimina
dayanmaktadir [101]. DNA pargasi sadece uygun allele sahip bireylerde olusmakta
ve bu sayede c¢ogaltilan DNA pargalarinin elektroforezde ayrimina ihtiyag
gostermemektedir. Bu metotta kullanilan etidyum bromid DNA ¢ift sarmala
baglanmakta ancak PCR karigimindaki serbest niikleotidlere baglanmamaktadir. Bu
yontem DNA ekstraksiyon siiresini kisaltmak ve genis capli taramalarda PCR

reaksiyonunun gilivenilirligini arttirmak i¢in gelistirilmistir.

1.3.1.3.2.9 SNP (Single Nucleotide Polymorphism-Tek Niikleotit
Polimorfizmi)

SNP’ler transisyonlar (bir piirin bazin (A,G) diger bir piirin bazina veya bir
pirimidin bazin (C,T) diger pirimidin bazina degigmesi) ve transversiyonlar (bir plirin
bazinin bir pirimidin bazina degisimi veya tersi) gibi baz degisimlerini icermektedir.
G>A ve C>T transisyonlari, insan genomundaki SNP’lerin %25’ini olusturmaktadir.
Tek niikleotid pozisyondaki varyasyon terminolojisi allel frekans1 ile
aciklanmaktadir. Bir populasyondaki tek baz degisiminin frekansi %1’den biiyiikse
bu degisim SNP, %1’den kii¢iik ise mutasyon olarak adlandirilir.

27



SNP’ler yaygin olarak bireyler arasinda DNA’daki tek niikleotit degisiklikleri
olarak adlandirilir. Bu nokta degisikliklerini tespit eden yontemler, bir veya birkag
bazlik kiigiik insersiyon ya da delesyonlari da bulabilir. Polimorfizmler
populasyonda en az %1 sikliktan daha az yaygin bir varyantin oldugu bélge olarak da
siklikla tanimlanirlar. Bu varyantlar diisiik siklikta olmasina karsin bazi durumlarda

¢ok onemlidirler.

SNP’ler iki yolla; hastaliga katkist bulunan genlerin bulunmasi igin
kullanighidir. Bazt SNP alleleri, direk olarak hastaliga katkisi olan gen fonksiyon
veya regiilasyonunda farklilifa yol acan DNA sekans varyantlaridir. Birgok SNP
alleli muhtemelen hastaliga kii¢ilk miktarda katkida bulunuyor. Bunlarin,
fonksiyonal SNP’lerin bulunmasinda genetik markir olarak kullanilmasi; markir

SNP’ler ve fonksiyonal SNP’ler arasindaki ortaklik nedeniyle, kullanishidir.

1.3.1.3.2.10 SSCP (Single Strand Conformational Polymorhizm-Tek
Zincir Konformasyonal Polimorfizm)

SSCP tek zincirli DNA’nin molekiil i¢i etkilisimi sonucu her zincirin farkl
formda katlanip kivrilmasiyla degisik konformasyonlarin  olugmasma ve
poliakrilamid jelde farkli hizda hareket etmesi ilizerine kurulmus bir yontemdir.
Mutasyon iceren DNA molekiilii tek baz bile farkli olsa normal dizide degisik bir
yapt olusturacagindan farkli yerlerde bantlasma gozlenmektedir. Normal ve
incelenen Ornek arasinda fark olmasi, mutasyonun varligimni gostermektedir. Nokta
mutasyonlariin DNA dizi analizi ile kesin olarak teshis edilebilmesine ragmen
taranacak DNA fragmenti biiyiidiikge, teshis siiresi ve analiz maliyeti artmaktadir.
Bunu O6nlemek amaciyla mutasyon iceren gen, kisa DNA parcaciklart (200 bp)
halinde amplifiye edilip SSCP yontemiyle taranarak mutasyonun bulundugu

fragment belirlenir.

Boylece, biiyiik bir genin tiimiinii analiz etmek yerine sadece mutasyon iceren
parcanin incelenme siirecini kisalttigi gibi maliyeti de azaltmaktadir. Burada asil

ama¢ mutasyonun bulundugu bolgeyi belirlemektir.
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1.3.1.3.2.11 STS (Sequence Tagged Sites - Dizisi Etiketlenmis Alanlar)

STS teknigi RFLP giivenilirligini ve PCR kolayligin1 biraraya getiren bir
tekniktir. Niikleotid dizilisi bilinen az kopyali RFLP problarindan yeterli uzunlukta
(16-24 niikleotid) baslatict DNA’lar gelistirilmektedir. Baslatict DNA’lar ile
genomik DNA {izerinde c¢ok spesifik sartlarda DNA {iretimi yapilmasi ile RFLP
probunun temsil ettigi lokus c¢ogaltilmaktadir. Farkli genotiplerden iiretilen
DNA’larin 4 niikleotid tasiyan bir seri kesim enzimi ile kesilmesi sonucu iiretilen

pargalarin i¢indeki tek niikleotid degisikligi bile tanimlanabilmektedir.

Avantajlari:

e Cogunlukla kodominant 6zellikte markir iiretmektedirler.

e Kullanimi1 RFLP’ye gore ¢ok daha kolay, ucuz ve hizlidir.

e RAPD gibi az miktarda DNA yeterlidir.

e Baslatict DNA’larin iyi segilmesi sart1 ile farkli haritalar arasinda
transferi miimkiindiir.

e Teknik otomasyona uygundur.

Bu teknigin dezavantaji; ilgili RFLP probunun niikleik asit diziliginin
bilinmesini ve buna gore bir ¢ift baslatict DNA gelistirilmesini gerektirmesidir. Orta

diizeyde polimorfizm vermesi de bir diger dezavantajidir.

1.3.1.3.2.12 SPAR (Single Primer Amplification Reaction)

SPAR, deney basina c¢oklu markir iireten bir DNA markir sistemidir.
Kullanilan primerler SSR tabanlhidir ve SSR'ler arast DNA dizileri ¢ogaltilir.
Polimorfizmin diizeyi tiir igindeki genomik ¢esitlilige baglidir. Cogu DNA markiri
daginik genom bolgelerini haritalar. Cogu SSR-SPAR dominant karakterde olmasina

ragmen kodominant olanlari da saptanabilir [96].
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1.3.1.3.2.13 SRAP (Sequence Relatad Amplified Polimorphism)

SRAP, Li ve Quiros tarafindan 2001 yilinda ORFs denilen ¢ekirdek
sekanslar1 baz alinarak uygulanan bir tekniktir. Teknik genomun kodlanan
bolgelerinin se¢ilmesi esasina dayanir. SRAP, RAPD benzeri bir yontemdir.
Polimorfik, otomasyona uygun, uygulanmasi kolay, giivenirligi ve tekrarlanabilirligi
yiiksektir. RAPD’e gore daha spesifik bolgeleri taramaktadir. Elde edilen
fragmentlerin jellerden izolasyonu kolaydir. Dezavantajlari RAPD’in aksine 6zel

primer dizilimi istemesidir.

1.3.2 ITS (Internal Transcribed Spacer) ve rDNA

1.3.2.1 ITS Balgesi ve Genel Ozellikleri

Iki kopya bolgesi (ITS1 ve ITS2), yakin akraba olan taksonlarin
karsilastirilmasindaki kullanigliligi nedeniyle, daha 1990’11 yillarda bu bolge hizli bir
sekilde calisilmaya baslanmistir.  Mevcut veriler, ITS baz dizilerinin,
Angiosperm’lerde degisik seviyelerde filogenetik a¢idan kullanisli oldugunu
gostermektedir. Bu veriler, genetik stiriiklenmelere yonelik etkili sinyaller ortaya

koymaktadir [102].

Bazi1 bitki gruplarinda ITS1 ve ITS2’de yiliksek oranda varyasyonla
karsilagilirken, bazilarinda ise, niikleotit varyasyonunun az bir dizisine
rastlanilmaktadir. Ayni toplam DNA degerlendirmelerinde; ¢ogu gruplarda ITS
dizinlerinin, cpDNA baz dizinlerinden ¢ok daha fazla degiskenlik gosterdigi ve daha

bilgilendirici oldugu sonucuna varilmigtir [103].
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ITS5A ITS 4

— -—
185 ITS1 == ITS2 265
Niikleer DNA 200-250bp :]urlI;Eb; 200-250bp Niikleer DNA

ITS Bilgesi

Sekil 1.2 nrDNA'min ITS Bolgesi [104].

ITS Bolgesinin Genel Ozelikleri

Filogenetigin yeniden insaasinda yeterli veri sunacak kadar uygun bir
biiytikliige (Sekil 1.2) sahiptir (600—700bp).

Genomik DNA iizerinde yiiksek kopya sayisina sahiptirler.

Cins ve tiir i¢i seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA gen
bolgelerine komsu olarak bulunmaktadirlar.

Cins ve tiir seviyesindeki filogenetik calismalarda DNA igerikleri, agiklayict
bilgiler sunmaktadir.

rDNA gen bolgelerine gore daha hizli niikleotit baz degisimi gosterirler.

ITS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik acidan sunduklari veriler farkhi
diizeydedir. Bu boélgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla
filogenetik ¢oziimler sunmaktadir ve niikleotid igerigi ITS2’ye gore % 29
daha degiskendir.

rDNA’nin olgun 18S, 5.8S ve 28S alt birimlerinin olusumu siirecinde gorev
almaktadir [75].

Okaryotik organizmalarda 5.8S gen bdlgesi, ¢ogunlukla ITS bolgeleri ile
birlikte degerlendirilir.
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1.3.2.2 rDNA ve ITS Bolgeleri Arasindaki iliski

Bitki gruplarin1 dogal ortamlarinda tanimlamada ve taksonlart ayirt etmede
zorluklarla karsilasilabilmektedir. Anahtarlarda kullanilan fenetik karakterler
genellikle tam ayirt edici olamamaktadir. Ozellikle kiiltiirii yapilan tiirlerle, dogal
tiplerin akrabaliklarinin ortaya konmasinda, tiirlerin teshisi, toplanmasi ve korunmasi

sirasinda tanimlama biiyiik nem tagimaktadir [102].

Molekiiler biyolojideki son gelismeler, tiire 06zgli gen bdlgelerinin
belirlenmesiyle bitki tiirlerinin tanimlanmasina imkan vermektedir. Buna yonelik
olarak, rDNA’nin ITS bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik g¢aligmalarda

siklikla bagvurulan yontemlerden biri haline gelmistir [75].

ITS (internal transcribed spacers) boliimleri cins ve tiir diizeyinde yapilacak
filogenetik bir ¢aligma i¢in en gilivenilir metotlardandir. Bu nedenle ribozomal DNA
internal transcribed spacers (rDNA ITS) bitki sistematigi ve tanimlamada sahip
olduklar1 genomik bdliimlerin islerligi ile paralel olarak siklikla kullanilmaktadir.
Kullanimdaki avantaji ribozomal DNA’nin yiiksek diizeyde konservatif genlere sahip

olmasi ve ITS bolumleri arasinda konumlanmasidir.

Genomik DNA iizerindeki rDNA bélgeleri, ¢coklu gen yapilarindan olusur ve
ardigik siralanmig tekrarl diziler seklindedir. rDNA tekrarlari; genomik DNA’nin
NOR (Niikleolar Organizer Region) bélgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S
kiigiik alt birim, 5.8S ve 28S biiylik alt birim rDNA’lar1 kodlayan genlerden
olugmaktadir. ITS bolgeleri, genomik DNA {izerindeki bu rDNA tekrarlar1 iginde
yerlesmistir. Bu bdlgeler, rDNA’nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve
korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve 28S) birbirinden ayiran iki kistmdan (ITS1 ve
ITS2) olusmaktadir [75]. Bu ITS bolgeleri, rDNA gen bdlgelerine baglanabilen
evrensel primerler kullanilarak PCR ¢alismalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amagla
kullanilan evrensel ITS (ITS2, ITS3, ITS4 ve ITSS) primerlerinin rDNA iizerindeki
baglanma bolgeleri Sekil 1.3’te gosterilmistir.
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ITS S ITS3
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188 5.88 288
IGS Niikleer DNA | ITS1 | Niikleer DNA | ITS2 Niikleer DNA | IGS

+—— +——
ITS2 ITS 4

Sekil 1.3 ITS Primerlerinin rDNA Uzerindeki Baglanma Bélgeleri [123]

rDNA genleri, kopya edilmeyen bolgeler (IGS) ve ITS bolgelerinin varligiyla
birbirinden ayrilmistir. IGS bolgeleri (ETS ve NTS), komsu rDNA tekrar birimleri
arasinda yer almaktadir. ETS, ribozomal mRNA ile kodlanan dis kopya bolgesidir ve
onun promotor bolgesini ihtiva etmektedir. NTS (Non Transcribed Spacer) ise, tekrar
birimleri arasinda yerlesmis kodlanmayan bolgelerdir [75]. ITS1, 18S (SSU) ile 5.8S
arasinda yerlesmistir. ITS2 bolgesi ise, 5.8S ile 28S (LSU) genlerini ayiran DNA
bolgesidir. Bu gen vyapilari1 ihtiva eden rDNA tekrarlarinin = 6karyotik
organizmalardaki kopya sayisi, 200-30.000 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu,
biitiin genomun yaklagik %1 veya daha fazlasini temsil etmektedir. Ayrica genomik

DNA’nin rDNA kopya sayisinda ara sira degisiklikler meydana gelebilmektedir.

1.3.2.3 rDNA Bdlgeleri

1.3.2.3.1 Kiiciik Alt Birim rDNA (18S)

Kiiciik alt birim rDNA’s1 yiiksek derecede korunmus DNA bolgelerinden
biridir. Alem, sube ve sinif seviyesindeki kategorilerde filogenetik ¢aligmalarin
yeniden insaast i¢in yogun olarak kullanilmaktadir. Bugiine kadar 4000°den daha
fazla takson i¢in, bu bolgeye ait DNA baz siras1 belirlenmistir. Kiiciik ve biiyiik alt
birim rDNA niikleotit baz siralarinda asir1 korunmus ve degisebilir bolgelerin
bulunmasi, ilgili 6zel sorular i¢in optimal filogenetik cevaba izin veren bir dizi

oranlar saglamaktadir.
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Kiigiik alt birim rDNA baz siralari, ata soylarin belirlenmesinde, temel
okaryot ve fungal soylar arasinda, Angiospermler i¢inde, hayvanlarin diizenlenmesi
gibi farkli taksonomik seviyelerde filogeninin yeniden insaasinda kullanilmaktadir

[102].

1.3.2.3.2 5.8SrDNA

rDNA tekrar birimleri i¢inde en kiigiik uzunluga sahip olani, 5.8S niiklear
DNA’sidir. rRNA’nin biiyiikk alt biriminin bir pargasidir ve lokus uzunlugu ile
niikleotit icerigi ileri derecede korunmustur. Bu bolgeye ait baz uzunlugu, arzu edilen
kullanilabilir bir biiyiikliige sahip olmadigi (163-164 bp) ve filogeniye yeterli
derecede veri saglamadigi icin, bu tip filogenetik calismalarda tek basina
kullanilmalar1 uygun goriilmemektedir. Bu nedenle niikleotit baz degisimlerinden,

ITS bolgeleriyle birlikte degerlendirilmesi yoluyla yararlanilmaktadir [102].

1.3.2.3.3 Biiyiik Alt Birim rDNA (28S)

Kiigtik alt birim rDNA’ya gore daha uzun yapidadir ve baz igerigi agisindan
daha fazla varyasyon gosterir. Bliyiik alt birim rDNA’s1 ¢ok farkli alt birimlere
sahiptir. Bu nedenle filumlar arasinda 6dnemli derecede gen varyasyonu gosterirler.
Kiigiik ve biiylik alt birim rDNA’s1 iizerinde degisebilir bolgeler veya yayilan
segmentler olarak adlandirilan domainler mevcuttur. Ancak bu bolgelerdeki
genislemeler; rDNA baz dizinlerinin, akraba tiirleri ayirt etmede kullanilmasi i¢in
yeterli veri sunmamaktadir. Bu nedenle rDNA genlerinin gosterdigi varyasyonlardan,

familya ve daha yukari seviyelerde faydalanilmaktadir [102].
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rDNA tekrarlarinin  ITS ve IGS bolgeleri, yiiksek oranda varyasyon
gostermeleri bakimindan cinsler arasinda, tlir seviyesinde ve populasyonlarin
calisilmasinda karsilagilan taksonomik problemleri ¢6zmede kullanilmaktadir.
Ancak IGS (4-5kb) bolgelerinin ITS bolgelerine gore daha uzun pargalara sahip
olmasi ve dizin analizindeki zorluk nedeniyle, filogenetik ¢aligmalarda ¢ogunlukla
ITS bolgeleri tercih edilmektedir [102]. Yapilan RFLP ¢alismalari, bu ara bdlgelerin
son 50 milyon yil i¢inde ayrilmis olan yakin akraba taksonlar arasindaki filogeniyi

ortaya koymada kullanilabilecegini gostermistir [102].

1.3.3 DNA Dizileme

DNA dizi analizleri yada 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
bolgeleri, konsensus dizileri, epistatik genler ve etkileri belirlenebilmektedir.

Preimplantasyon tanisi, kalitsal hastalik tayininde oldukc¢a kullanilir.

Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik kullanilmaktadir.
1. Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi [105].

2. Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi [106].

Her iki teknik de ii¢ temel basamaktan olusmaktadir.
e DNA’nin hazirlanmasi
e Reaksiyonlar

e Yiiksek voltajli jel elektroforezi
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1.3.3.1 Maxam ve Gilbert’in DNA Kimyasal Kirilma (DNA Sequencing)
Yontemi

Cok yonlii sekans olarak da bilinen bu yontemde bazi kimyasallarla DNA
0zgiil baz dizilerinden kesilerek degisik uzunlukta fragmentler elde edilir. Bu metotta
bir sekans jelinden kirk klon analizi yapilabilmektedir. Yine de ¢ok fazla tercih
edilmeyen metottur. Ana mantitk DNA’daki bazlarin tahrip edilip hasar goérmiis
bolgelerden piperidin ile fosfodiester baglarmin kirilmasidir. Ik olarak DNA pargasi
bir ucundan isaretlenir. Isaretleme sonras1 DNA dért parcaya ayrilir. Her bir 6rnege
bazlardan birini tahrip edebilecek kimyasallar eklenir. Maxam ve Gilbert yonteminde
Ozgll bazlar ile zincirlerin kirilmasinda kullanilan kimyasallar Tablo 1.1°de

verilmistir [107].

Tablo 1.1 Kimyasal Kirilma Yonteminde Kullanilan Kimyasallar

Ozgiil Baza 6zgiil Baz ayirmada Zincir kirmada
Baz kimyasal kullanilan kimyasal | kullanilan kimyasal
G Dimetil siilfat Piperidin Piperidin
A+G Asit Asit Piperidin
C+T Hidrazin Piperidin Piperidin
C Hidrazin + Baz Piperidin Piperidin
A>C Baz Piperidin Piperidin

Piirinlerin kirilmasinda dimetil sulfat kullanilir. Dimetil stulfat ile N7 no’ lu
pozisyonundan metillenen DNA’ya bazik ortamda piperidin uygulanirsa DNA
guanin bazindan kirilir. Bazik ortam yerine asidik ortam tercih edilirse bu sefer DNA
guanin yerine adenin bazindan kirilir. Pirimidin bazlarim kirilmasi ise hidrazin ile
yapilir. Hidrazin DNA’y1 hem sitozin hem de timin bazindan kirar. Bu iki reaksiyonu
ayirmak i¢in ise yiiksek tuz derisimi (2M NaCl) ve bazik ortam kullanilir. Yiksek
tuz derisimi ile bazik ortamda, DNA sitozin bazindan kirilir. Dort farkli bazi
ayirmada kullanilan reaksiyonlardan elde edilen parcaciklar, yiiksek voltajh

elektroforez sonunda X-ray duyarli film ile kaplanarak otoradyograma alinir.
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Otoradyografik bantlar 5°-3° yoniinde en alttan en iiste dogru okundugunda Tablo
1.2°deki gibi 5°-3” yoniindeki baz dizilimini verir [108].

Tablo 1.2 Kimyasal Kirilma Yéntemi ile Yapilan Reaksiyonlarin Elektroforez
Sonrasi Goriintiisii

G>A A>G C T

Kimyasal kirilma yontemi ile yapilan reaksiyonlarin elektroforez sonrasi

goriintiisii ve okuma sonucu; GAGCTG

1.3.3.2 Sanger Dizileme (Cycle Sequencing) Yontemi

Dideoksi ya da zincir sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da bilinir. Tehlikeli
kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem oldugundan Maxam-Gilbert yontemine

tercih edilir. Bu yontem i¢in:

Tek iplik¢i kalip DNA’ya,
e dNTP’lere,

e ddNTP’lere,

e DNA polimeraz’a

e Serbest OH grubu igeren primere ihtiya¢ vardir.
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ddNTP’ler dideoksiniikleosittrifosfatlardir. OH grubu tasimayan modifiye
niikleotit substratlardir. Bunlar riboz sekerinin ikinci karbon atomuna ek olarak
ticlincii karbon atomunda da deoksi halde oldugundan fosfodiester baginin olusumu
engellenir yeni niikleotitler yapiya katilmaz. DNA zincir uzamasi sonlanir. Bu

Sanger yonteminin en can alict noktasidir.

Ik olarak analiz icin kullanilacak kalip DNA asimetrik amplifikasyon
yontemiyle hazirlanir. Boylece daha fazla kalip DNA elde edilir. Bu amagla dizi
analizinin yapilacagi kolun primer derisimi komplementer kolunkinden daha ytiksek
tutulur. Dongii ilerlediginde sinirlayict primerin bittigi anda yalnizca uzama kolu
cogalir. Amplifikasyon bitiminde iiriin ortamdaki maddelerden arindirilir. Artik tek

zincirli kalip DNA olarak kullanilmaya hazirdir.

[lk olarak reaksiyon sonunda olusacak iiriinlerin rahat gériintiilenebilmesi igin
DNA molekiilii isaretlenir. Isaretleme islemi igin genelde S35, P33 ya da P32
kullanilir. Isaretleme ya gama pozisyonunda, yapisinda bulunduran niikleotitleri
kullanarak ya da alfa pozisyonunda isaretli dNTP’leri kullanarak yapilir. DNA
polimeraz, primer kalip DNA ve dNTP’ler ortama konulup, isaretli niikleotitin
yaptya katilmasi saglanir. Kullanilan ddNTP’lerin  konsantrasyonu diger
maddelerden daha diisiik olmalidir. Isaretleme primere de yapilabilir. Isaretlemeden
sonra zincir sonlanmasi reaksiyonlarina gecilir. Karigim dort kisma ayrilarak dort
tiipe konulur. Her tiipe gerekli enzim faktorleriyle birlikte diisiik derisimli farkli
ddNTP’ler konulur ve inkiibe edilir. ddNTP’ler ve dNTP’ler ayni karisima
kondugunda aralarinda bir yarigma olur. Substrat olarak ANTP’ler kullanildig siirece
uzama devam eder. Sentezin herhangi bir noktasinda yapiya dideoksi girdiginde
reaksiyon durur. Her tiipte ayn1 anda birbirinden bagimsiz bir¢ok reaksiyon olmustur.
Sonucgta primer sonundan baglaylp sonlanmalarin oldugu bolgelere kadar cesitli

uzunlukta DNA parg¢alar1 olusur.
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Olugan {irtinlerin ayristirilabilmesi i¢in denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilir. Elektroforez sonunda jel kurutularak otoradyografi ile
fotografi cekilir. Otoradyogramdan elde edilen en kisasi en onde olmak {izere
basamak seklindeki bantlar, radyoaktif izotop tasiyan tek zincirli DNA molekiillerine
aittir. Isaretleme yontemine gore jel iizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon
karisimina konulan ddNTP’nin tipine gore okunur. Otoradyogramdaki bu bant
verilerinden yararlanilarak Tablo 1.3’teki gibi 5’-3° yOniine dogru olan baz dizilimi

saptanmis olur [108].

Tablo 1.3 Enzimatik Zincir Sonlanma Yoéntemi ile Yapilan Reaksiyonlarin
Elektroforez Sonrasi Goriintiisii

ddGTP ddATP ddCTP ddTTP

Enzimatik zincir sonlanma yontemi ile yapilan reaksiyonlarin elektroforez

sonras1 goriintiisii ve okuma sonucu; CGACTG

1.3.3.3 Otomatik DNA Dizi Analizi

Insan Genom Projesi gibi biiyiikk projeler ¢ok sayida DNA dizi analizi
yapilmasin1 gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek i giicli
gerektirir. Bu gelismeler sonucunda otomasyon kac¢inilmaz olmustur. Otomatik DNA
dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart ¢alisma kosullari ve elde edilen

sonuclarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir.
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Otomatik DNA Dizi analizinde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmistir. Tek farki radyoaktif izotop yerine
floresan boyalarin kullanilmasidir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilir ve
sonugta, dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir
model ortaya ¢ikar. Guanin bazi siyah renkle, Timin bazi kirmizi renkle, Adenin bazi

yesil renkle ve Sitozin baz1 mavi renkle Sekil 1.4’teki gibi gosterilir.
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Sekil 1.4 Dizi Analizi Sonucu Olusan Piklerin Goriintiisii

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik
tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 11k olusturulur. S6z
konusu DNA’nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 151k ile taranir.
Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan floresan boya, 1sik ile taranan bdlgeye
geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181
geri yansitir. Yansiyan bu 151k demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen
veriler bilgisayar programlar1 ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekrania aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6

bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir [107].
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1.3.3.4 Coklu Dizi Hizalama ve Clustal W Programi

Coklu dizi hizalama, biyoinformatikte temel bir aractir. Coklu dizi hizalama,
dizi olusturma, molekiiler modelleme, veritaban1 aramalari, filogenetik agac
olusturulmas1 gibi konularda baslica aragtir. Ikili dizi hizalamadan ¢ok daha fazla
bilgi verir. Coklu dizi hizalamada dinamik programlama teknigiyle polinom zamanda
optimum sonu¢ bulunabilmesine ragmen, var olan ¢oklu dizi hizalama teknikleri
optimum hizalamay1 ancak dizi sayisiyla iissel iliskili bir stirede bulabilir. Bu da
pratikte gerekli olan biiyiik boyutlu verilerde problemin ¢6ziimiinii, gliniimiiz
hesaplama giiciiyle imkansiz kilar. Ayrica bazi bulussal (heuristic) yontemlerle
ortaya ¢ikan sonuglarin yerel optimuma takilma ihtimalleri ¢cok yiiksektir. Buna ek
olarak, bulunan hizalamalar uzmanlarin bakis acilarina gore de farkli degerler
alabilmektedirler. Bu ylizden yerel optimaya takilmadan farkli iyi hizalamalar

verebilecek yontemler gittikge 6nem kazanmaktadir.

Coklu dizi hizalamada en ¢ok kullanilan ydntem asamali hizalama
yontemidir. Bu yéntemi kullanan araglarin en yaygint CLUSTALW dur [109]. Once
eldeki dizilerin ikili benzerlikleri kullanilarak tahmini bir filogenetik agag
olusturulur. Daha sonra bu bilgiden yararlanilarak, asamali olarak diziler hizalanir.
Bu yontemin en 6nemli dezavantajlari, yerel minimuma takilmasi ve problemi dogru
sekilde modelleyecek parametrelerin belirlenmesinin zor olmasidir. Bunun yanisira
olasilikli (stochastic) yontemler kullanan yaklagimlar da olmustur. Cok yavas
yontemlerdir ve daha ¢ok ¢oziime yakin noktalardan baglayarak iyilestirme yapmak
amaciyla kullanilirlar. Coklu dizi hizalama problemlerini ¢d6zmek ic¢in kullanilan
diger bir ana yaklasimsa son donemlerde olduk¢a yaygin olarak kullanilan genetik
algoritmalardir. En ¢ok bilinen 6rneklerden biri SAGA (Sequence Alignment by
Genetic Algorithm)’dir [110]. SAGA ClustalW’ya yakin hizalamalar bulmustur ama
daha basarili degildir.
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1.3.4 Filogenetik Analiz

Organizmalarin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilir. Filogenetik ise
tiirler/organizma gruplar1 arast genetik baglar1 ve iligkileri (evrimsel akrabaligi)
arastiran bilim dahdir. Belirli karakterleri (morfolojik ve/veya genetik) inceler ve
benzer karakterleri tasiyan organizmalarin genetik olarak birbirine yakin olduklari
varsayimindan yola c¢ikar. Molekiiler filogenetik kavrami ise giiniimiizde DNA ve
protein dizilerini de i¢eren molekiiler veriler tlirler arasi iliskileri analiz etmek igin
kullanilir. Genomlar, mutasyonlarin birikmesi ile evrimlesirler ve farkl
organizmalarin genomlar1 arasindaki niikleotid dizisi farki iki genomun birbirinden
ayrilma zamanlamasini yansitabilir. Farkli genomlar1 karsilagtirarak aralarindaki

evrimsel iligkileri ortaya ¢ikarmak miimkiindiir.

Organizmalarin  evrimsel tarihinin saptanmasinda molekiiler veriler

kullanilirken baz1 varsayimlarin varligi s6z konusudur:

1. Kullanilan molekiiler diziler homologdurlar. Yani ortak bir kaynaklar
vardir ve zaman igerisinde farklilasmislardir.

2. Filogenetik farklilasmanin iki kola ayrilarak gerceklestigi varsayilir.
Filogenetik agactaki bir dal belirli bir noktada iki kola ayrilir.

3. Bir dizideki her bir pozisyon birbirinden bagimsiz olarak evrim
gecirmigtir. Diziler arasindaki ¢esitlilik kesin filogenetik agaglarin insasi

icin yeterli bilgi saglamaktadir.

1.3.4.1 Filogenetik Agac

Filogenetik incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi gostermede en
uygun yaklasim elde edilen verilerin cesitli akis semalar1 ve istatistiksel analizlerle
filogenetik agaca doniistiiriilmesidir [111]. Evrimsel iligkileri gorsel olarak ortaya
koymak icin en uygun arac filogenetik agaclardir. Dizileme caligmalar: ile elde

edilen bilginin 6zetlenmesini ve gorsel olarak anlasilabilmesini saglarlar.
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Bunun yani sira;
e Genler arasi etkilesim
e Ilac tasarimlari
e Asi ¢alismalarinda patojen strain gesitliligi
e Genetik hastaliklar ve bulasici hastaliklarin epidemiyolojisi
e Yeni genlerin gorevlerinin tespiti

e Mikrobiyal ekoloji ¢caligmalarinda da kullanilir.

Bir filogenetik agag, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda
zamanini tanimlar. Tiirlesme sirasini ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba
olduklarini kaydeder. Agag, baslica bir diigiim (node) ve dallardan (branch) olusur.
Dallar, tiirlerin atasal populasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarini gosterir.
Diiglimler ise bir tiiriin iki veya daha fazla tiirev populasyona ayrildigi noktaya
karsilik gelir [112]. Agactaki Onciilii olmayan diigiim koktiir. Kok ortak bir atayi
temsil eder, agacin herhangi bir yerinde yer alabilir. Koksiiz agaclarda ise ortak ata
gosterilmeden sadece tiirler arasi iliski 6n plana ¢ikarilir [113]. Filogenetik agagta
her bir diigiim evrimsel siirecte ayrilan taksonomik bir gruba karsilik gelir. Agacta
dis dallar taksonlari, i¢ dallar ve diiglimler ise taksonlar arasi iliskiyi yansitir. Birbiri
ile yakin iligkili tiirler agacta birbirine komsu dallarda yer almalari ile ayirtedilirler.
Agac dallarinin paterni topoloji olarak adlandirilir ve dal uzunlugu genellikle dalda

olusmus degisikliklerin sayisini belirler [113].

Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha
sonra bu diziler istenirse referans dizi denilen daha Once saptanmis ve iizerinde
uzlagilarak dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir. Son yillarda
molekiiler filogeni alaninda kaydedilen gelismeler neticesinde cesitli tiirlerden elde
edilen diziler GenBank, EMBL gibi 06zel veritaban1 sistemlerinde toplanarak

kullanicilarin hizmetine sunulmustur [113].
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1.3.4.1.1 Filogenetik Aga¢c Olusturmada Kullanilan Yontemler

Giliniimiizde kullanilmakta olan yontemler temel olarak ini baslik altinda

toplanmaktadir:

A. Karakter Temelli Yontemler
1. Maximum parsimony (MP)
2. Maximum likelihood (ML)
3. Mr. Bayes
B. Mesafe Temelli Yontemler
1. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (
UPGMA)
2. Neighbour Joining (NJ)

1.3.4.1.1.1 Karakter Temelli Yontemler

Dizilerde biriken mutasyonlarin sayilmasina dayanirlar. Farkli karakterlere
dayanmaktadirlar ki; bu karakterler her bir taksondaki canliya ait olan molekiiler

dizilerdir.

1.3.4.1.1.1.1 Maximum Parsimony (MP) Farkhliklar1 En Aza indirme
Yontemi

Incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir agag elde etmek igin
gerekli en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan bir yontemdir. Maksimum
Parsimoni (MP), minimum evrimsel metod (parsimoni=tutumluluk) olarak
tanimlanabilir. Evrimsel biyolojide tutumluluk demek, evrimsel siiregte neler
olduguna iliskin sonuca varilirken, arastirmacinin karmasik yerine basit agiklamalari,
baska bir deyisle agiga ¢ikan evrimsel degismenin miktarini azaltan veri yorumlarini
tercih etmesi demektir. Parsimoniye gore tercih edilen agag, aciga ¢ikmis olan
evrimsel degismenin toplam miktarini en aza indirgeyen agactir [112]. MP yontemi

uygulanirken, dizi pozisyonlarmin farkli puanlamalar1 tercih edilebilir. Ornegin;
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korunmus bolgede gerceklesen bazi  mutasyonlar, degisken bolgedeki
mutasyonlardan daha ¢ok vurgulanmak istenebilir. Ya da transversiyonlar
transisyonlardan daha 6nemli olarak vurgulanabilir. MP analizi ile en iyi sonuglar
dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok gii¢lii oldugu ve az sayida dizinin oldugu

durumlarda alinir.

MP ile agaclarin olusturulmasinda “kesin” ve “tahmini” yaklasimlar sz
konusudur. Kesin yaklasimda olasi tiim agaglar gozden gecirilir ve kullanilan
optimalite Ol¢iitiine en uygun aga¢ belirlenir. Cok zaman alicidir ve yirmiden fazla
ornekleme varliginda uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda
“tahmini” yaklasim uygulanmaktadir. En tutumlu agaglarin giivenirlilik dereceleri
istatiksel olarak da degerlendirilebilir. Bu probleme yonelik yaklagimlardan biri
bootstrap (se¢-bagla testi) olarak adlandirilir. Bootstrap arastirmasi elde edilen
agaclarin dallarinin parsimoni kriteri kullanilarak istatistiksel yonden en giivenilir

olan dallar1 belirlemede kullanilir [109].

Sec¢-bagla testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla
yeni bir veri seti olusturulur. Ornegin, calismada 700 baz ¢iftlik bir dizi bulunuyorsa
bilgisayar bu pozisyonlardan birini rastgele segmek ve bunu yeni veri setinde ilk 6ge
olarak kullanmakla se¢-bagla testine baslar. Daha sonra, rastgele sectigi bir pozisyon
yeni veri setinin ikinci veri noktasini olusturur (ikinci veri noktasinin birincisinin ayni
olma sans1 1/700'diir). Bilgisayar orijinal verinin rastgele bir 6rneklemesini temsil eden
700 baz cifti iceren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu isleme devam eder. Sonra,
bu yeni veri seti filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilir. Bu islemi tekrarlamak suretiyle
arastirmaci yeniden Orneklenmis veri setinden olusan agaglarda belli bir dalin agiga
¢ikma yilizdesini % 50, %80 ya da % 100 sekilde ortaya koyar. Bootstrap degeri % 0 ile
% 100 arasinda degisir. Kress ve arkadaslarinin (2002) karakterize ettigi bootstrap
destek kriterlerine gore, >= % 85 giiclii, % 70-85 aras1 orta, %50-70 aras1 zayif ve <
% 50 cok zayif seklinde tanimlanmistir. Bootstrap desteginin % 70 ya da daha biiyiik
olusu genellikle dogru filogeninin tanimlanmasi ile iligkilendirilir. Eger, belli bir dal
i¢in bootstrap destegi % 50’nin altinda ise; agacin bu kismindaki dallanma modelinin
belirlenemedigi sonucuna varilir ve filogenetik agagta bu dal tek diigliimden ¢ok

catallr olarak verilir. Bu durum molekiiler sistematikte politomi olarak adlandirilir.
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1.3.4.1.1.1.2 Maximum Likelihood (ML) Metodu-En yiiksek ihtimal

Gozlenen veriyi olusturmada en yiiksek olasiliga sahip en iyi agaci segmede
olasilik modellerini kullanan zor ve karmasik bir yontemdir. Bu yontemin kuramsal
olarak nasil isledigini kavramak i¢in yeteri istatistik bilgisi ile donanmis olmak
gerekir. Bu yontemde her olasi aga¢ toplojisi arastiritlir ve dizi hizalamasinda
yalnizca bilgi verici bolgeler degil her pozisyon hesaba katilir. Niikleotid veya
aminoasit degisimlerine olasilik degerleri verilerek elde edilen belirli bir degisim
modeli ile bu yontem, ata dizilerin ara bogum noktalarina ve sonrasinda giiniimiizde
yasayan canlilara ait olan dizilere evrimlesme olasiligint hesaplar. Cok iyi
temellendirilmis istatistie dayandigindan matematiksel olarak daha zahmetli bir
yontemdir. Bu zorluktan dolay1 taksonlarin sayisi belirli bir seviyeyi astiginda bu
yontemin kullanilmasi imkansiz hale gelir. Bu sorunu ortadan kaldirmak icin bazi
farkli yaklasimlar gelistirilmistir. Quartet puzzling, genetik algoritmalar ve Bayes

yontemi bunlar arasinda yer almaktadir.

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak ortaya
konulmus bir yontemdir [114]. Arastirmaciya sunulan biitiin bilginin daha etkili
kullanmak ve olasi bir¢ok agac igerisinden en iyi agact segmede istatiksel testler
kullanma olanag1 yaratmak i¢in ortaya konmustur. Bu yontem, farkli tipteki niikleotit
degisikliginin aciga ¢ikma olasiliklarini tanimlayan bir matematiksel formiil ve dal
uzunluklar bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu belli DNA dizisi setini elde etme
olasilig1 nedir sorusunu sormaktadir. Bu yontem i¢in bir bilgisayar programi, her
agac topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olusturulmasi olasiligin
hesaplar. Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasiligi toplami, goézlenen
verinin olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik agacglarin olasiligi olarak
temsil edilir. Boylece, yarisan aga¢ topolojilerinin kabul ya da reddi i¢in kriter en
yiiksek olasiligi olan agaci se¢gmektir, en olasi aga¢ en iyi agactir. Ancak olasilik
metodlari, hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle ¢ok biiyiik veri setleri, parsimoni

yontemleriyle oldugu kadar kapsamli analiz edilemezler.
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1.3.4.1.1.1.3 Bayes Metodu

Filogenetigin en popiiler metodudur. Temelde Maximum Likelihood
metoduna benzer, ancak 6nceki (prior) olasilik kullanimi ile bu yéntemden ayrilir.
Var olan gozlemlere dayanarak gozlenmeyen bir sey hakkinda sonu¢ ¢ikarma
temeline dayanir. Bu yontemde aga¢ se¢iminde, “Onceki olasilik”, analiz 6ncesinde
tiim olas1 agag¢ topolojileri i¢in gegerli olan olasiliktir. Agacin olusturulmasindan
once her bir topolojinin olasilig1i birbirine esittir. “Sarta bagli olasilik”, dizi
hizalanmasinda gozlenen karakterlerin degisiklige ugrama frekansidir. Bu iki olasilik
degeri, Bayes algoritmasi tarafindan, gozlemlere en fazla uygunlugu gosteren en
olast agac¢larin saptanmasi icin kullanilir. Asagidaki esitligin gegerli oldugu bu
yontem ML yonteminden daha hizhidir ve daha genis c¢apta veri kiimelerini

kullanabilir.

Sonraki olasilik= (Onceki olasilik x Sarta bagl olasilik) / Toplam olasilik

1.3.4.1.1.2 Mesafe Temelli Yontemler

Dizi hizalanmas1 sonucu elde edilen hesaplanmis evrimsel mesafeler, her bir
takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda kullanilabilirler.
Matristeki bu cifterli mesafe skorlarina dayanarak tiim taksonlar igin bir filogenetik
agac olusturulabilir. Bu yontemde kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya
en 1yl durum (optimum durum) temelli olarak iki kola ayrilirlar. Kiimelenme temelli
algoritmalar, en benzer dizi ciftlerinden baslayan bir mesafe matrisine dayanarak
filogenetik agaci hesap ederler. Bu algoritmalar, aritmetik ortalamay1 kullanarak
agirlikli olmayan ¢ift grup yontemini (UPGMA-unweighted pair group method
algorithm) ve komsu birlestirme yontemini igerirler. En iyl durum temelli
algoritmalar, pek ¢ok farkli aga¢ topolojisini (pek cok noktadan ve dallardan olusan
bir ag yapis1) karsilastirirlar ve agactaki onceden tahmin edilen mesafeler ile gergek

evrimsel mesafeler arasindaki en iyi uyumu gostereni secerler.
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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 miktarmma goére agac
olusturulur. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢ikan degisiklik sayist diziler arasindaki
uzakhigr gosterir [113]. Tercih edilen agag, taksonlar arasindaki mesafeyi en aza
indirgeyen agactir [112]. Bu yontemler digerlerinden daha kolay ve hizli olup, ¢ok
sayida dizi i¢in kullanilabilir. Bunlar i¢cinde en ¢ok kullanilanlar Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) metodu ve Neighbour Joining (NJ)

metodudur.

1.3.4.1.2 Filogenetik Agaclarin Olusturulmasinda Kullanilan
Programlar

Filogenetik alaninda ¢alisan akademisyenler ve bu alanda program
geligtirenler genellikle MAC kullanmaktadirlar. Her ne kadar programlarin PC
versiyonlart mevcut ise de MAC versiyonlar1 daha ileri ve iist siirlimdiirler.
Filogenetik agaclarin eldesinde en yaygin kullanilan programlar PAUP, PHYLIP,
MRBAYES’dir. Ancak bu programlarin Onerdikleri agaclari bilgisayarda
gorlintiillenmesini saglayan baska bir program daha vardir. Bu program Treeview

programidir.[115]
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1.3.4.1.2.1 PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony)

Parsimony ve maximum likelihood metotlar1 dahil pek ¢ok metot kullanarak
populasyon verilerini detayli arastirmaya yardimci lcretli bir programdir [116].

PAUP 4.0b10’un sahip oldugu baz1 6zellikler asagida belirtildigi gibidir:

e Parsimoni yontemine ek olarak Maksimum Olasilik yontemi ve en iyi durum
temelli yontemlere dayanarak filogenetik agaclarin arastirilmasina tam destek
saglar.

e Belirli agacglar iizerinde veya agac olusturulmasi sirasinda, Maksimum
Olasilik modeli parametrelerinin otomatik olarak dnceden tahmin edilmesini
saglar.

e En genel geri doniisebilir model ve onun alt modellerini de igeren genis bir
DNA degisim modelleri yelpazesi igerir.

e Adim adim ekleme, dal degistirme, komsu birlestirme, quartet-puzzling,
yildizbozulma ve UPGMA agag¢ arastirma algoritmalari mevcuttur.

e Birbirine uyumlu evrimsel iligkilere sahip olan bir gruptaki tiim agaglar icin
en genis taksonlar alt kiimesini gosteren uyusma alt agaglarini hesaplar.

e On yiiklemeye ek olarak, biitiin en iyilik dlgiitleri (optimality criteria) altinda
Jackknife yeniden 6rneklendirme analizi yapabilir.

e Agaglar arasindaki belirli farkliliklarin saptanabilecegi parametrik ve non-
parametrik testler vardir.

e Heniiz olusturulmamis agaglarin olusturulup yayinlanmasi. Yeni agaglarin
olusturulmas1 sirasinda benzer sayfalar arasinda ayni1 anda taramalarin
yapilabilmesine olanak saglar.

e (Goloboffun ortiik agirlik cimrilik kriteri altinda aga¢ taramasi ve
degerlendirilmesi yapar.

e Maksimum olasiliklarin = (maximum likelihood) kullanimiyla atasal

niikleotidlerin tahminini yapar.
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1.3.4.1.2.2 Mr. Bayes (Bayesian Inference of Phylogeny)

Filogeninin, Bayes Metodu ile tahmini i¢in kullanilan bir programdir. Amag
tek bir dogru filogeniyi bulmayr degil, biitiin muhtemel filogenilerin sonraki

(posterior) olasilik dagilimlarini hesaplamaktir. [117]

Programin bazi 6zellikleri:
e Niikleotit, aminoasit, restriksiyon bolgesi, morfolojik bilgi analizi
e Tek bir analizde bilgi tiirlerini karigtirma
e Bilgi bolmeleri arasindaki parametreleri gosterme
e Evolusyon modelleri bakimindan zenginlik
e Tamamen hiyerarsik olarak Bayes cercevesi icinde pozitif olarak

secilmis bolgelerin hesaplanmasi

Programin en son versiyonu MrBayes 3.1°dir. Bu versiyon igerdigi ¢ok
sayidaki hata ayiklayicilarla daha da sinirlandirilmig, bunun yaninda birkag yeni
ozellik de icermektedir. Gegmis durumlarin ve yer oranlarinin ¢ikarimlar: birlestirici

tanilarin hesaplanmasini es zamanl ve bagimsiz olarak yapar.
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1.3.4.1.2.3 PHYLIP (The Phylogeny Inference Package)

Filogenetik haritalarin (evrimsel soyagaclarinin) c¢ikarilmasi i¢in internet

lizerinde bedava olarak ulasilabilen bir programlar paketidir. Pakette kullanilabilen

metotlar parsimony, uzaklik matrisi, ¢6z-bagla islevi (bootstrapping) ve ortak karar

(consensus) agaclarini kapsayan olasilik metotlarini igerir [118].

PHYLIP’de Kullanilan Programlar:

DNA dizileri

Protein dizileri

Restriiksiyon bolgeleri

Uzaklik matrisleri

Gen frekanslar

Kantitatif (Nicel) 6zellikler

Ayirict 6zellikler

Agac c¢izimi, ortak karar (consensus) agaglari, agac uzakliklar1 ve

agag islemleri

PHYLIP biiyiik olasilikla en genis sekilde dagilmis filogeni paketidir. PAUP

ve MrBayes’ten sonra iigiincii en ¢ok kullanilan filogenetik paketidir. PHYLIP 1980

yilmin Ekim ayindan beri kullanimdadir ve 26 000’nin {izerinde kayith kullanicis

vardir.
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2 MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan bitki materyallerin biiyiik ¢ogunlugu Prof. Dr. Hayri
DUMAN tarafindan ¢esitli lokalitelerden toplanmis olup, geriye kalan bitki 6rnekleri
ise Prof. Dr. Giilendam TUMEN, Yard. Dog. Dr. Fatih COSKUN, Yard. Dog. Dr.
Tuncay DIRMENCI, Yard. Dog. Dr. Ekrem AKCICEK, Prof. Dr. Ahmet DURAN
tarafindan toplanmistir. Taze bitki materyalleri araziden toplandiktan sonra silika jel

i¢cerisinde saklanmuistir.

Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Sideritis L. cinsinin Empedoclia
seksiyonuna ait ¢aligilan taksonlar asagida verilmis ve endemik olanlar (E) kisaltmasi
ile belirtilmistir [6, 15]. Bu taksonlar florada belirtilen bolgelerden toplanmistir ve

lokaliteleri bulgular kisminda Tablo 3.1°de verilmistir.

Sideritis phrygia Bornm. (E)

Sideritis amasiaca Bornm. subsp. amasiaca (E)

Sideritis amasiaca Bornm. subsp. chorumensis

Sideritis amasiaca Bornm. subsp. karabiikensis

Sideritis galatica Bornm. (E)

Sideritis armeniaca Bornm. (E)

Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. germanicopolitana (E)

Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm. (E)

© ©o N o g B~ w DR

Sideritis syriaca L. subsp. nusairiensis (Post) Hub.-Mor.
10. Sideritis libanotica Labill. subsp. libanotica
11. Sideritis libanotica Labill. subsp. kurdica ( Bornm. ) Hub.-Mor.

12. Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm. (E)
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13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.

Sideritis libanotica Labill. subsp. microchlamys ( Hand.-Mazz. ) Hub.-Mor.

Sideritis libanotica Labill. subsp. violascens P.H. Davis (E)
Sideritis serratifolia Hub.-Mor. (E)

Sideritis serratifolia subsp. caesarea H.Duman, Ayta¢ & Baser (E)
Sideritis pisidica Boiss. & Heldr. apud Benth. (E)

Sideritis pisidica var. termessii

Sideritis perfoliata L.

Sideritis huber-morathii Greuter & Burdet (E)

Sideritis athoa Papanikolaou & Kokkini

Sideritis akmanii Z. Aytag, M. Ekici & A. Donmez (E)
Sideritis gulendamiae H. Duman & F.A. Karaveliogullari (E)
Sideritis scardica Griseb.

Sideritis vuralii H. Duman & Baser (E)

Sideritis ozturkii Z. Aytag & A. Aksoy (E)

Sideritis aytacii H. Duman & P. Sahin sp. nov. (E)

Sideritis kirimerae

Sideritis hololeuca Boiss. & Heldr. apud Bentham (E)
Sideritis phlomoides Boiss. & Bal. (E)

Sideritis sipylea Boiss. (E)

Sideritis erythrantha Boiss. & Heldr. apud Bentham var. erythrantha (E)
Sideritis erythrantha Boiss. & Heldr. apud Benth. var. cedretorum P.H. Davis (E)

Sideritis brevidens P.H. Davis (E)

Sideritis stricta Boiss. & Heldr. apud Bentham (E)
Sideritis vulcanica Hub.-Mor. (E)

Sideritis condensata subsp. condensata (E)
Sideritis condensata subsp. arguta (E)

Sideritis tmolea P.H. Davis (E)

Sideritis congesta P.H. Davis & Hub.-Mor. (E)
Sideritis cilicica Boiss. & Bal. (E)

Sideritis niveotomentosa Hub.-Mor. (E)

Sideritis lycia Boiss. & Heldr. apud Bentham (E)
Sideritis leptoclada O. Schwarz & P.H. Davis (E)
Sideritis brevibracteata P.H. Davis (E)
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46. Sideritis albiflora Hub.-Mor. (E)
47. Sideritis rubriflora Hub.-Mor. (E)
48. Sideritis argyrea P.H. Davis (E)
49. Sideritis bilgerana P.H. Davis (E)
50. Sideritis hispida P.H. Davis (E)
51. Sideritis dichotoma Huter (E)

52. Sideritis taurica Stephan ex Wild
53. Sideritis trojana Bornm. (E)

2.1.2 Kullanmilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, ¢ozeltiler,
cam malzemeler ve 1stya dayanikli diger malzemeler ¢alismaya baslamadan 6nce

121°C de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak sterilize edildi.

2.1.3 Kullamlan Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich’ten temin
edilmistir. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallardan Tris, iire, izopropil alkol
ve EDTA Amresco’dan; borik asit, fenol-kloroform ve etanol Merck’ten temin
edilmistir. Yine DNA izolasyonunda kullanilan RNaz A ise Sigma Aldrich’ten
alimmistir. PCR reaksiyonlarinda kullanilan dANTP mix, 10X tampon, Tag DNA
polimeraz ve MgCl, kimyasallar1 ile Fermantas firmasindan alinmistir. Jel
elektroforezinde kullanilan Agaroz Biomax’tan, etidyum bromid Applichem’den,
yikleme boyast ve DNA biiyiikliik belirleyici Fermantas firmalarindan yerli

kuruluslar araciligiyla temin edilmistir.
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2.1.3.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

2.1.3.1.1 Fenol-Kloroform-izoamilalkol Metoduyla Yapilan DNA
Izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Bu calismada kullanilan bitki materyallerinin yarisina yakinin genomik
DNA’s1 (QDNA) Dellaporta ve arkadaslar1 [119] tarafindan gelistirilen ve modifiye
edilen ydntemle izole edilmistir. Izolasyon i¢in kullanilan tiim kimyasallar Tablo

2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullamilan Cézeltiler ve Ozellikleri

Solusyonlar Kompozisyonu
33.6 gr. Ure
0.5 M EDTA (pH 8)
Ekstraksiyon tamponu (1 L) 1 M Tris-HCI (pH 8)
5 M NaCl
%10 SDS
Fenol / Kloroform / Izoamil alkol |25:24:1
NaAc 3M (pH 5.2)
Izopropil alkol %100
TE 10 mM
RNaz A 10 mg/ mL
EtOH % 70 ve % 100 lik

2.1.3.1.2 SIGMA Kiti ile Yapilan izolasyonda Kullamilan Kimyasallar

Bitki materyallerinin yarisindan fazlasinin gDNA’s1 SIGMA G2N70 Plant
Genomic DNA Miniprep Kit ile izole edilmistir. Kit ile birlikte gelen hazir
solusyonlar ise sunlardir: Lysis Solution Part A, Lysis Solution Part B, Precipitation
Solution, Binding Solution, Column Preparation Solution, Wash Solution, Elution
Solution (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH approx. 8.0)
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2.1.3.1.3 PCR’de Kullanilan Kimyasallar

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Integrated DNA Technologies
(IDT A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez veya
-20°C buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12.000 rpm’de santrifiij
yapilarak kuru ¢okeltinin tiipiin dibinde toplanmas1 saglandi ve 1 ml dH,O igerisinde
coOziilerek stok hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 5 nmol/ml (5 uM)
olacak sekilde sulandirildi. Calismada kullanilan primerlerin DNA dizileri, erime
sicakliklart (Tm) Tablo 2.3’de verilmistir. PCR’de kullanilan diger kimyasallar da
Tablo 2.2°deki gibidir.

Tablo 2.2 PCR’de (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullamilan Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Miktar1  Konsantrasyon

dH,O 10.8 ul -
Tampon 2.5l 10 X
DMSO 2.5ul -
ITS4 2.5ul pmol / ml
ITS5A 2.5ul pmol / ml
MgCl, 1.5l 25mM
dNTP 0.4 pul 10 mM
Taq DNA Polimeraz 0.3 ul 5 tinite
gDNA 2 ul
Toplam 25 ul

Tablo 2.3 PCR’de Kullanilan Primerler

™m
Primer Niikleotid Dizisi (5’- 3°) Primer Dizaymim Yapan
Degeri
hJ. dack i .
Forward ITSS5A  TCCTCCGCTTATTGATATGC 49.9°C Kenneth J. Wurdack tarafindan (Alice M

Stanford, 2000)[120]
Bruce G. Baldwin, 1992 - White et
al.,1990[120]

Reverse ITS4 CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 52.1°C
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2.1.3.1.4 Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari

Agaroz jel elektroforezinde 0.5X’lik TBE kullanilir. Bunun igin ise
hazirlanan 5X TBE seyreltilir. 5X TBE’nin hazirlanis1 ve kullanilan kimyasallar
Tablo 2.4°deki gibidir.

Tablo 2.4 5X TBE Tamponu Hazirlama

Tris - Base 54 ¢

Borik Asit 2759

0.5M EDTA 20ml

Saf su 1 L’ye tamamlanir
2.2 Yontem

2.2.1 Bitkilerden Genomik DNA izolasyonu

Bu calismada kullanilan bitki materyallerinin yarisina yakininin gDNA’s1
Dellaporta ve arkadaglar1 [119] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen yontemle,
geriye kalan 6rneklerin DNA izolasyonu ise Sigma ticari kitinin protokoliine uygun
olarak yapilmistir. DNA izole ederken kullanilan bu yontemlerin protokolleri asagida

verilmistir.

2.2.1.1 Fenol-Kloroform-izoamilalkol Protokolii

Silika jel icerisindeki taze bitki drneklerinden 100 mg tartilarak havana alindu.
Havana sivi azot ilave edildi ve yapraklar toz haline getirilene kadar ezildi. Toz
haline getirilen bitkiler eppendorf tiiplerine alindi. 600 pL ekstraksiyon (izolasyon)
tamponu eklenerek ¢oziildii ve vorteks yapildi. Uzerine 500 uL fenol-kloroform-
izoamilalkol eklendi ve 5 dk alt-iist edildi. 12000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildu.
Boylece proteinler dibe ¢oktii ve DNA tist kisimda kaldi. Olusan siipernatant (500
pL) temiz bir tiipe aktarildi. Ustteki siipernatant hacminin %10’u kadar (50 uL) 3M
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Sodyum Asetat (NaAc: ph 5.2) eklendi ve alt-iist edildi. Siipernatant hacmi kadar
(500 uL) izopropanol eklendikten sonra DNA ¢iplak gozle goriildii. Daha sonra 2 dk
12000 rpm’de santrifiij yapilarak DNA ¢oktiiriildii. Dipte pellet olustu ve istteki
coOzelti atik siseye bosaltildi. Olusan pellete 500 uL TE (10 mM, ph 8) eklendi ve
pellet pipetaj yapilarak ¢oziildi. 5 puL RNaz A (10 mg/ml) eklendi ve pipetaj
yapilarak yagsi tabaka homejen hale getirildi. 30 dk 37°C’de inkiibasyona birakilarak
RNA uzaklastirildi. 50 pL NaAc (3M) eklendi ve alt-iist edildi. 1 mL %90’lik ETOH
eklenip alt-iist edildi ve -80°C’de 10 dk bekletildi. Daha sonra 10 dk 13000 rpm’de
santrifiij edilerek DNA’nin ¢okmesi sagland1. Ustteki siipernatant ¢ope atildi ve altta
pellet kaldi. Kalan ¢okelti ise %70’lik ETOH ile pipetaj yapilarak yikandi. 2 dk
12000 rpm’de santrifiij yapildi. Olusan c¢okeltiden etanol pipet yardimiyla pellete
dokunmadan dikkatlice uzaklastirildiktan sonra 20-30 sn 12000 rpm’de santrifiij
yapildi. Ependorf tiipler kagit iizerine yan yatirildi ve etanol kalintilarinin ugmasi
saglandi. Olusan gDNA ¢okeltisi, 50 uL TE veya 200 pL saf su eklenerek pellet
kayboluncaya kadar ¢6ziildii ve gDNA izole edilmis oldu.

2.2.1.2 SIGMA Kiti ile Yapilan DNA izolasyonu Protokolii

Bitki materyallerinden 100 mg alindi ve havanda sivi azotla toz haline
getirildi. 350 uL Lysis Solution (Part A) ve 50 uL Lysis Solution (Part B) eklendi.
Vorteks yapildi ve 4ul RNaz pipetaj yapilarak eklendi. 65°C’de 10 dk su banyosunda
bekletildi. Daha sonra 130 pL Precipitation Solution eklendi ve 5 dk buzda
bekletildi. 5 dk maksimum hizda (16000 g) santriflij yapildi. Sivi kisim alind1 ve
mavi filtreli tiipe aktarildi. Kalan ¢okelti tiipiiyle beraber ¢ope atildi. Mavi filtreli tiip
1 dk maksimum hizda santrifiij edildi. Daha sonra kolon atild1 ve ependorf tiip kaldi.
Uzerine 700 uL Binding Solution eklendi ve toplam siv1 1000 pL civarina geldi. Bu
basamaklardan bagimsiz olarak kirmizi kolonlu tiipler hazirlanmasi i¢in kullanilacak
her bir kirmiz1 kolonlu tiipe 500 pL Column Preparation Solution eklendi ve 1 dk
12000 g’de santrifiij yapildi. Siv1 atild1 ve bdylece kolon dnceki basamaktaki 1000
uL stvinin gegirilmesi igin hazir hale geldi. 1000 pL’lik karisimdan 700 pL kirmizi
kolonlu tiipe aktarildi ve 16000 g’de 1 dk santrifiij yapildi. Sivi atildi ve kirmizi
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kolon tiipe yeniden kondu. Daha sonra geriye kalan 300 pl’lik karisim da kolondan
gecirildi ve maksimum hizda 1 dk santrifiij yapildi. Siv1 ve tiip atildi. Kolon yeni bir
tiipe yikanmasi i¢in kondu ve 500 uLL Wash Solution eklendi. Maksimum hizda 1 dk
santrifiij yapildiktan sonra siv1 atildi ve tiip kaldi. 500 uL. Wash Solution eklendi ve
maksimum hizda 3 dk santrifiij yapildi. Sivi, kolona temas ettirilmeden atildi. Yeni
2ml’lik tip c¢ikarildi ve igerisine kolon vyerlestirildi. 100ul Elution Solution
(Kullanmadan 6nce 65°C’de 1sitild1) eklendi. Maksimum hizda 1dk santrifiij yapildi
ve kolon siviya temas ettirilmeden ¢ikarildi. Boylelikle 1. Soliisyon hazir hale geldi.
Yeni 2 ml” lik tiip hazirland1 ve kolon bu tiipe yerlestirildi. 100 ul Elution Solution
(kullanmadan 6nce 65°C’de 1sitilir) eklendi ve maksimum hizda 1 dk santrifiij
yapildi. Kolon siviya temas ettirilmeden ¢ikarildi ve atildi. Boylelikle 2. Soliisyon da

hazir hale gelmis oldu.

2.2.2 DNA Saflik ve Miktar Tayini

DNA, RNA, oligoniikleotidler ve hatta mononiikleotidler sivi soliisyonlar
icinde, ultraviyole 15181n altinda sahip olduklar1 absorbsiyon A (optik yogunluk, OD)
lizerinden dogrudan &lgiilebilir. Ornek saf oldugunda (protein, fenol gibi
kontaminantlar1 ¢ok diisilk miktarlarda oldugunda), niikleotid bazlar1 tarafindan
absorbe olan ultraviyole radyasyonun miktar1 spektrofotometrik olarak basit ve dogru
bi¢cimde oOlgiilebilir. Kontaminantlarin varligi, oran hesaplamasi ile ayirt edilebilir.
Niikleik asitlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu A260’°dwr. Proteinlerin
maksimum absorbans verdigi dalga boyu A280°dir. Karbonhidratlar, peptitler,
fenoller veya aromatik bilesikler gibi maddelerin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu ise A230’dur. A260/A280 orani niikleik asitlerin saflig1 i¢in kullanilir. Bu oran
saf bir DNA i¢in 1.7-2 arasinda olmalidir. Calismada izole edilen DNA’larin saflig1

bu degerler arasinda ¢ikmustir.
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Izole edilen gDNA’larm Absorbans degerlerinin 6lciimii kuvars kiivetlerle
yapilmistir. Oncelikle kiivetlerdeki bir kuyucuk kor(bos 6rnek) secilmistir ve buraya
sadece 200ul saf su konulmustur. Kiivetteki diger kuyucuklarin her birine S5ul DNA,
195ul saf su konmustur. Daha sonra DNA’nin spektrofotometrede A260 ve A280
degerleri Olcililmiistiir. Spektrometrik sonuglara gore cift zincirli DNA molekiiliiniin
miktar tayini ise, asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Calismamizada formiildeki
seyreltme katsayis1 40 olarak hesaplanmistir. Sul DNA ve 195ul su konulmustur,
yani DNA 40kat seyreltilmistir. DNA’larin spektrofotometrik ol¢iimii asagidaki

formiille hesaplanmustir.

DNA Konsantrasyonu(ng/ul) = Absorbans degeri (A260) x Seyreltme Katsayis1 x
50ng/ul

2.2.3 PCR Uygulamalar

Izole edilmis genomik DNA’larin ITS bélgelerinin ¢cogaltilmasinda asagidaki
primerler kullanilmistir. Bu primerler yardimiyla, rDNA gen tekrarlar1 arasinda kalan
ITS1, 5,8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla cogaltilmigtir. DNA {izerinden bu
bolgelerin ¢ogaltilmas1 200 pl’lik tiiplerde; 10X’lik reaksiyon tamponundan 2.5 pl,
25mM MgCly’den 2.5ul, 10mM dNTP’den 0.4ul, 50pmol/ul‘lik primerlerden 2.5ul,
Taq DNA Polimeraz’dan 0.3pl, DMSO’dan 2.5ul, kalip DNA’dan 2ul, dH,O’dan
10.8ul alinarak 25pl son hacmine tamamlanmistir. PCR uygulamalarinda olas1 bir
kontaminasyonu engellemek i¢in her uygulamada, genomik DNA i¢ermeyen negatif
kontroller kullanilmistir. Calismalarda kullanilan PCR programi Tablo 2.5’deki
gibidir.
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Tablo 2.5 Kullanilan PCR Programi

Basamak Sicaklik | Zaman | Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 déngii
Denatiirasyon 94°C 30sn
Primer Baglanma (Annealing) 50°C 45sn 35 dongii
Uzatma (Extension) 72°C 1dk
Son Uzatma (Final Extension) | 72°C 10dk 1 dongii
Son Sicaklik (Final Hold) 4°C 2558

2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda olusan bantlarin gozlenmesi icin %0,8’lik agaroz jel
elektroforezi yapildi. Bunun i¢in 0,8 g agaroz tartildi ve 100 mL 0,5 X TBE tamponu
icinde, mikrodalga firinda kaynatilarak c¢oziildii. Karigim 50°C’ye sogutularak
igerisine 1 puL EtBr ilave edildi. Tampon, taraklar1 6nceden yerlestirilmis jel kasetine
dokiildii ve polimerlesmesi i¢in 15 dk beklendi. Jel polimerlestikten sonra kasetten
taraklar cekilerek cikartildi. Hazirlanan jel, elektroforez tankina yerlestirilip iizeri

kaplanincaya kadar 0.5X TBE tamponu ile dolduruldu.

3 ul PCR iiriinii, 3 pl yiikleme boyasi (6X DNA loading dye) ile boyandi ve
kuyucuklara pipet yardimiyla yiiklendi. PCR iiriiniiniin biiyiikliigiinii belirleyebilmek
amaciyla 5 ul DNA biiyiikliik belirleyici (1 kb DNA ladder) bos bir kuyucuga
yiiklendi. Ornekler 100 voltta 40 dk yiiriitiildii. Daha sonra kullanilan jel, jel
goriintiileme cihazina alindi. UV 15181 altinda bantlar gézlemlendi ve jel goriintiileme
cihazinin bilgisayar programi ve fotograf makinesi yardimiyla fotograflar cekilip

veriler kaydedildi.
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2.2.5 Dizileme ve Dizi Analizi

Cogaltilan ITS bolgelerinin DNA dizilerini elde etmek icin, PCR iiriinleri
dizilemeye Refgen firmasma gonderilerek hizmet alimi yapildi. Hizmet aliminin
detaylar1 Bulgular 3.4’te agiklanmistir. Dizi analizi igin tcretli profesyonel bir
bilgisayar programi olan Sequencher 4.10.1 kullanildi. Bu programda kontiglerin
(contig) durumlarina bakilarak DNA dizileri gorsel olarak islendi ve ortak karar
(konsensus) dizileri olusturuldu. Olusturulan konsensus dizileri Word’e kopyalandi
ve dizi hizalamasi i¢in kullanima hazir hale getirildi. Dizi hizalamasi i¢in internet
tizerinden iicretsiz olarak kullanilabilen ClustalW programi kullanildi. Word’e
kopyalanan diziler ClustalW programina yapistirildi ve varsayilan ayarlarin

komutlar: kullanilarak dizi hizalamasi gergeklestirildi.

2.2.6 Filogenetik Analiz

Dizileri elde edilmis olan Sideritis cinsine ait tiirlerin akrabalik derecelerini
ogrenebilmek i¢in tiim diinyada ¢ok yaygin olarak kullanilan PAUP (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony) 4.0b10 filogenetik analiz yaziliminin  uygun
parametreleri kullanildi. Bu parametrelerden karakter temelli metotlar kullanilirken
en ilyilik kriteri (Optimality criterion) olarak parsimoni kriteri secilip, arama
algoritmasi (Search algorithm) olarak Heuristic arastirma ve Bootstrap seg¢ilmistir.
Yapilan analizlerde kullanilan kriterler ve karakterlerle ilgili veriler, sonuglar ve
tartisma boliimiinde ayrintili olarak verilmistir. Mesafe temelli yontemlerden ise

UPGMA ve NJ metotlari segilerek fenetik analizleri de yapilmistir.
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3 BULGULAR

3.1 Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan Sideritis L. cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait 53
takson florada belirtilen bolgelerden toplanmistir. Bazi taksonlar farkli lokalitelerden
toplandi ve dolayisiyla farkli numaralar ile etiketlendi. Tablo 3.1’e bakilacak olursa
Sideritis perfoliata tiiriine ait 5 farkli etiketin, Sideritis libanotica subsp. violascens
taksonuna ait 3 farkli etiketin, Sideritis stricta, Sideritis brevibracteata, ve Sideritis
albiflora’ya ait 2 farkli etiketin oldugu goriilmektedir. Boylelikle ¢alisilan takson
sayist 71°e ¢ikti. Dig grup olarak Sideritis cinsine yakin oldugu bilinen Stachys
woronowii HD 9936, Stachys FCO01, Marrubium FCO2 tiirleri kullanildi ve Tablo3.1’
de belirtilen yerlerden toplandi. Ayrica Hesiodia seksiyonuna ait olan tek yillik
tirlerden Sideritis montana subsp. remota FC 0101, Sideritis romana subsp.
curvidens FC 0100 de analize katildi. Boylece yapilan ¢aligmada kullanilan toplam
takson sayist 76’ya ulagt.

Tablo 3.1 Calismada Kullanilan Bitki Materyalleri ve Lokaliteleri

NO TAKSONLAR LOKALITE

C3 Antalya: Alanya, Hacimehmetli koyii, 200m, maki
acikligi, 18.04.2010 H.Duman 10173

C3 Antalya: Alanya, Ulas, 5 m., maki agiklig1, kalker
alanlar, 21.05.2010 H. Duman 10189

1 Sideritis brevibracteata HD 10173

2 Sideritis brevibracteata HD 10189

3 Sideritis libanotica subsp. C4 Konya: Taskent-Alanya yolu, Cukuryurt gegidi, 1950-
violascens HD 10190 2000 m. yiiksek dag stebi, 20.05.2010 H. Duman 10190
S . C3 Antalya: Seydisehir-Akseki yolu, Akseki’ye 38 km
4  Sideritis libanotica subsp. Kala, 1600 m, Abies cilicica acikhig, 23.7.2010. H.
violascens P.H. Davis HD 10223
Duman 10223
S . C3 Antalya: Beysehir-Akseki yolu, Akseki’ye 38 km
5 s;gf;s'gesr:;bjg‘)tl'gg%‘bsr" kala, Abies cilicica agikligi, 1650-1700 m, 23.7.2009. 36
50404038 D, 4117997 K. H. Duman 10077.
6 Sideritis libanotica subsp. C7 Urfa: A. Duran 8639

microchlamys AD 8639
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Tablo 3.1° in devam

10

11

12

13

14

15

16

17

18
19

20

21

22

23

24

25

26

Sideritis libanotica subsp.
libanotica HD 5186

Sideritis libanotica Labill. subsp.
libanotica HD 10265

Sideritis libanotica subsp. linearis
HD 10057

Sideritis libanotica subsp. linearis
HD 10005

Sideritis libanotica subsp. kurdica
AD 8635

Sideritis amasiaca subsp.
chorumensis HD 5175-B

Sideritis amasiaca Bornm. subsp.
amasiaca HD 10232

Sideritis amasiaca Bornm. subsp.
chorumensis H. Duman sp.nov. HD
10234

Sideritis amasiaca Bornm. subsp.

karabiikensis H. Duman sp.nov. HD

10237

Sideritis germanicopolitana Bornm.
subsp. germanicopolitana HD
10236

Sideritis germanicopolitana Bornm.
subsp. viridis Hauskn. ex Bornm
HD 10235

Sideritis perfoliata HD 5189
Sideritis perfoliata HD 5194

Sideritis perfoliata EA 5333

Sideritis perfoliata HD 10088

Sideritis perfoliata L. HD 10231

Sideritis condensata subsp.
condensata HD 10058

Sideritis condensata subsp. arguta
HD 10086

Sideritis condensata subsp. arguta
HD 10069

Sideritis taurica Stephan ex Willd
HD 10229

Hatay- Samandag:

C6 Hatay: Iskenderun, Arsuz, Avcilarsuyu cevresi, 50-80
m, dere yatag1, serpantin alanlar, 11.6.2010 H. Duman
10265

C3 Burdur: Burdur’un dogusu, Erozyonlu yamaclar,
1000-1050 m, 20.7.2009. 36 S 0263837 D, 4180642 K.
H. Duman 10057.

C3 Isparta: Barla, Gelincik Dagi, Kiigiik Kap1 Tepe
kuzeyi, 1600-1700 m, Kalker kayalik yamaglar, 2.7.2009.
36 S 03029012 D, 4217917 K. H. Duman 10005.

C7 Mardin : A.Duran 8635

Corum

A5 Amasya: Amasya-Alikayasi yolu 1 km, 500 m, kalker
kayalik, 14.8.2010 H. Duman 10232.

A5 Corum: Iskilip-Tosya yolu 29 km, 1100-1150 m,
Pinus nigra agiklig1 14.8.2010 H. Duman 10234

A4 Karabiik: Keltepe, Sipahiler-Karaagag, 900-1000 m,
Pinus nigra agiklig1, 15.8.2010. H. Duman 10237

A4 Kastamonu: Arag. Arag-Karabiik yolu, Arag ¢ikist,
650 m, kalker kayalik, 15.8.2010 H. Duman 10236.

A5 Kastamonu: Tosya-Iskilip yolu 25 km, 1200 m, Pinus
nigra agiklig1, 14.8.2010.H. Duman 10235

Hatay-Yayladagi
Hatay-Yayladagi

C6 Hatay: Antakya —Yayladag arasi 24.km, kayalik alan,
900m, 20.07.2009 E. Akgicek (EA 5333) T. Dirmenci.

C4 igel: Giilnar Ermenek yolu 48.km, Pinus brutia
aciklig1, marnl topraklar, 1200 m, 24.7.2009. 36 S
0500320 D, 4037714 K. H. Duman 10088.

A6 Tokat: Niksar, Niksar-Resadiye yolu 20 km, 350 m,
maki acikligr, 14.8.2010 H. Duman 10231

C3 Isparta. Aglasun, Aglasun-Sagalassos 5 km, 1300-
1400 m, maki agikligi, 21.7.2009. 36 S 0281985 D,
4172338 K. H. Duman 10058

C3 Antalya: Manavgat-Akseki yolu, Haciobasi koyii
cevresi, Pinus brutia acikligi, 130 m, 22.7.2009. 36 S
0376705 D, 4067648 K. H. Duman 10086.

C3 Antalya: Manavgat-Akseki yolu, Haciobas1 koyii
cevresi, Pinus brutia agikligi, 130 m, 22.7.2009. 36 S
0376705 D, 4067648 K. H. Duman 10069.

A 6 Sivas: Koyulhisar-Resadiye yolu, 5 km, 630 m,
14.8.2010. H. Duman 10229
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37
38

39

40

41

42

43

44

45

46

Sideritis taurica HD 10233

Sideritis cilicica Boiss. & Balansa
HD 10225

Sideritis armeniaca Bornm HD
10228

Sideritis syriaca L. subsp.
nusairiensis (Post) Hub.-Mor HD
10266

Sideritis huber-morathii Greuter &
Burdet HD 10269

Sideritis aytacii H. Duman & P.
Sahin HD 10267

Sideritis stricta HD 10065
Sideritis stricta HD 10061
Sideritis tmolea HD 10052

Sideritis dichotoma Huter HD
10238

Sideritis phlomoides Boiss. &
Balansa HD 10226

Sideritis phlomoides HD 10096

Sideritis brevidens HD 10091

Sideritis phrygia HD 10056

Sideritis kirimerae HD 10063

Sideritis pisidica HD 10071

Sideritis pisidica var. termessi
HD 10064

Sideritis erythrantha subsp.
erythrantha HD 10067

Sideritis erythrantha subsp.
cedretorum HD 10087

Sideritis albiflora HD 10060

A5 Corum: Iskilip-Tosya yolu 5 km, 800-900 m,
Hareketli yamaglar, 14.8.2010 H. Duman 10233
C5 Adana: Kozan, Kozan-Feke yolu, Horzum, Cobancik

yaylasi ¢evresi, 800-900 m, maki agiklig1, kalker kayalik,
12..8.2010 H. Duman 10225.

AT Giresun: Alucra-Sebinkarahisar yolu 10 km, 1400-
1500 m, serpantin step, 14.8.2010. H. Duman 10228.

C6 Hatay: Belen, atik yaylasi ¢evresi, 900-1000 m, kalker
taglik alanlar, 13.6.2010. H.Duman 10266

C6 Hatay: Senkdy, Ziyaret dagi, 1200 m, maki acikligi,
11.6.2010. H.Duman 10269

C5 Nigde: Ulukisla, Ulukisla-Kilan yolu, 1500-1600 m,
yiiksek dag stebi, 10.6.2010. H. Duman 10267

C3 Antalya: Termessos Milli Parki, Pinus brutia agiklig1,
514 m, 21.7.2009. 36 S 0277838 D, 4099147 K. H.
Duman 10065.

B2 Izmir: Odemis-Bozdag, Sistli step yamaglar, 1500-
1600 m, 20.7.2009. 35 S 0595669 D, 4245973 K. H.
Duman 10052.

A4 Karabiik: Keltepe, Sorgun Yayla gevresi, 1500-1600
m, kalker kayalik, 15.8.2010. H. Duman 10238.

BS5 Kayseri: Yahyali, Aladaglar, Maden ¢evresi, 2400-
2500 m, yiiksek dag stebi, 13.8.2010 H. Duman 10226.

C4 I¢el: Giilnar, Giilnar Mut yolu 2.km, Pinus brutia
aciklig, kalker taslik alanlar, 1040 m, 24.7.2009. 36 S
0536680 D, 4023678 K. H. Duman 10091.

B3 Afyon: Cay-Yalvag dag yolu 10. km, hareketli
yamaglar, 1200-1300 m, 20.7.2009. 36 S 0327812 D,
4267233 K. H. Duman 10056.

C3 Antalya: Bakirlidag, Saklikent mevkii, yiiksek dag
stebi, 1800-1900 m, 22.7.2009. 36 S 0262499 D, 4080682
K. H. Duman 10063.

C3 Konya: Derebucak, Huglu, Huglu-Beysehir yolu 2.
km, mese agiklig1, kalker kayalik, 1320 m, 23.7.2009. 36
S 0374745 D, 4150752 K. H. Duman 10071.

C3 Antalya: Termessos Milli Parki, orman agikligi, 900-
950 m, 22.7.2009. 36 S 0274734 D, 4096779 K. H.
Duman 10064.

C3 Antalya: Serik, Gebiz, Bozburun Dagi, 1500m, Pinus
nigra agikligi, 22.7.2009. 36 S 0325416D, 4135213 K H.
Duman 10067.

C4 Antalya: Alanya, Alanya-hadim yolu, Elmalisu
mevkii, 1270 m, Pinus nigra acgikligi, 24.7.2009. 36 S
0442467 D, 4047277K. H. Duman 10087.

C2 Antalya: Kas, Kas ¢evresi, 100 m, maki agikligi,
21.7.2009. H. Duman 10060
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Sideritis albiflora HD 10095

Sideritis serratifolia hub.-Mor.
subsp. caesarea (H.Duman, Aytag
& Baser) HD 10227

Sideritis serratifolia HD 10073

Sideritis akmanii HD 10054

Sideritis leptoclada HD 10059

Sideritis leptoclada O. Schwarz &
P.H. Davis HD 10268

Sideritis athoa EA 4248

Sideritis trojana Dirmenci 3690

Sideritis gulendamiae HD 10048

Sideritis rubriflora HD 10093

Sideritis hololeuca HD 10089

Sideritis libanotica subsp.
libanotica EA 5324

Sideritis argyrea HD 10084

Sideritis scardica EA 5298

Sideritis vuralii HD 10090

Sideritis bilgerana HD 10087

Sideritis niveotomentosa HD 10092

C2 Antalya: Kas, Kas ¢evresi, 100 m, maki acikligi,
24.6.2009. H. Duman 10095.

B6 Kayseri: Sariz, Binboga Dag1, Dayioluk K&yii dogu
sirtlart, 2000-2100 m, yiiksek dag stebi, 13.8.2010. H.
Duman 10227.

B4 Konya: Konya-Beysehir yolu 50. km, Pinus nigra
aciklig, 1325 m, 23.7.2009. 36 S 0412939 D, 4192124 K.
H. Duman 10073.

B3 Afyon: Sandikli, Kumalar Dagi, yiiksek dag stebi,
1600-1700 m, 20.7.2009. 36 S 0269490 D, 4261181 K. H.
Duman 10054

C2 Mugla: Fethiye, Fethiye-Antalya 8.km, serpantin
yamagclar, maki, 200 m, 21.7.2009. 35 S 0702912 D,
4057112 K. H. Duman 10059.

C2 Mugla. Fethiye, Fethiye- Gocek yolu, 50-100 m,
serpantinli alanlar, frigana, 2.7.2010. H. Duman 10268

B1 Balikesir: Ivrindi, Madra Dag1, Calkaya mevkii,
kayalik alan, 900-1000m. 05.07.2009.

B1 Balikesir: Kazdagi, Sarikiz tepe, kalker kayaliklar,
1720m. 14.20.2009. T. Dirmenci (Dirmenci 3690).

B3 Eskisehir: Sivrihisar-Afyonkarahisar yolu, Asagikepen
kdyii giineyi, marnli step, 950-980 m, 19.7.2009. 36 S
0369902 D, 4359424 K. H. Duman 10048.

C4 Igel: Silifke, Tasucu batist, Frigana, 5-10 m,
24.7.2009. 36 S 0577671 D, 4019427 K. H. Duman
10093.

C4 igel: Giilnar Ermenek yolu, Olukpnar kdyii cevresi,
Pinus brutia acikligi, marnli  topraklar, 1200 m,
24.7.2009. 36 S 0501091 D, 4036976 K. H. Duman
1008¢9.

C6 Hatay: Yayladag Yeditepe kdyii, orman alani, 444m,
20.7.2009. E. Ak¢i¢ek (EA5324), T. Dirmenci.

C4 Antalya: Alanya, Alanya-Hadim yolu, Erikli deresi
gevresi, 1300-1350 m, Pinus nigra agikligi, 24.7.2009. 36
S 0440753 D, 4045246 K. H. Duman 10084.

Al Kirklareli: Demirkdy-Sarpderekdyili Dupnisa magarasi
istii, orman agikligi, 350 m 21.06.2009. E. Ak¢icek (EA
5298), T. Dirmenci.

C4 Icel: Giilnar Ermenek yolu 30. km, Kalker kayalik,
acik alanlar, 1320 m, 24.7.2009. 36 S 0513955 D,
4032114 K. H. Duman 10090.

C4 Karaman: Ermenek, Tepebasi- Giineyyurt, Pinus
brutia a¢iklig1, marnli topraklar, 990 m, 24.7.2009. 36 S
0478139 D, 4058869 K. H.Duman 10087.

C4 Icel: Giilnar Silifke yolu 20.km, Pinus brutia agiklig1,
kalker taslik alanlar, 1040 m, 24.7.2009. 36 S 0551423 D,
4022884 K. H. Duman 10092.
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Sideritis vulcanica HD 10094

Sideritis ozturkii HD 10070

Sideritis lycia HD 10062

Sideritis hispida HD 10080
Sideritis congesta HD 10068

Sideritis sipylea HD 10049
Sideritis galatica HD 10047
Sideritis galatica HD 10045

Sideritis montana subsp. remota FC
0101

Sideritis romana subsp. curvidens
FC 0100

Marrubium FC02

Stachys woronowii HD 9936

Stachys FC01

3.2 DNA Izolasyonu

B7 Elazig: Maden-Ergani yolu 3. km. 1000-1100 m,
volkanik yamaglar, 14.6.2009. H. Duman 10094.

C3. Konya. Derebucak, Camlik, Kizildag, 1600-1700m,
Pinus nigra aciklig1, serpantin, 23.7.2009. 36 S 0383842
D, 4134930 K. H. Duman 10070.

C3 Antalya: Kemer- Kumluca 10. km, Pinus brutia
acikligi, 130 m, 21.7.2009. 36 S 0274499 D, 4042178 K.
H. Duman 10062.

C4 Konya: Bozkir, Bozkir gevresi, 1175 m, step,
23.7.2009. 36 S 0431214 D, 4116185 K. H. Duman
10080.

C3 Antalya: Manavgat, Manavgat-Akseki yolu, Haciobasi
koyii gevresi, 30 m, frigana acikligi, 22.7.2009. 36 S
0375103D, 4065871 K H. Duman 10068

B1 Manisa: Spil Dagi, hareketli yamaglar, 850-950 m,
19.7.2009. 35 S 0535614 D, 4270350 K. H. Duman
10049.

A4 Ankara: Akyurt-Cankirt 10. km, metamorfik alan,
1250-1300 m, 18.7.2009. 40° 08” N, 33° 11°D. H. Duman
10045.

Erdek: Seyitgazi tlirbesi civari kayalar tizerinde 60 m.
FC0101 08.07.2010

Erdek: limanin batisindaki tepe, askeri kampin yani,
Seyitgazi tiirbesi civari kayalarin aras1 50-60m
08.07.2010 FC0100

B6 Sivas: Zara-Imranh yolu kenar1, 13. km, mezarlik
alan, gistli alan. Fatih Coskun (FCO02).

B4 Konya: Cumra-Haim yolu, Cigekkdy ¢evresi, meselik,
1150-1200 m, 16.5.2009. 36 S 0463969 D, 4128178 K. H.
Duman 9936.

Bitki 6rneklerinin genomik DNA’lar1 materyal ve yontemde bahsedilen Della

Porta ve arkadaglarinin gelistirdigi Fenol-Kloroform ve Sigma ticari kitinin izolasyon

protokolleri takip edilerek elde edildi [119]. Sigma kiti kullanirak izole edilen bazi

Sideritis tiirleine ait gDNA’larin agaroz jel goriintiisii Sekil 3.1°deki, Fenol-

Kloroform metoduyla izole edilen bazi Sideritis tiirleine ait gDNA’larin agaroz jel

goriintiisti ise Sekil 3.2°deki gibidir.
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Sekil 3.1 Sigma Kiti ile izole Edilen Baz1 Sideritis Tiirlerinin gDNA’larinin Jel
Goriintiisii(Siyah-Beyaz)

M: Markir, 1: Sideritis perfoliata, 2: Sideritis taurica, 3: Sideritis cilicica, 4: Sideritis
armeniaca, 5: Sideritis aytacii, 6: Sideritis tmolea, 7: Sideritis dichotoma, 8:
Sideritis phlomoides, 9: Sideritis brevidens, 10: Sideritis phrygia

Sekil 3.2 Fenol-Kloroform Kullanilark izole Edilen Bazi Sideritis Tiirleinin
gDNA’larinin Agaroz Jel Goriintiisii (Renkli)

M: Markir, 1: Sideritis kirimerae, 2: Sideritis pisidica,3: Sideritis albiflora, 4:
Sideritis serratifolia, 5: Sideritis akmanii, 6: Sideritis leptoclada, 7: Sideritis athoa

3.3 PCR Reaksiyonlari

Izole edilen gDNA’lara; ITS4, ITS5A primerleri ve gerekli kimyasallar
(Tablo 2.2) kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Bdylelikle PCR
sonucunda taksonlarin gDNA’simin ITS bolgesi ¢ogaltildi. Elde edilen bazi Sideritis

tiirleine ait ITS bantlarinin agaroz jel goriintiisti ise Sekil 3.3-3.5’deki gibidir.
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700bp

500bp

Sekil 3.3 Baz1 Sideritis Tiirlerinin ITS ile Yapilan PCR Gériintiisii (Siyah-Beyaz)

M: Markir, 1: Sideritis kirimerae, 2: Sideritis pisidica,3: Sideritis albiflora, 4:
Sideritis serratifolia, 5: Sideritis akmanii, 6: Sideritis leptoclada, 7: Sideritis athoa

700bp

500bp

Sekil 3.4 Baz Sideritis Tiirlerinin ITS ile Yapilan PCR Goriintiisii (Renkli)

M: Markir, 1: Sideritis perfoliata, 2: Sideritis taurica, 3: Sideritis cilicica, 4: Sideritis
armeniaca, 5: Sideritis aytacii, 6: Sideritis tmolea, 7: Sideritis dichotoma, 8:
Sideritis phlomoides

700bp
500bp

Sekil 3.5 Bazi Sideritis Tiirlerinin ITS ile Yapilan PCR Goriintiisii (Siyah-Beyaz)

M: Markir, 1: Sideritis brevidens, 2: Sideritis phrygia, 3: Sideritis trojana, 4:
Sideritis gulendamiae, 5: Sideritis rubriflora, 6: Sideritis hololeuca, 7: Sideritis
argyrea, 8: Sideritis scardica
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3.4 DNA Dizileme ve Dizi Analizi

3.4.1 Dizileme Reaksiyonlari

ITS bolgesinin tamami PCR ile elde edildikten sonra, PCR f{irlinlerinin
saflastirilmasi ve dizilenmesi (Cycle sequencing) reaksiyonlar1 i¢in Refgen firmasina
hizmet alim1 yapilmak tlizere gonderildi. Otomatik DNA dizileyicisi tiniversitemizde
olmadig1 i¢in bu reaksiyonlari yapmak amaciyla REFGEN firmasindan hizmet alimi
yapildi. Hizmet alimi; PCR iiriinlerinin saflastirilmasi, dizilemer reaksiyonlari (cycle
sequencing), dizileme {iriinlerinin saflastirilmasi (purification) ve poliakrilamid jel
elektroforezi yardimiyla dizileme {iiriinlerinin kromatogramlar (elektroferogramlar)
haline  getirilmesi  kisimlarindan  icermektedir.  Gergeklestirilen — dizileme

reaksiyonlariin sonuglar1 ABI prism formatindaki dosyalar seklinde bize ulasti.

3.4.2 Dizilerin islenmesi

ABI prism formatindaki dosyalar seklinde gelen DNA dizilerin islenmesi igin
Sequencher 4.10.1 programi kullanildi. Her bir tiire ait olarak gelen ileri (forward) ve
geri (reverse) dizilerden kontig olusturuldu. Dizileme reaksiyonlarini gergeklestiren
cihazin yanlig okumus oldugu bazi bazlar, kromatogramdaki (videogram) sinyallerin
(piklerin) giicliiliigiine, temizligine bakilarak Sequencher 4.10.1 programinda el ile
gorsel olarak diizeltildi ve kontig dizileri elde edildi. Boylelikle ¢alisilan taksonlarin
ITS bolgelerinin ileri (ITS5A) DNA dizileri elde edildi.
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3.4.3 Dizilerin Hizalanmasi

Dizilerin hizalanmasi i¢in ClustalW programi kullanildi. Bu program Fasta
formatinda ¢alistigindan elde edilen DNA dizileri Microsoft Office Word programi
yardimiyla Fasta formatina g¢evrildi ve hizalamaya hazir hale getirildi. DNA baz
siralart ClustalW programinda varsayilan komutlar kullanilarak hizaland: ve tiirler
arasindaki baz farkliliklari tespit edildi. 76 taksona ait yapilan DNA dizilerin

hizalanmasi1 sonucunda olusan baz farkliliklar1 EK’te gosterilmistir.

3.5 Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz i¢in PAUP 4.0b10 programi kullanildi. Bu program
#Nexus formatinda galigmaktadir. ClustalW programinda hizalanmis olan diziler
#Nexus formatina ¢evrilerek PAUP 4.0010 programinda filogenetik analize hazir
hale getirildi. Calismada MAC bilgisayar kullanildi ve PAUP’un MAC versiyonunda
filogenetik analizler yapildi. MAC bilgisayarda PAUP acildiktan sonra ekranin iist
kisminda olusan pencerelerden, yapilmasi istenen analizler ve kriterler segilerek

kolaylikla filogenetik agaclar olusturuldu.

Kriterlerden karakter temelli yontemlerden olan Parsimoni secilip Heuristic
arastirma yapildi ve olusan agaglar kaydedildi (Sekil 4.1-4.3). Olusan agaglarin
ortak uyumluluk (konsensus) agaclar1 pencereden gerekli yollar izlenerek olusturuldu
ve kaydedildi (Sekil 4.6-4.8). Yine Parsimoni kriterinde bootstrap analizi yapildi ve
agac kaydedildi (Sekil 4.4). Daha sonra mesafe (distance) temelli yOntem
kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average-
Sekil 4.9) ve NJ (Neighbor Joining- Sekil 4.10) analizleri yapildi. Olusturulan

filogenetik agaglar ve yorumlar sonug bdliimiinde sunulmustur.
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4 SONUCLAR VE TARTISMA

DNA dizi analizi calismalari, 6zellikle son on yil igerisinde ¢ok Onemli
bilgilerin birikimini saglanustir. Ozellikle ITS bélgesi son zamanlarda en cok
calisilan bolgelerden biri olmustur. ITS bolgesi sirasiyla ITS1 (200-250bp), 5.8S
rDNA (160 bp) ve ITS2 (200-250 bp) bolgelerinden olusmaktadir (Sekil 1.2). Bu
bolgelerden 5.8S rDNA bdlgesi korunmus bir bolgedir, ¢caligmalarda ITS bolgesinin
kullanmay1 cezbeden bolgeler ise ITS1 ve ITS2 bolgeleridir. ITS1 ve ITS2 olarak
adlandirilan ITS bolgeleri, kodlanmayan iki ara (spacer) bolge olmalar1 bakimindan
calismalar icin ¢ok uygundurlar. Bu ara bolgeler rDNA’nin kodlanan bolgelerine
kiyasla selektif avantaj sunduklar1 i¢in daha fazla mutasyon biriktirebilmekte ve
tiirlerarasi, tlirici ve hatta populasyon diizeyinde var olan polimorfizmlerin ortaya

cikmasinda etkili olabilmektedirler.

Tiirkiye’de yayilis gosteren Sideritis L. cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait
71 taksonun akrabalik iligkilerini ortaya koymak amaciyla ntDNA ITS bdlgesi
calisildi. Literatiire gore tlkemizde yetisen Sideritis cinsinin Empedoclia
seksiyonuna ait taksonlarla 1ilgili daha Once yapilmis boyle bir calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile oncelikle Sideritis tiirlerinden gDNA’lar izole
edildi, daha sonra gDNA’nin ITS bélgeleri PCR yardimiyla ¢ogaltildi. Elde edilen
dizilerin dizi analizi ve filogenetik analizleri yapildi. Boylece tiirler arasindaki
genetik benzerlikler ve farkliliklar ortaya kondu. Caligma sonucunda Sideritis
cinsinin Empedoclia seksiyonuna ait taksonlarin ITS bdlgelerinin DNA baz siralari
elde edildi ve ilk kez bu arastirma ile DNA dizilerine dayali olarak akrabalik

dereceleri belirlenmis oldu.
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Calisilan taksonlarin ITS nrDNA bélgesinin tamami kullanilarak toplam baz
uzunlugunun 640-698 baz ¢ifti (b¢/bp) arasinda degisim gosterdigi gozlemlendi. Bu
taksonlarin ITS bolgesine ait verilerin filogenetik analizi PAUP 4.0b10 programi
kullanilarak yapildi. Analiz i¢in ise parsimoni ve genetik uzaklik kriterleri kullanildi.
Parsimoni en sik ¢aligilan ve kullanilan filogenetik agac olusturma metotudur. Bu
metot olas1 biitiin agaclar1 degerlendirme ve farkli agaglar arasindan se¢meye
yarayan, her biri igin bir kriter ya da bir skor verme esasina dayanir. Maksimum
parsimoni’de kriter, verilen agagtaki verileri aciklayabilmek i¢in ger¢ek oldugu kabul
edilen genetik degisimlerin sayisidir. Parsimonisi en yiiksek olan agag, en tutumlu

olan yani genetik iligkiyi en ger¢ekei yansitan agactir [108].

Parsimoni Kkriteri kullanilarak olusturulan Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 teki
agaclarin yanlarinda bulunan ¢izgiler kladlar1 gdstermektedir. Her ¢izginin iizerinde
hangi klad oldugu yazmaktadir ve o klada ait taksonlar gézlemlenmektedir. Tek
yillik yazan tiirler Sideritis cinsinin Hesiodia seksiyonuna ait taksonlar iken, ¢ok

yillik yazanlar ise Empedoclia sekisyonuna ait taksonlar1 igermektedir.
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S.romcur.FC0100
S.mon.remFC0101
S.albiflor. 10095
S.albiflor. 10060
S.lycia 10062
S.rubriflo 10093
S.stricta 10061
S.stricta 10065
S.leptocla. 10059
S.leptocla. 10268
S.lib.lib.5186
S.lib.lib.EA5324
S.lib.lib.10265
S.perfolia 10088
S.cilicica 10225
S.perfolia 10231
S.eryt.ced.10087
S.eryt.ery.10067
S.breviden 10091
S.argyrea 10084
S.phlomoid 10096
S.phlomoid 10226
S.aytacii 10267
S.akmanii
S.sipylea 10049
S.brevibr.10173
S.brevibr.10189
S.ser.caes.10227
S.tnolea 10052
S.lib.lin.10005
S.galatica 10047
S.phrygia 10056
S.cond.arg.10086
S.congesta 10068
S.scardic EA5298
S.lib.micr.8639
S.pis.term 10064
S.pisidica 10071
S.vuralii 10090
S.perfolia 5189
S.perfoli EA5333
S.perfolia 5194
S.serratif 10073
S.lib.lin.10057
S.taurica 10229
S.taurica 10233
S.gulendam 10048
S.syri.nus.10266
S.hub.mor.10269
S.trojana 3690
S.cond.con.10058
S.cond.arg.10069
S.hololeuc 10089
S.germvir.10235
S.germger.10236
S.amas.ama. 10232
S.amas.cho.10234
S.amas.chor.5175
S.armeniac 10228
S.dichotom 10238
S.galatica 10045
S.hilgeran 10087
S.hispida 10080
S.athoa EA4248
S.vulcanic 10094
S.lib.kurdi 8635
S.ozturkii 10070
S.lib.viol. 10077
S.lib.viol. 10190
S.lib.viol. 10223
S.kirimera 10063
S.amas.krb.10237
S.niveotom 10092
stachys wor.9936
Stachys FCO1
Marrubium FC02

Sekil 4.1 Parsimoni Kriteri Kullanilarak Elde Edilen 1 Numarah Agag

} Tek yillik

T PeA

Cok Yillik

¢ PEIA

€ PeIy

} Di1s Grup
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S.hololeuc 10089
S.germvir.10235
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S.dichotom 10238
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—
|_': S.bilgeran 10087
S.hispida 10080

S.athoa EA4248

S.vulcanic 10094
,_E S.lib.kurdi 8635
S.ozturkii 10070
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S.lib.viol. 10223
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S.niveotom 10092
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— Stachys FCO1

Sekil 4.2 Parsimoni Kriteri Kullanilarak Elde Edilen 5000 Numarah Agac
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Sekil 4.3 Parsimoni Kriteri Kullanilarak Elde Edilen 10000 Numarah Agac
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Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak
Heuristic arastirma yapildi. Bu arama igin olusturulacak maksimum agag¢ sayisi
10,000 olarak secildi. Yapilacak aramada olusacak dallar1 degerlendirmek icin
kullanilan algoritma TBR (Tree-Bisection-Reconnection) olarak se¢ildi. Tim
karakter tipleri sirasiz (unordered) ve esit agirlikta olacak sekilde ayarlandi. Yapilan
analiz sonucunda 10,000 aga¢ elde edildi. Arama sonucunda olusan 10,000
filogenetik agactan 1 numarali agag, 5000 numarali aga¢ ve 10,000 numarali agag
olmak iizere 3 tane filogenetik aga¢ bu ¢alismada sunuldu. Sekil 4.1°de parsimoni
kriteri sonucunda olusan 1 numarali agag, Sekil 4.2°de 5000 numarali agag, Sekil

4.3’de ise 10000 numarali aga¢ gosterilmistir.

Yapilan parsimoni analizinde toplam 774 karakter incelenmis ve bunlardan
512 (%66.1) karakter sabit(constant) karakterli, 140 (%]18.1) karakter degisken
¢ikmistir. Parsimonik bilgi igeren karakter sayisi ise 122 (%15.8) ¢ikmistir. Heuristic
arama sonucunda toplam 1 783 503 194 farkli agag topolojisi olusturulmus ve en iyi
parsimonik agaglarin skoru (basamak sayis1) 567 olarak bulunmustur. Sekil 4.1, Sekil
4.2 ve Sekil 4.3’teki agacglarda dis grup olarak secilen cinsler agacin en altinda yer
almig olup Sideritis cinsinden bariz bir sekilde ayrilmiglardir. Stachys cinsine ait iki
tir kendi igerisinde monofiletik bir grup olusturmustur, Marrubium ise onlardan
ayrilmustir. Sideritis cinsinin tek yillik tiirlerinden olan Hesiodia seksiyonuna ait S.
romana subsp. curvidens ve S. montana subsp. remota tiirleri dis gruptan sonra
ayrilarak kendi aralarinda monofiletik bir grup olusturmuslardir. Segilen agaclarin
ticiinde de bu iki tiiriin agacin en iist kisminda monofiletik bir grup olarak ortaya

ciktig1 gozlemlenmektedir.

Empedoclia seksiyonuna ait taksonlarin bulundugu kisma bakildiginda (Sekil
4.1-4.3), bu seksiyona ait tiirlerin 3 ayr1 kladda toplandiklari gézlemlenmektedir.
Secilen agaclardaki 3 klad birbiri ile kiyaslandiginda, kladlara ait tiirlerin tim
agaclarda (sirastyla 1., 5000., 10000. agaglarda) ayni oldugunu gozlemlenmektedir.
Mavi renkle gosterilmis olan klada ait taksonlar 3 agagta da aymidir. Yine yesil ve
sar1 renkle gosterilmis kladlarin tiyeleri 3 agagta da aymidir. Fakat kladlar igerisinde
bulunan bazi tiirlerin topolojilerinin aga¢ igerisindeki konimlarimin degisiklikler

oldugu gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.4 Bootstrap Analizi Sonucunda Olusan Parsimoni Agaci
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Bu analizlerin yaninda ayrica maksimum parsimoni ydnteminde bootstrap
analizi yapilmistir (Sekil 4.4). Bu yontem elde edilen agaclarin dallarinin parsimoni
kriteri kullanilarak istatistiksel yonden en giivenilir olan dallarin1 belirlemede
kullanilir. Her bir dalin yilizdelik olarak ne oranda desteklendigini gosterir. Eger
yapilan destek %50’nin altinda ise program bu dali ¢ok zayif olarak nitelendirir ve
oraya gilivenilemeyecegi i¢in ¢okertir, ¢coken dal sonucunda olusan basamaklanmamis
dallanma ise politomi olarak adlandirilir. Sekil 4.4’de olusturulan bootstrap agaci,
maksimum agag¢ sayist 1000 segilerek ve 100 tekrar (replicate) yapilarak elde
edilmistir. Takson sayis1 fazla oldugu i¢in maksimum aga¢ sayist 1000, tekrar sayisi
100 segilmistir. Tekrar sayisin1 veya maksimum aga¢ sayisint arttirdigimizda ¢ok
uzun siirerek bilgisayarin kapasitesi analiz igin yetersiz kaldi. Sekil 4.5’de ise 5000
numarali parsimoni agacinin {izerine Bootstrap analizi sonucunda olusan dallarin

desteklenme yiizdeleri yerlestirilmistir.

Sekil 4.4°te goriildiigli gibi bootstrap analizi sonucunda olusan agacta pek ¢ok
dal ¢okmiistiir. Bunun nedeni giris boliimiinde bahsedilidigi gibi; o dal i¢in bootstrap
desteginin % 50’nin altinda kalmasidir. Agacin bu kismindaki dallanma modeli
belirlenemediginden giivenilebilir yorum yapilamaz. Sadece bu dal tek diigiimden

cok catalli olarak ayrilmistir ve dallarda politomi olusmustur denilebilir.
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Sekil 4.5 Bootstrap degerleri islenmis 5000 numaral Parsimoni Agaci
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Elde edilen 5000 numarali Maksimum Parsimoni agacinin iizerine Sekil
4.5’te goruldigli gibi bootstrap yiizdeleri islendi. Buraya bakarak 73 taksonun
temelde iki grup olusturdugu goriilmektedir ve bu durum bootstrap analizinde de
%68, %94 ve %86 olarak desteklenmistir. Hesiodia seksiyonuna ait ekledigimiz tek
yillik tiirler Sideritis montana subsp. remota, Sideritis romana subsp. curvidens,
Empedoclia seksiyonuna ait ¢ok yillik tiirlerden ayrilarak kendi arasinda monofiletik
bir grup olusturmuslardir ve bu dal %94 destek almistir (Sekil 4.5). Empedoclia
seksiyonuna ait 71 taksonun bulundugu dal ise %86 olarak desteklenmistir (Sekil
4.5). Empedoclia seksiyonuna ait 71 takson 3 ayri kladda toplanarak ayr1 birer grup
olusturmuslardir. Dig grup olarak analize katilan Marrubium FCO02, Stachys
woronowii HD 9936, Stachys FCO1 taksonlar1 ise beklenildigi gibi Sideritis

cinsinden ayrilmislardir.

Farkli iki lokaliteden toplanan S. albiflora, S. leptoclada, S. brevibracteata ve
S. stricta taksonlarmin her biri kendi iglerinde grup olusturmuslardir. Bootstrap
analizi (Sekil 4.5) sonucunda farkli lokalitelerden toplanan S. albiflora’ larin
bulundugu dal %97, S. leptocalada’ larin bulundugu dal %60, S. brevibracteata’
larin bulundugu dal %86 destek almistir (Sekil 4.5). Buradan farkli lokalitelerden
toplanan ayni taksonlarin, birbirinin aynisi oldugu ve bir farklilik gézlemlenmedigi

goriilmektedir.

Farkl1 ii¢ lokaliteden toplanan S. libanotica subsp. libanotica ve S. libanotica
subsp. violascens taksonlar1 ayrilarak kendi iglerinde grup olusturmuslardir. Ayrica
S. libanotica subsp. violascens ile S. libanotica subsp. kurdica, S. vulcanica ve S.
ozturkii yakin akraba ¢ikmustir. Isparta’dan toplanmig S. libanotica subsp. linearis
HD 10005 ile S.tmolea ile kardes takson ¢ikmustir. Bu iki taksonun kardes taksonu
ise S. serratifolia subsp. caesarea ¢ikmistir. Ancak bu dallar herhangi bir bootstrap
destegi almamustir. S. libanotica subsp. kurdica ile S. vulcanica kardes takson ¢ikmis
olup bu dal %74’liik bir bootstrap destegi almistir. Ayrica bu iki takson S. ozturkii’ye
yakin akraba ¢ikmustir. Yine S. libanotica subsp. kurdica’nin S. libanotica subsp.
violascens ile de yakin akraba ¢iktigi goriilmektedir. S. congesta ve S. scardica
kardes takson ¢ikmiglardir, bunlara en yakin akraba ise S. libanotica subsp.

microchlamys ¢ikmistir. Ancak bu dallar bootstrap destegi almamustir.

81



Iki farkl1 lokaliteden toplanan S. phlomoides taksonlar1 kendi icinde bir grup
olusturmuslardir ve bu dal bootstrap analizi sonucunda %52 desteklenmistir (Sekil
4.5). Ayrica S. aytacii S. phlomoides’e yakin akraba ¢ikmustir ve bu grubun da
desteklenmesi %99°dur. (Sekil 4.5). Gazi Universitesi’nde Feyza Oke’nin 2006
yilinda yaptig1 yiiksek lisans ¢aligmasinda da tohum proteini analizleri sonucu bu iki
tiirtin protein profilleri %98 yakin ¢ikmistir [61]. Buradan rahatlikla S. phlomoides

ile S. aytacii’ nin kardes takson oldugunu séyleyebiliriz.

Ayni mevkilerden (Hatay-Yayladagi) toplanan fakat farkli etiketlenen (HD
5189,HD 5194,EA 5333) ii¢ S. perfoliata taksonlarinin, beklendigi gibi kendi
aralarinda bir grup olusturdugu goriilmektedir ve bu dal bootstrap analizinde %75
desteklenmektedir (Sekil 4.5). Buna karsin Icel’den toplanan S. perfoliata HD 10088
ve Tokat’tan toplanan S. perfoliata HD 10231 taksonlari; Hatay’dan toplanan diger
i¢ S. perfoliata’dan farkli bir yerde yer alarak, aralarina S. cilicica’y1 da alarak
beraber iiclii bir grup olusturmuslardir. Bu ii¢lii dal bootstrap analizinde % 97
desteklenmistir (Sekil 4.5). Buradan S. cilicica’nin S. perfoliata ile yakin akraba
oldugu soylenebilir. Ancak Hatay’dan toplanan S. perfoliata 6rneklerinin kesinlikle

diger bolgelerden toplanan 6rneklerden farkli oldugu goziikmektedir.

Iki farkli lokaliteden toplanan S. taurica taksonlar1 kendi icinde bir grup
olusturmustur ve bu dal bootstrap analizinde %91 desteklenmistir (Sekil 4.5). Bunun
yaninda S. taurica ile S. gulendamiae yakin akraba ¢ikmustir. S. lycia ile S. rubriflora

kardes takson ¢ikmiglardir ve bunlara en yakin akraba olarak S. stricta ¢ikmustir.

Iki alt tiir olan S. erythrantha subsp. erythrantha ve S. erythrantha subsp.
cedretorum beklendigi gibi kardes takson ¢ikmiglardir ve bu dal bootstrap analizinde
%99 desteklenmistir (Sekil 4.5). S. brevidens ile S.argyrea da ayrica kardes takson
olarak ¢ikmiglardir ve bu dal %70 bootstrap destegi almistir (Sekil 4.5). Ayrica bu iki
takson S. erythrantha’min alt tiirlerine yakin akraba ¢ikmistir. Ancak bu iligki

bootstrap destegi almamistir.
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Iki alt tiir olan S. pisidica ve S. pisidica var. termessi beklendigi gibi kardes
takson ¢ikmislardir ve bu dal da bootstrap analizinde %85 desteklenmistir (Sekil
4.5). Yine iki alt tiir olan S. condensata subsp. condensata ve S. condensata subsp.
arguta kardes takson ¢ikmislardir ve bu dal bootstrap analizinde %63 desteklenmistir
(Sekil 4.5). Ayrica S. condensata’nmin alt tiirleri S. hololeuca ile yakin akraba
cikmiglardir.

S. bilgerana ile S. hispida’nin kardes takson oldugu ¢ikmistir ve bu dalin
bootstrap analizinde %57 desteklendigi gézlemlenmistir (Sekil 4.5). Ayrica bunlara
en yakin akraba olarak da, Ankara’dan toplanan S. galatica HD 10045 ¢ikmustir.
Diger S. galatica HD 10047 ise bu daldan uzak bir yerde bulunarak farkli oldugu

anlasilmakla birlikte bootstrap destegi bulunmamaktadir.

Iki alt tiir olan S. germanicopolitana subsp. germanicopolitana ve S.
germanicopolitana subsp. viridis beklendigi gibi kardes takson ¢ikmistir ve bu dal
bootstrap analizinde %95 desteklenmistir (Sekil 4.5). Bu taksonlara en yakin akraba
Ise S. amasiaca nin alt tiirleridir. S. amasiaca in alt tiirlerinden S. amasiaca subsp.
amasiaca ile iki farkli lokaliteden toplanan S. amasiaca subsp. chorumensis
taksonlar1 bir arada grup olusturmuslardir ve S. germanicopolitana ‘nin alt tiirleri ile
yakin akraba ¢ikmiglardir. S. amasiaca subsp. karabiikensis ise bu taksonlardan ¢ok
farkli bir yerde ¢ikmis olup %56 ve %59’luk bootstrap destegiyle S. amasiaca alt

tirlerinden farklilig1 belirlenmistir.

Maksimum parsimoni kriterinde Heuristic arastirma sonucunda olusturulan
10.000 agacin ortak karar (konsensus) agaglari olusturulmustur. Bu agaglardan Strict
konsensus agacit Sekil 4.6’da, Majority Rule agaci Sekil 4.7°de ve Semi-strict
konsensus agaci Sekil 4.8”de goriildiigii gibidir.
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Maksimum Parsimoni yontemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri yapilmistir. UPGMA Analizi sonucu olusan filogenetik
aga¢ Sekil 4.9°da, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik aga¢ Seckil 4.10°da
gosterildigi gibidir.

Genetik uzaklik metodu, dizi c¢iftleri arasindaki farkin derecesine ve
uzakligina dayanir. Bu uzaklik taksonlar arasinda uzaklik matriksi olusturmak ig¢in
kullanilabilir. Uzaklik metodunda iki farkli algoritma kullanilir. Bunlardan biri kiime
temelli digeri ise optimalite (en 1iyilik) temelli algoritmalardir. Kiime temelli
algoritmalarda uzaklik matriksi en benzer dizi ciftlerinden baglanarak yapilir.
UPGMA ve NJ olmak iizere iki ¢esidi vardir. Optimalite temelli algoritmalarda ise
birgok agag¢ topolojisini kiyaslar ve agaglar arasinda verilere gore en iyi uydugu

diisiiniileni seger.

Sekil 4.10°da NJ analizi sonucunda olusan filogenetik agactaki dal
uzunluklarimin biribirinden farkli oldugu gozlemlenmektedir. Filogramdaki bu dal
uzunluklariin farkli olmasi tiirlerin hangisinin daha 6nce veya sonra ortaya ¢iktigini
gosterir. Filogenetik agactaki uzun olan dallar giinlimiize en yakin olan atayi
gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski (ilkel) atay1r gostermektedir. Sekil
4.9’daki UPGMA analizinde ise dal uzunluklart esit olarak hesaplanmaktadir. Bu
metot ilk kullanilan metot olup giinlimiizde kardes taksonlarin ayni oranda
mutasyona ugrama sartlarinin gecerli kabul edilmemesinden dolayr Neigbbour
Joining (Komsu Katilim) metoduyla mesafelerin Olclilmesini ortaya ¢ikarmistir ve

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Sekil 4.10).
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Yukarida kullanilan kriterlerin yant sira en uygun filogenetik agacin
bulunmasi i¢in parsimoni kriterinde degisik algoritmalar kullanilabilir. Bunlardan
“Kes-Bagla (Branch-and-Bound)” algoritmasi, optimizasyonlar1 birbirine ¢ok yakin
olan aga¢ topolojileri arasindan gerg¢egi en dogru yansitan dallanmayir bulmaya
calisgir. Tirkge karsiligi tamamen tiikketici (en Kkesin) metot anlamina gelen
“Exhaustive” algoritmasi da koksiiz olan agaglarin hepsini degerlendirmeye alir ve
sonugta kesin olan agag topololojisini verir, ancak burada kullanilan takson sayisi bu
arastirma algoritmasinin sinirlarinin (12 takson) tizerinde oldugu igin bu algoritmalar
kullanilamamustir. Branch-and-Bound analizi yapilmaya calisilmistir, bilgisayar bir
hafta ¢alisir durumda birakilmasina ragmen, 6n yiikleme kutusunun heniiz dolmaya
baslamadig1 ve aramaya devam ettigi gézlemlenmistir. Bilgisayarin birkac¢ ay acgik
tutulmas1 halinde bile analizin neticelenmesi zor goziikmekteydi. Bunun {izerine

branch-and-bound analizine son verildi ve heuristic search ile analiz yapilda.

Biitiin analizleri 0Ozetlemek gerekirse, bu c¢aligmada Sideritis cinsinin
Empedoclia seksiyonuna ait taksonlarin ITS dizileri karsilastirilarak filogenetik
analizleri yapilmistir. Buna gore Empedoclia seksiyonuna ait 71 takson, tek yillik
tirlerin bulundugu Hesiodia seksiyonundan ve dig grup olarak sectigimiz
taksonlardan ayrilmistir ve kendi aralarinda bir grup olusturmuglardir. Ayrica

Empedoclia seksiyonu 3 kladdan olugsmaktadir.
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.mont.rem.FC0101
.albiflora_10095
.albiflora_10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia 10062
.stricta_ 10061
.stricta 10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
galatica 10045
.perfoliata 5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa EA4248
.akmanii
.galatica 10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta_10068
.scardica_EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides_10096
.phlomoides_10226
.aytacii_10267
.sipylea_10049
.bilgerana_10087
.ozturkii_ 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida 10080
.pisid.term.10064
.pisidica 10071

.taurica 10229
.taurica 10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana 3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.lib.linear.10057
huber.mor.10269

stachys_wor.9936
Stachys_FCO1
Marrubium FC02

.serratifolia 10073

—————— CAAGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________ TTCCGTAG-TG-GACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________________ GTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
—————— CAAGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
—————— CAAGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
———————— AGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
————— ACAAGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
___________________ GGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_____________________ TG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
___________________ GGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
—TCGTACAAGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
________________ GTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
________________ GTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
________________ CGTAGGT-GACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________________ GTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
——————— AAGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_____________ TGCATAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
__________________________________ AGGATC--ATTGTCGAA-CCTGCAAA
__________________________ ACTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAA-CCTGCAAA
_______________ CGTAGGTG-ACCTTGCGGAAAGGTC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
________________ ATAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
777777777777777777777777777777777777777777777777 GAAACCTGCAAA
777777777777777777777777777 CTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
——————————— CTTTCGTAGGTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
77777777777777777777 GTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
77777777777777777777 GTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
———————— AGGTTCCGATAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
---CAACAAGGTTCCGGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
77777777777777777777777777 CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
777777777777 GCTCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
--CGTACAAGGGTTCCGTAGGTG-A-CCTGCGGAAGGAGC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
————— ACAAGGTTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
7777777777777777777 GGTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
————————— AGGGTTCGTAGGTG-A-CCTGCGGAAGGATC-~-ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
—————————— TTTCCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
___________________ GGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
___________________ GGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________________ GTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
———————— TTCACGTCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________________ GTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_____________________ GT-GAACTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
______________________ T-GAACTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
__________________ TGAAC-GCACTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________________________ TGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAG
_________________ ATAGGT-GACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_____________________ TG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
TCGTACCAAGGTTCCCGTAGGTG-AACCTGCGGGAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
---TACTCAGGTTTTCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
—————— CAAGGTTTCGGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________________ GTG-AAC-TGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
___________________ GGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
—————————— GGTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
—————————— GGTTCCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
________________ GTAGTAGTGACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
______________________ GTGACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
______________________ T-GACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG--ACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
——————————— GGTTCGTAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
___________________ GGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGARAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
——————————— TTTCCGTAGGTG-A-CCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
______________________ T-GACCTGCGGA-GGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_________________ TAGGTG-A--CTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
____________________ GTG-AACCTGCGGAAGGATC--ATTGTCGAAACCTGCAAA
_____________ TCCGTAGGTG-GTCCTGCGGAAGGATCTCATTGTCGAA-CCTGCAA-
____________________________________________________ CCGGCGCC
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S.rom.curv.FC0100 GCAGACC-GCGAACACGTTCAACAAAAAACAAAACCCGGCGCCGGGGAGCGGGGGCG-—--
S.mont.rem.FC0101 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAAAAAAACAAACCCGG----GGGCCGCGAGG--—-——
S.albiflora 10095 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAATGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—-—
S.albiflora 10060 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAATGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.leptoc.10059 GCAGACCCGCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.leptoc.10268 GCAGACCCGCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.1ib.1ib.5186 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CTACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—-—
S.1lib.1ib.EA5324 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CTACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.perfoliata 10088 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.cilicica_ 10225 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.perfoliata 10231 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.1lib.1ib.10265 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CTACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.brevibrac.10173 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.brevibrac.10189 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.lycia 10062 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.stricta 10061 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.stricta 10065 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.rubriflora 10093 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.eryth.cedr.10087 GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAAA---CGACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.eryth.eryth.10067 GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAAA---CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.brevidens 10091 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCGGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.argyrea 10084 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—-
S.germ.vir.10235 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—-—
S.amas.chor.5175B GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.germ.germ.10236 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.amas.amas.10232 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.amas.chor.10234 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.armeniaca 10228 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CGACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.dichotoma 10238 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.niveotom.10092 GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAA----CAACGCCCGGCGCCGGGGAGCGGGGGCG-——-
S.vuralii 10090 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.syri.nus.10266 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGATCGGGGGCG-—~
S.vulcanica 10094 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAGCGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.lib.kurdica 8635 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.serrat.caes.10227 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.tmolea 10052 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.galatica 10045 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.perfoliata 5189 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.perfoliata EA5333 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.perfoliata 5194 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.lib.linear.10005 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.athoa EA4248 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAGCGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.akmanii GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.galatica 10047 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.phrygia 10056 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.cond.arg.10086 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.congesta 10068 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.scardica EA5298 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.lib.microc.8639 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.phlomoides 10096 GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.phlomoides 10226 GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.aytacii 10267 GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.sipylea 10049 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.bilgerana 10087 GCAGACC-GCGAACACGTTCATAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.ozturkii 10070 GCAGACC-GCGAACACGTTCAGAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.lib.violas.10077 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.lib.violas.10190 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.lib.violas.10223 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.kirimerae_ 10063 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.amas.karab.10237 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.hispida_10080 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.pisid.term.10064 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAGCGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.pisidica_10071 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.serratifolia 10073 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.taurica_ 10229 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CGACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.taurica_ 10233 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CGACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLCG--—
S.gulendam.10048 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.cond.cond.10058 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.trojana_ 3690 GCAGACC-GCGAACACGTTTACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGLG--—
S.hololeuca 10089 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.cond.arg.10069 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.lib.linear.10057 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAA----CAACGCCCGGCGCCGCGGAGCGGGGGCG-—--
S.huber.mor.10269 GCAGACC-GCGAACACGTTCACAAAC---AAACGCCCGGCGCCGCGGATCGGGGGCG-—~-
stachys wor.9936 GCGGAGCGGGGGAGACCCCGGGACG----CGGCGCCGAAC-CCGCCCGGLCE————=—=—~
Stachys FC01 = —-— oo CCCGCCGGCG---
Marrubium FCO02 GCAGGACCGCGAACACGTTCATTAA----CAAC-CCCGGGGCCGCGGGTCGGGGGGGCAA

* %
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ClustalW’da hizalanms ITSSA nrDNA dizisinin Veri Matrisi

.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.huber.mor.10269
stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

N nunLnhunLnhnLhnhnLnnhLnnhnhnhnhnhnhnhnhnhnnhnnnnonomnonmnonomnmnnomnmmnounmninmnounmnounmnounn nunmnnmn nmn nn n n n rnn n L B 1 »

———————————————————— ACCCCGG-GACGCG---GCGC-—============CG--C
————————————————————— CCCCm=mm=mmmmmmm———mmmmmm— - —_CG--A
———————————————————— ACCCCGC-GACGCG---GCCC-—============CGGCC
———————————————————— ACCCCGC-GACGCG---GCCC-=======-=====CGGCC

—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--

--ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
—--ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
--ACCCCGC-GACGCG---GCCC--

——-ACCCCGC-GACGCG-—--GCCC-—-
——-ACCCCGC-GACGCG-—--GCCC-—
——-ACCCCGC-GACGCG-—--GCCC-—

——-ACCCCGC-GACGCG-—--GCCC-—-
——-ACCCCGC-GACGCG-—--GCCC-—
——-ACCCCGC-GACGCG-—--GCCC-—

—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--

—-—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
—-—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--
—-—-ACCCCGC-GACGCG---GCCC--

———————————————————— ACCCCGC-GACGCG---GCCC-—=———=———==-~—

—————————————————————— CTCGC-GCCGCG-————==—===—==———————

—————————————————————— CCCGC-GCCGCG-————=——===——=———————

CCCCCCGCCCGAGGCACCGAATCCCGCCGGCGCGCGCGCTCGCGCTCGCGCCGTGCGGGT
* Kk * *
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ClustalW’da hizalanms ITSSA nrDNA dizisinin Veri Matrisi

N nunLnhunLnhnLhnhnLnnhLnnhnhnhnhnhnhnhnhnhnnhnnnnonomnonmnonomnmnnomnmmnounmninmnounmnounmnounn nunmnnmn nmn nn n n n rnn n L B 1 »

.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

TAACGAACTCGGGCGCGGCATG-CGCCAAGGAAAACGAAACTGAGCGGCCCCCCTCCCCC
TAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAACGGAGCGCCTCCCCTCCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCA
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCA
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCATCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCATCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCATCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAACGGAGCGTCCA-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAACGGAGCGTCCA-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAACCGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAAATCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAACCGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCCTCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCCTCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCCTCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCCTCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCCTCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCCTCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTTCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCA-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCCCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCCCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCCCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCCCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCCCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCACCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCCCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCACCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCACCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCACCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCACCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCCCCCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCGC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAATGGCGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGTCCC-CCCTCCCC
CAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGCTCCCCCCTCCCC
TAACGAACTCGGGCGCGGAACG-CGCCAAGGAAAACGAAATGGAGCGCTCCCATCCCCCG
TAACGAACTCGGGCGCGGTATG-CGCCAAGGAAAACGCAATGGAGCGTTCCCCTCCCCTC

hkhkkhkk Khkhkkhkkhkk * Kk hAkhkkhkhkkhkkhkkhk*x ** * Kk K *
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

C---GACCGCCCCGTCCGCGGGGC-GACGGGGGAG—--GACGGGACGCCCATCGAATG-T
CCGGAACCGCCCCGTCCGCGGGGC-GACGGGGGAG—-~-AGAGGGACGCCCATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGTACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGTACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TAAGGGTACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---CGAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG--~-CGAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG--TGAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG--TGAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---TGAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGG---CGAGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---TAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGGCAAAGGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---TAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGGCAAAGGGGGACGCCTATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCTTGGGGGGGCAAGGGGACGCCCATCGAATGTC
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCTTGGGGGGGAGAGGGGACGCCCATCAAATGTC
C---GAAGGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAAGGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATGGT
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-CCC-GGGGGG-GCGAGGGGACCCCTATCGAATG-T
G---GAGCGACCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GTAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---TAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GTAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GTAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GTAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGTG-GCAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-CGGGGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-ACGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---CAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GTAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---CAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GTAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---CAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GTAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---CAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GGAAGGGGACCCCTTTCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCAAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G-—--CAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---AAGGGCCCGTTCCGGCGGGG-GGCCGGGGGG-GAGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---AACGGCCCGTTCCGCGGGGG-GCCGGGGGGG-ACGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGAACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGAACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAAGG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCC-GGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG-GCGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
C---GAGCGACCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG-ACGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---GAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG-CTGAGGGGACGCCTATCGAATG-T
G---TAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GCCGGGGGGG--CGAGGGAACGCCTATCGAATG-T

CG--AAGCGCCCCGTCCGCGGGGC-GACGGGGAGG—---GACGGACGCCTATCGAATG-T

GC--GCGCGCCCCGTCCGCGGGGCCGCCCGGGGGT----GACGGACGCCTATCGAATG-T

C-———- TCGGCCCGTCCGCGGGGC-GACGGGGAG---CGAGGGACGCCCTATCGAATG-T
* kK * Kk ok K * Kk * * K * * * * Kk kk  Kk
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
T-AAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGTCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
TTAAACGACTTTG-GGCAAGGGATATCTGGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTT-GGCAACGGATATTTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTCTGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
CTAAACGACTCTC-GGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAA
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTGGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAAAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TTGCATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTG-TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
TGCGATACTTGGTGTG-AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATC-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATC-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCC-GAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACCCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCCAAACCCTTTAGGCCGAGGGCACCCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCCCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATC-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATC-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACCCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATC-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTAAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATTA-GGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
GCGCCCGAAGCCATT-AGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCC
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

CCCCTCCCCCTCCAC-—-——————— GGGGGCGGGCG——-—— GGGCGGAGATTGGCCCCCC
CCCCGTCCCCCACGCCTCTCGGGGCGGGGGTGGGCG--TCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TC-CCC-CCC---TCGCA---CGGGGGGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TC-CCC-CCC---TCGCA---CGGGGGGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCACCC---TCGCA---CGGGGTGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCACCC---TCGCA---CGGGGTGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCG-CTCGCG---CGGGGTGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCG-CTCGCG---CGGGGTGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCCGCTCGCG-~--CGGGGTGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCCGCTCGCG-~--CGGGGTGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCCGCTCGCG-~--CGGGGTGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCCGCTCGCG-~--CGGGGTGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCG---CGGGGTGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCG---CGGGGTGGG-TG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TC-CCCCCCG--CCCGCA---CGGGTGGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TC-CCCCCCG--CCCGCA---CGGGTGGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TC-CCCCCCG--CCCGCA---CGGGTGGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TC-CCCCCCG--CCCGCA---CGGGTGGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCGTCTCGCA---CGGGGGCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCGTCTCGCA---CGGGGGCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CCTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGGGGGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT--CCCACCGCCCCGCA---CGGGGCGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TTTCCCCCCCGCCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGCCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGCCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGCCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGCCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGCCTCGCG---CGGGG-TGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCG---CGGGG-TGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCA---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCA---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCG---CGGGG-GGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCG---CGGGG-TGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGC-CTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCG-CTCGCG---CGGGGGTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCG-CTCGCG---CGGGGGTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCG-CTCGCG---CGGGGGTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCG---CGGGGTGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGGG-TGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCC---CTCGCA---CGGGG-TGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCG---CGGGG-TGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCG---CGGGG-TGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCA---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCA---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCGT-CTCGCA---CGGGG-CGGGCG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC---CTCCCACCCCCTCGCA---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC---CTCCCACCCCCTCGCA---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC---CTCCCACCCCCTCGCA---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CCTCCCCCCGCCCCGCTCGCG---CGGG-GTGTGGGTGCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCTCCCCCCTCGCG---CGGG-GCGGGTG-GCCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CCCCTCCCCCCCCGTCTCGCA---CGGG-GTGGGCG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCC-GTCTCGCG---CGGGTGGGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-TCTCCCTCCCCCCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CTCCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC-CT-CCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--TTCCCCCCCGCCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GCGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGTCTCGCG---CGGG-GTGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC--CTCCCCCCCGCCTCGCG---CGGGG-CGGGTG--CCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC

CC---TCCCCCCCGCCTCGGG——===—=—=— GGGCG--TCGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CCCCACGCCCCCCGACACGGG----GGGCGCCGGGA----GGGGCGGAGATTGGCCCCCC
CC----CTCCCC--—--— CGCG-=——=-————— GGGTG---GGGGGCGGAGATTGGCCCCCC
* ok * khkkkkkhkkhkhkkhkkhkkkk*
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S.rom.curv.FC0100 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACACGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.mont.rem.FC0101 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACACGAATCCGCCGTCGACGCAAC-—-~
S.albiflora 10095 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.albiflora 10060 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.leptoc.10059 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.leptoc.10268 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.1ib.1ib.5186 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.1lib.1ib.EA5324 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.perfoliata 10088 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAAACCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.cilicica_ 10225 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-TGCCCAAAACCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.perfoliata 10231 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAAACCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.1ib.1ib.10265 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.brevibrac.10173 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.brevibrac.10189 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.lycia 10062 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.stricta 10061 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.stricta 10065 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.rubriflora 10093 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.eryth.cedr.10087 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.eryth.eryth.10067 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.brevidens 10091 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.argyrea 10084 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.germ.vir.10235 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.amas.chor.5175B GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.germ.germ.10236 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.amas.amas.10232 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.amas.chor.10234 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.armeniaca 10228 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGTC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.dichotoma 10238 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.niveotom.10092 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.vuralii 10090 GTGCGCA-GCTAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.syri.nus.10266 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC -~
S.vulcanica 10094 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.lib.kurdica 8635 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.serrat.caes.10227 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.tmolea 10052 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.galatica 10045 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.perfoliata 5189 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.perfoliata EA5333 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.perfoliata 5194 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.lib.linear.10005 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.athoa EA4248 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.akmanii GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.galatica 10047 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.phrygia 10056 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.cond.arg.10086 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.congesta 10068 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCGGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—--
S.scardica EA5298 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.lib.microc.8639 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.phlomoides 10096 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.phlomoides 10226 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.aytacii 10267 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.sipylea 10049 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCCCGGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC-—-
S.bilgerana 10087 GTGCGCA-GCGATTGCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.ozturkii 10070 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.lib.violas.10077 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.lib.violas.10190 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.lib.violas.10223 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.kirimerae_ 10063 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.amas.karab.10237 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.hispida_10080 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.pisid.term.10064 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.pisidica_10071 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.serratifolia 10073 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.taurica_ 10229 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.taurica_ 10233 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.gulendam.10048 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGCAGC
S.cond.cond.10058 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.trojana_ 3690 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC--—
S.hololeuca 10089 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.cond.arg.10069 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.lib.linear.10057 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
S.huber.mor.10269 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAGC---
stachys wor.9936 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGCAAC-—-~
Stachys_ FCO1 GTGCGCA-GCGAT-GCGC-GCGGCC-GGCCCAAACCCGAATCCGCCGTCGACGC-GC-—-~
Marrubium FCO02 GTGCGCGCACGTCCGCGCCGCGGCC-GGCCCAAATGCGAATCCGCCGTCGACCC-GC-—-~
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGCCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCG-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACGCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACGCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCCCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTCCAACTCGCCGTGCTGTCGCGTCCCCGATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCTC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACACTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGTCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGCCCC-GATGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACCCTC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGCCCC-GTCGCGCC
GTCGCGACCAGTGGTGGTTGAACTATC-AACTCGC-GTGCTGTCGCGCTCC-ACGGCGTC
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02

GCC--GGCCGGGAGACGAAA-CGAACCCGGA-GGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGAACGGAGACGAAC-CGAACCCCAACGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAG-A---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAG-A---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-AGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGTACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCGA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCGA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGTACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGTACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGTACCCGA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGTACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGTACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGTACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AAGGACCCAACGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCCCCGGCCCGGAGAGGA---CGCACCCAACCGGAGCGATCGCCGAATC-GCGCCCCACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCGA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGCACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---CGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCGA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAACCGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAAC-GGAGCGATCGC-GAATCCGCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCGAC-GGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAAC-GGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GCC--GGCCCGGAGAGGA---AGGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACA
GTC--GGTCCGGAGACGA----GAACCCCAACGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GTC--GGTCCGGAGACTTGG-CAGACCCAA-CGGAGCGATCGC-GAATC-GCGCCC-ACG
GTC--GGTCCGGAAACAGCAACGCAACCCAACGGCGCGAGCAC-GCATC-GTGCCC-ACG
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.rom.curv.FC0100
.mont.rem.FC0101
.albiflora 10095
.albiflora 10060
.leptoc.10059
.leptoc.10268
.1ib.1ib.5186
.1ib.1ib.EA5324
.perfoliata_10088
.cilicica_10225
.perfoliata_10231
.1ib.1ib.10265
.brevibrac.10173
.brevibrac.10189
.lycia_10062
.stricta_10061
.stricta_10065
.rubriflora 10093
.eryth.cedr.10087
.eryth.eryth.10067
.brevidens_10091
.argyrea 10084
.germ.vir.10235
.amas.chor.5175B
.germ.germ.10236
.amas.amas.10232
.amas.chor.10234
.armeniaca_10228
.dichotoma_10238
.niveotom.10092
.vuralii 10090
.syri.nus.10266
.vulcanica_10094
.lib.kurdica_8635
.serrat.caes.10227
.tmolea_10052
.galatica_10045
.perfoliata_5189
.perfoliata EA5333
.perfoliata_5194
.1lib.linear.10005
.athoa_EA4248
.akmanii
.galatica_10047
.phrygia 10056
.cond.arg.10086
.congesta 10068
.scardica EA5298
.lib.microc.8639
.phlomoides 10096
.phlomoides 10226
.aytacii 10267
.sipylea 10049
.bilgerana 10087
.ozturkii 10070
.lib.violas.10077
.lib.violas.10190
.lib.violas.10223
.kirimerae_ 10063
.amas.karab.10237
.hispida_10080
.pisid.term.10064
.pisidica_10071
.serratifolia_10073
.taurica_10229
.taurica_10233
.gulendam.10048
.cond.cond.10058
.trojana_3690
.hololeuca 10089
.cond.arg.10069
.1lib.linear.10057
S.

huber.mor.10269

stachys wor.9936
Stachys_ FCO1
Marrubium FCO02
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