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1. UVOD



1.1. Porodica Brassicaceae

Porodica Brassicaceae Burnett je velika porodica koja se sastoji od oko 338 rodova i
preko 3700 vrsta koje su kozmopolitski rasprostranjene, prvenstveno u podrucju
umjerenog pojasa (Al-Shehbaz 1984; Al-Shehbaz i sur. 2006; Warwick i sur. 2006). Sve
vrste ove porodice se lako raspoznaju prema morfologiji cvijeta i ploda.

Biljke koje se nalaze unutar porodice Brassicaceae (krstasice) su veéinom zeljaste
biljke, iznimno postoje i polugrmovi, €iji su listovi izmjenicni, cjeloviti ili perasto
urezani, s peteljkom ili sjedeci, bez palisti¢a. Na vrhu glavne osi i svih bo¢nih ogranaka
razvija se cvat grozd bez terminalnog cvijeta i bez brakteja. Cvjetovi su tetramerni i
radijalno simetricni, ali samo s obzirom na latice kojih je 4. Prasnika je 2+4, od kojih su
vanjski kra¢i. Plodnica je nadrasla, od dva plodna lista, a placentacija je parijetalno-
marginalna. Plod ovih biljaka je komuska ili komusc¢ica i otvara se s dva zaklopca.

Porodica Brassicaceae je vrlo vazna iz tri razloga. Kao prvo porodica sadrzi nekoliko
iznimno vaznih poljoprivrednih kultura koje rastu u cijelom svijetu, a poznate su i
kultiviraju se ve¢ iz pretpovijesti. Neke od tih vrsta uzgajaju se za dobivanje ulja, senfa,
stone hrane i krme za Zivotinje, ili se uzgajaju kao povrée (Crisp 1976; Simmonds
1986). Najvazniji predstavnici poljoprivrednih kultura su ¢lanovi roda Brassica L.,
ukljucujuci sorte Brassica oleracea L. (brokula, kupus, cvjetaca, kelj, korabica), B.
juncea (L.) Czern. (senf), B. nigra (L.) W. D. J. Koch (crni senf), B. napus L. var.
napobrassica (L.) Rchb. (Svedska repa), B. napus var. napus (repica) i B. rapa L. (ljetna
repa, kineski senf, kineski kupus). Kao drugo mnoge vrste rodova Aethionema R. Br.,
Alyssum L., Arabis L., Aubrieta Adans., Draba L., Erysimum L., Hesperis L., Iberis L.,
Lobularia Desv., Lunaria L. i Matthiola R. Br. se kultiviraju kao ukrasne hortikulturalne
vrste (Al-Shehbaz 1984). Treci razlog je vrsta Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (talijin
uro¢njak) koja se smatra najvaznijom cvjetnicom za izvodenje eksperimentalnog rada u
razli¢itim poljima biologije, uklju€ujuéi biljnu genetiku, fiziologiju, razvitak, patologiju,

geneticki inZenjering 1 ostala srodna podrucja.



1.2. Tribus Alysseae

Tribus Alysseae, unutar porodice Brassicaceae, jedan je od, molekularno-sistematski
gledano, najslabije istraZenih tribusa. Tribus je euroazijski i sjevernoafricki, te se samo
jedna vrsta Alyssum obuvatum (C.A. Mey.) Turcz. prirodno proteZe iz sjeverne i centralne
Azije i u sjevernu Ameriku. Tribus se sastoji od oko 280 vrsta od kojih vecina pripada
(oko 197) rodu Alyssum L. (Schulz 1936, Dudley i Cullen 1965).

Vrste koje se nalaze unutar tribusa Alysseae isklju¢ivo su zeljaste biljke, medutim
postoji i nekoliko iznimaka koje mozZemo naci kod rodova Alyssum L., Aurinia Desv.,
Berteroa DC., Farsetia Turra i Hormathophylla Cullen & T.R. Dudley gdje nailazimo na
polugrmove, grmove i na manja stabla kao $to je na primjer isto¢noafricka vrsta Farsetia
somalensis (Pax) Gilg & C. Benedict (Jonsell 1986; Gémez i Zamora 2002). Veéina vrsta
ima malene sjemenke koje se rasprostranjuju pomocu vode ili vjetra, a postoje i slucajevi
gdje se rasprostranjivanje vr§i pomocu Zivotinja. Veca ili manja okriljenost sjemenke
pogoduje rasprostranjivanju pomocu vjetra.

Prema sadas$njim shvaéanjima tribus Alysseae ima 17 rodova, od kojih se 10 javlja u
Europi, a 7 u Hrvatskoj. Unutar tribusa su ukljuceni neki od najinteresantnijih rodova i
vrsta u sveukupnoj hrvatskoj flori, a posebno su znacajni nasi endemi Degenia velebitica
(Deg.) Hay. i Fibigia triquetra (DC.) Boiss.

Trbusu Alysseae tradicionalno pripadaju rodovi Alyssoides Mill., Alyssum L., Aurinia
Desv., Berteroa DC., Bornmuellera Hausskn., Clastopus Bunge ex Boiss., Clypeola L.,
Degenia Hay., Fibigia Med., Galitzkya V.V. Botschantz., Hormathophylla Cullen & T.R.
Dudley, Physoptychis Boiss. i  Sraussiella Hausskn., te rodovi Asperuginoides
Rauschert, Didymophysa Boiss., Farsetia Turra i Lobularia Desv. koji bi prema
najnovijim spoznajama najvjerojatnije ipak pripadali drugim tribusima (Warwick i sur.
2007).

Rod Alyssum, kao broj¢ano najveéi rod ovog tribusa, je dobro definiran ali i izrazito
taksonomski sloZzen. U sklopu tog roda postoji oko 200 vrsta od kojih su neke vrste sa
srediStem rasprostranjenja u Turskoj (oko 90 vrsta, 50 endema), na Balkanu (oko 50 vrsta
od kojih su oko polovice endemicne), i na Kavkazu sa susjednim srednjoisto¢nim

teritorijima (oko 60 vrsta od kojih je viSe od jedne tre¢ine endemi¢nih). Rod ima mali



broj predstavnika u sredi$njoj i isto¢noj Aziji (7 endema), sjevernoj Africi i pirinejskom
poluotoku (8 endema). Velika vecina svojti su strogi endemi, a samo ih je desetak Sirokog
rasprostranjenja, kao ruderalne biljke ili korovi. Naziv roda je grékog podrijetla pri cemu
je "a" predmetak koji u sloZenicama nijece svojstvo natuknice uz koju stoji te ju odbacuje
ili poniStava, a rije¢ "lyssa" znaci bjesnoca. Pretpostavlja se da su se neke od biljaka iz
tribusa Alysseae u anti¢ko doba koristile kao lijek protiv bjesnoée (Higgins 1980). Prema
najnovijoj reviziji na podru¢ju Hrvatske dolazi 10 svojti roda Alyssum (Plazibat 2009).

Rod Alyssoides sastoji se od dvije vrste koje su uglavnom rasprostranjene na podrucju
jugoisto¢ne Europe i Turske, a samo jedna dolazi 1 u hrvatskoj flori.

Rod Aurinia se sastoji od 9 vrsta, rasprostranjene su uglavnom na Balkanskom
poluotoku i okojadranskoj regiji, a u Hrvatskoj dolaze tri vrste s nekoliko podvrsta.

Rod Berteroa ima 5 vrsta i primarno je rasprostranjen Europom i Bliskim Istokom,
osim jedne vrste koja se nastanila u srediSnjoj Aziji i sjevernoj Americi. U hrvatskoj flori
nalazimo dvije vrste.

Rod Bornmuellera se sastoji od 7 vrsta. Pojavljuje se u juznoj i isto¢noj Europi i
susjednim regijama Bliskog Istoka, a u hrvatskoj flori ih nema.

Rodu Clastopus pripadaju samo dvije vrste koje dolaze na podru¢ju Bliskog Istoka, te
nisu prisutne u europskoj niti hrvatskoj flori.

Rod Clypeola se sastoji od 9 vrsta koje nastanjuju samo Mediteransku regiju.
Morfoloski je veoma slican rodu Alyssum, ali ipak postoje karakteri koji ga odvajaju iz
tog roda. Za razliku od roda Alyssumto su jednogodisnje biljke s krilatim, jednosjemenim
i suhim plodom koji se ne otvara te je prekriven dlac¢icama. U Hrvatskoj dolazi jedna
vrsta.

Rod Degenia ima samo jednu vrstu. Ona je Degenia velebitica (sl. 1.) koja je dobila
ime po madarskom prirodoslovcu Arpadu von Degenu, koji ju je otkrio 17. srpnja 1907.
On je tada svrstao degeniju u rod Lesquerella, u kojem su americ¢ke rijetke biljne vrste, a
kona¢no ju je August Edler von Hayek svrstao u monotipski rod Degenia. Degenija je
izuzetno rijetka, endemska biljka, koja se pojavljuje na velebitskim planinskim tocilima,
ali 1 u pukotinama stijena. Dosad je pronadena samo na tri lokaliteta. Jedan lokalitet je na

juznom Velebitu kod Sugarske dulibe (Krug, Miljkovi¢a Kuk, Plana), drugi na srednjem



Velebitu kod Baci¢ Kose (Soline), a tre¢i na Kapeli (Veliki Vrh iznad Sibinja) (Matijevic¢
1sur. 1999).

Slika 1. Degenia velebitica (Deg.) Hay.

Rod Fibigia sastoji se od 13 vrsta koje su rasprostranjenje u juznoj Europi, Kavkazu,
Bliskom Istoku i Egiptu. Jedina nasa vrsta ovog roda je Fibigia triquetra ili trobridi
sijedac (sl. 2.). Ova vrsta je znac¢ajan endem srednje Dalmacije, pronaden u prvoj polovici

19. stoljeca kod Klisa, a rasprostranjen na podru¢ju Mosora, Kozjaka, Biokova, Braca 1
Hvara (Kostovi¢-Vranjes i sur. 1994).



Slika 2. Fibigia triquetra (Deg.) Hay.

Rod Galitzkya se sastoji od tri vrste Cije je rasprostranjenje ograni¢eno na podrucje
isto¢nog Kazakhstana, sjeveroisto¢ne Kine i Mongolije. Na podruc¢ju Europe i Hrvatske
rod nije prisutan.

Rod Hormathophylla ima 10 vrsta koje su rasprostranjene u zapadnom Mediteranu, te
ih na podru¢ju Hrvatske nema.

Rodu Physoptychis pripadaju samo dvije vrste koje dolaze na podruéju Bliskog
Istoka, te nisu prisutne u europskoj niti hrvatskoj flori, kao niti monotipski rod
Sraussiella ¢ija vrsta dolazi samo na podrucju Irana.

Rod Farsetia se sastoji od 27 vrsta koje su rasprostranjene na podru¢ju Afrike i
zapadne Azije, dok rod Lobularia ima 4 vrste koje su rasprostranjene na obalama
zapadne i juzne Europe, sjeverne Afrike, Bliskog Istoka i Makronezijskog arhipelaga.
Monotipski rod Asperuginoides kao i rod Didymophysa (2 vrste) dolazi na podruéju
centralne Azije 1 Bliskog Istoka. Ova zadnja Cetiri roda su se prema najnovijim
molekularnim istraZivanjima odvojila od pripadnika tribusa Alysseae (Warwick i sur.

2007).



1.3. Molekularna filogenija i sistematika

Molekularna filogenija je grana moderne biologije koja se koristi primarnim
strukturama molekula DNA, RNA i proteina kako bi dobili saznanje o evolucijskim i
srodstvenim odnosima medu organizmima. NajceSc¢e se rezultati molekularne filogenije
izraZzavaju filogenetskim stablima. Kada se rezultati molekularne filogenije
upotrebljavaju za utvrdivanje taksonomskih statusa i za izradu klasifikacijskih sustava,
govorimo o molekularnoj sistematici. Koncept molekularne filogenije 1 sistematike se
temelji na pretpostavci da je razlika izmedu sekvenci makromolekula proporcionalna
vremenu koje su te dvije svojte provele kao zasebne vrste (Stryer 2000). Dosadasnje
klasifikacije temeljile su se na tradicionalnoj morfometrijskoj metodi, stoga ju je poZeljno

uzeti u obzir tijekom utvrdivanja filogenetskih odnosa.

1.3.1. Najvaznije molekularne metode i tehnike

Izumom i usavrSavanjem tehnike lancane reakcije polimerazom (PCR — Polymerase
Chain Reaction) rijeSen je problem rada s nedovoljnim koli¢inama genetskog materijala.
PCR je zasluZan za razvoj molekularne sistematike jer omogucuje da se u kratkom
vremenu viSe puta umnoze (in vitro) male koli¢ine DNA molekula pomoéu DNA
polimeraze. Takva tehnika je otvorila put ka manipuliranju molekulama te omogucila
njihovo brze i lakSe istraZivanje. Prije PCR-a se koristila tehnika kloniranja fragmenta
DNA u bakterije (in vivo) koje bi ih dalje replicirale zajedno sa svojim nukleotidom ili
plazmidom, no PCR je daleko ucinkovitija i brza metoda. Danas je PCR opc¢e prihvacen i
koristi se u raznim istraZivanjima. Mnogobrojne su metode koje se danas koriste u
molekularnoj sistematici biljaka. Neke od njih barem djelomi¢no (npr. AFLP — eng.
Amplified Fragment Lenght Polymorphisms, automatsko sekvenciranje) ili u potpunosti
(npr. RAPD - eng. Random Amplified Polymorphic DNA) koriste PCR kao tehniku za

dobivanje molekularnih podataka.



Razvoj automatskog sekvenciranja omogucilo je brZze, jednostavnije i mnogostruko
jeftinije sekvenciranje molekula DNA. Sekvenciranje DNA je metoda kojom se odreduje
redoslijed nukleotida u molekuli DNA. Do danas je razvijeno viSe metoda odredivanja
sekvenci DNA, od kojih se kod automatskog sekvenciranja DNA upotrebljava
Sangerova. Na pocetku automatskog sekvenciranja imamo dvolan¢ani fragment DNA
koji je umnoZen PCR-om. Nadalje se takoder koristi PCR za sintezu lanca DNA, ali samo
uz jednu pocetnicu pa se replicira samo jedan lanac (Sngle — pass sekvenciranje). Uz
standardne kemikalije u reakcijskoj smjesi se koriste 1 fluorescentno obiljezeni 2',3' —
dideoksiribonukleotidi u manjoj koli¢ini, ¢ija je uloga terminacija sinteze DNA.
Dideoksiribonukleotide polimeraza prepoznaje kao supstrat i oni se ugraduju nasumicno
u lanac 1 tako omogucuju razli¢ite duljine fragmenata. Koristenje fluorescentnih biljega
omogucuje nam bolju vizualizaciju kada te fragmente podvrgnemo elektroforezi. Za
pojedini dideoksiribonukleotid se koristi razli¢ita fluorescentna boja i tako se lakSe
detektira nukleotid koji je wuzrokovao terminaciju PCR reakcije. Automatsko
sekvenciranje koristi dva uredaja: PCR uredaj i sekvencer. PCR uredaj umnoZava DNA iz
samo jednog smjera uz terminacije s dideoksinukleotidima, a sekvencer sluzi za
elektroforezu fragmenata, odredivanje fluorescencije pojedinog fragmenta i daje ispis
sekvence na temelju fluorescencijskog signala.

Za odvajanje pojedinih fragmenata koristi se kapilarna elektroforeza visoke
razlucivosti (eng. HPCE - high performance capillary electrophoresis, Jorgenson i sur.
1983) koja koristi akrilamidne gelove visoke razlucivosti. Fragmenti se kre¢u u gelu koji
se nalazi u kapilari debljine oko 0.3 mm, u vrlo jakom elektricnom polju §to pospjeSuje
odvajanje oligonukleotida ¢iju razliku u veli€ini ¢ini samo jedan nukleotid i stoga je vrlo

prikladna za sekvenciranje Sangerovom metodom.

1.3.2. DNA sekvence u molekularnoj filogeniji i sistematici biljaka

Zbog veliCine genoma joS§ uvijek je nemoguce sekvenciranje cijelih genoma u svrsi

utvrdivanja srodstvenih odnosa medu biljnim vrstama. Za molekularna filogenetska

istraZivanja biljaka danas se najceS¢e koristi desetak regija u genomima jezgre i



kloroplasta. Pri odabiru odgovarajuce regije treba se uzeti u obzir da ta regija mora
postojati u svim istraZivanim vrstama, te mora mutirati dovoljno brzo da se uoce
promjene, ali ipak ne prebrzo da se ne izgubi sli¢nost.

U odredivanju srodstvenih odnosa dugo je bila koriStena strategija usporedbe
sekvenci kloroplastnog rbcL gena (Clegg 1993). Ovaj gen posjeduju sve biljne vrste
(osim parazitskih) jer kodira veliku podjedinicu ribuloze - 1,5 - bifosfata karboksilaze -
oksigenaze (tzv. RUBISCO) koji je klju¢ni enzim u procesu fotosinteze, te kao takav
omogucava odredivanje filogenije velikog broja biljnih vrsta. Velika vaznost RUBISCA
za biljni organizam, ¢ini rbcL gen poprilino konzerviranim, i time se omoguéavaju
analize srodnosti samo na vi$im klasifikacijskim razinama (Taberlet i sur. 2007).

Filogenetski potencijal za odredivanje nizih sistematskih kategorija, imaju
nekodirajuce sekvence kloroplastnog genoma (Gielly i Taberlet 1994). Danas se najcesce
koriste trnL — trnF i trnT — trnL intergenske razmaknice, intron gena matK i trnL
(Kelchner 2000). Za usporedne filogenetske analize koriste se i sekvence ribosomalnih
gena 18S rDNA, 26S rDNA, 5.8S rDNA i ITS regija (eng. Internal Transcribed Spacer).

Sekvenciranje jezgrene DNA je neSto rjede koriSteno u biljnoj sistematici. Neki
jezgreni geni kao Sto je alkoholna dehidrogenaza (Adh), koja se tradicionalno koristi u
alozimskim studijama, postaju sve CeS¢e upotrebljavani u biljnoj sistematici. Jedna od
najkorisnijih regija jezgrene DNA u odredivanju srodstvenih odnosa je svakako ITS
regija (eng. Internal Transcibed Spacer) koja sadrzi visestruke kopije DNA (za razliku od
jednostrukih kopija nadenih u vecini gena koji kodiraju proteine). ITS regija se nalazi
izmedu 18S i 26S jezgrene ribosomske DNA (nrDNA) (sl. 3.). U ovu regiju su takoder
ukljucene i sljedece tri komponente: 5.8S podjedinica, evolucijski veoma oc¢uvan slijed, i
razmaknice ITS-1 i ITS-2. ITS regija je dio transkripcijske jedince nrDNA, ali
razmaknice kao dio transkripta se izrezuju prilikom transporta u citoplazmu. Analizom in
vivo mutacije u kvasca (Saccharomyces cerevisiae) utvrdeno je da delecija odredene
regije ITS-1 moZe inhibirati proizvodnju male i velike podjedinice rRNA (Musters 1 sur.
1990; van Nues i sur. 1994), dok odredene delecije i tockaste mutacije na ITS-2
sprjecavaju ili reduciraju obradu velikih podjedinica rRNA (van der Sande i sur. 1992).
ITS-1 1 ITS-2 (svaka sadrzi viSe od 300 parova baza), mogu se lako umnoZziti pomocu

PCR-a i sekvencirati koriste¢i poCetnice univerzalne za gotovo sve biljne skupine.
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ITS (ITS1, 5.8 S 1 ITS2) je Cesto koristena regija DNA zbog varijabilnosti na niZim
taksonomskih razinama. Znacajne karakteristike ITS lokusa u filogenetskim analizama
su: biparentalno nasljedivanje, univerzalnost pocetnica (White i sur. 1990), jednostavnost
umnoZzavanja (postojanje stotine ITS regija unutar jezgrenog genoma), intergenetska
uniformnost (posljedica uskladene evolucije) i intergenomska varijabilnost (Baldwin i
sur. 1995). Zbog svog brzog evoluiranja, ITS regije se koriste za filogenetske
rekonstrukcije kod biljaka. U svrhu navedenog danas se koriste i mnogo brze evoluirajuce

regije DNA, poput ETS regije (eng. External Transcribed Spacer/ Linder i sur. 2000).

"TSs"  "ITS3"

> >

ITS |[5.85] ITS
1 [Ny 2

< <

"TS2"  "ITS4"

ITS Region

Slika 3. ITS regija. ,,ITS2, ,,ITS3* ...su PCR pocetnice za umnoZavanje razlicitih
dijelova ITS regije.

1.4. Filogenetska analiza DNA sekvenci

Rezultati molekularne filogenije obi¢no se izraZzavaju filogenetskim stablima koja se
danas temelje na analizi pojedinih gena ili pojedinth DNA regija. Potrebne su brojne
matematicko-statisticke obrade podataka iz sekvenci kako bi se doSlo od slijeda
nukleotida razli¢itih vrsta do filogenetskog stabla koje opisuje njihove medusobne
odnose. Prvo je potrebno sekvence obraditi u racunalnim programima kao §to su npr.
BioEdit ili SeqMan, potom se sekvence sravnjavaju pomocu racunalnog programa

ClustalX i na kraju se racunalnim programima kao $to su npr. PAUP i PHYLIP izraduju
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filogenetska stabla. Usporedivanjem sekvenci dva komplementarna lanca iste
sekvencirane regije dobiva se tocnost slijeda nukleotida. Sravnjivanje sekvenci razlicitih
svojti dovodi do postrojavanja homolognih dijelova jednih ispred drugih kako bi se lakSe
uvidjele razlike u vrsti i broju nukleotida. Podatci o sli¢nosti koje dobijemo
sravnjavanjem sekvenci temelj su za izradu filogenetskih stabla, odabirom Zeljene
metode. Bez upotrebe racunalnih programa ovaj posao bi bio nemogué, zbog
eksponencijalnog rasta kompleksnosti izraCuna ovih stabala s porastom broja njihovih
segmenata. NajceSce koriSteni raunalni program PAUP (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony, Swofford 2002.) koristi metodu maksimalne parsimonije za konstruiranje
teoretski mogucih stabala iz sravnjavanja sekvenci, a omogucuje nam i izraCunavanje

parametara pouzdanosti stabla.

1.4.1. Utvrdivanje tocnog slijeda nukleotida i viSestruko sravnjavanje DNA sekvenci

Zbog pogresaka koje mogu nastati prilikom enzimske reakcije ili detekcije i zbog
mogucih povremenih preklapanja signala i poteskoc¢a pri odredivanju to¢nog broja
nukleotida u nizu, Cest je postupak sekvenciranja komplementarnog lanca (Judd i sur.
2002). Iz pravila komplementarnosti moZe se odrediti slijed nukleotida u istoj regiji i
dobiti dvije sekvence za usporedivanje. BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1991) i
SeqMan su programi za medusobno sravnjavanje sekvenci. Njima se moZe odrediti koji
se nukleotidi u drugoj sekvenci nalaze na mjestima koja su bila dvojbena u prvoj
sekvenci. Program BioEdit sravni ove dvije sekvence prema najvecoj mogucoj sli¢nosti i
tako se mogu uociti mjesta na kojima se sekvence ne poklapaju. Tijekom analiziranja
sravnjenih sekvenci Cesto se otkriju razli€iti problemi: signali na mjestu ponavljajuc¢ih
nukleotida daju umjesto definiranih pikova Siroki plato ili vrlo dugacku padinu,
postojanje nejasnih apsorpcijskih pikova za pojedini nukleotid oba lanca, nemogucnost
tocnog odredivanja nukleotida na odredenom mjestu, kao Sto je Cest slu¢aj na pocetku i
na kraju sekvence. Ovaj potonji problem se najjednostavnije rjeSava tako da se ta regija
ukloni iz daljnje analize.

ClustalX je racunalni program koji se koristi za viSestruko sravnjavanje sekvenci

(eng. multiple alignment) i pri tome se Kkoristi algoritmom koji prvo sravni dvije
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najsli¢nije sekvence a zatim postepeno dodaje sve manje srodne, pri ¢emu se prethodno
sravnjene sekvence drze zajedno. Medu sekvencama mora postojati odredena slicnost, da
bi uopcée moglo doci do sravnjivanja, jer ako je homologija medu sekvencama ispod 30%
sravnjavanje nije pouzdano (Thompson i sur. 1997). ClustalX moZe proizvesti kriva
sravnjivanja, ukoliko je doSlo do ispremjeStanja nukleotidnih sljedova s jednog na drugo
mjesto u sekvenci, jer je algoritam ovog programa predviden za sravnjavanje sekvenci

koje su potpuno kolinearne (Jeanmoguin i Thompson 1998).

1.4.2. Filogenetske metode: Metoda maksimalne parsimonije

Filogenetsko stablo je dijagram koji prikazuje filogenetske odnose medu svojtama.
Razliciti dijelovi filogenetskog stabla imaju imena prema dijelovima organa biljaka, tako
posjeduju korijen, listove, vanjske i unutarnje grane. Korijen filogenetskog stabla
predstavlja zajednickog predka svih svojti u stablu i odreduje smjer u evoluciji. Listovi
stabla predstavljaju sve nazive istraZivanih svojti, a nodiji predstavljaju vrste koje su
zajedniCki pretci vrsta Cije grane iz njega slijede. Unutarnje grane ukazuju na evolucijsku
udaljenost izmedu dvaju predaka, dok su vanjske grane pokazatelji evolucijske
udaljenosti ispitivanih vrsta s pretkom. Sva su grananja binarna 1 time se zakljucuje da
jedan gen moZe dati samo dva potomka odjednom. DuZina grana moZe se odnositi na
vremenske ili geneticke promjene koje prolaze medu njima. Evolucijske udaljenosti se
odreduju prema sli¢nosti istrazivanih osobina, a teoretski su proporcionalne vremenu
divergencije izmedu vrsta. Ukoliko jedna vrsta vrlo brzo evoluira nakon divergencije i
postaje manje slicna srodnoj vrsti, kazemo da je grana koja nju predstavlja dugacka. Za
sve vrste koje imaju jednog zajednickog pretka, govorimo da pripadaju jednom grozdu ili
jednoj skupini (eng. cluster), tj. tvore monofiletsku skupinu. Raspored nodija, grana i
listova u stablu se naziva topologijom stabla.

Filogenetska stabla se naj¢esce dijele na: ukorijenjena i ne ukorijenjena. Ne
ukorijenjena stabla prikazuju srodnost medu svojtama a da se pri tome ne poznaje
sekvenca njihovog pretka i tako se gube naznake o smjeru evolucije. Ukorijenjena stabla

prikazuju stablo koje pocinje jednim nodijem a koji predstavlja posljednjeg zajednickog
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pretka te se zato Cesto i nazivaju ukorijenjenim stablima (eng. rooted). Tijekom
formiranja stabla postoji mogucnost da se jedna svojta izdvoji od ostalih vrsta za
ukorjenjivanje stabla te se za tu svojtu koristi engleski naziv outgroup. Za nju se smatra
da nije bliski srodnik ostalim istraZivanim svojtama. Outgroup svojta mora biti dovoljno
sli¢na svojtama stabla ¢ime se omogucuje usporedba sekvenci i istovremeno mora biti
manje srodna od svojti stabla medusobno.

Postoji niz statistickih metoda kojima se iz sekvenci DNA dobivaju filogenetska
stabla. Kompromisom izmedu duZine racunalnog vremena i mjere toc¢nosti koju
zahtijevamo, odreduje se Zeljena vrsta analize. Glavne filogenetske metode su: metoda
bazirana na matricama udaljenosti, metoda maksimalne parsimonije (eng. Maximum
parsimony), metoda maksimalne vjerodostojnosti (eng. Maximum likelihood) i Bayesova
metoda. Vecina ovih metoda se moZe realizirati koriStenjem raCunalnog programa PAUP
(Swofford 2002).

Metoda maksimalne parsimonije ili skraceno MP (eng. Maximum parsimony),
najceSce je koriStena metoda za izgradnju filogenetskih stabala. Temelji se na Ockham-a
principu (eng. Ockhama razor). Po ovom principu izmedu dvije hipoteze treba odabrati
onu koja je jednostavnija. Prema tome ova metoda djeluje na principu procjene kandidata
medu filogenetskim stablima i to tako da kao najparsimonicnije stablo izabire ono ili ona
koja zahtjevaju najmanji broj evolucijskih promjena. Stabla se procjenjuju jednostavnim
algoritmom koji procjenjuje koliko je promjena potrebno kako bi se konstruiralo stablo.
Stabla dobivena parsimonijskom analizom su ne ukorijenjena, stoga korisnik programa
odabire svojtu za ukorijenjavanje. Takva grana je odvojena od drugih grana filogenetskog
stabla, ali zajedno Cine monofiletsku skupinu. Odabere li korisnik pogresnu vrstu za
ukorjenjivanje dolazi do pogreSnih odnosa medu ostalim svojtama. Metoda maksimalne
parsimonije se vrlo ¢esto koristi zbog svog jednostavnog koncepta, ali ipak i ona moze
biti nedosljedna pri odredenim okolnostima (Felsestein 1978).

Povecanjem broja svojti u analizi uvelike se povecava broj stabala koja nastaju iz
iscrpne pretrage parsimonijom. Ukoliko u istraZivanju koristimo viSe desetaka svojti,
nemoguce je cak i raCunalom pronaéi sva moguca stabla kako bi se mnaslo
najparsimonicnije stablo. Zbog toga su razvijene metode koje omogucavaju takve analize,

a jedna od takvih je metoda povezivanja grana (eng. branch-and-bound method).
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Prilikom konstrukcije stabla dodavanjem novih grana, ovom metodom se odbacuje iz
analize sva stabla koja bi u konacnici bila duza od do tada najkraceg konstruiranog stabla.
Upravo ta ¢injenica ¢ini ovu metodu znatno brzom, ali ako se u analizi koristi vise od 25
vrsta i ova metoda postaje spora i neprakti¢na. U takvim slucajevima se koristi metoda
heuristicke pretrage koja za analizu koristi samo manji set svih teoretski mogucih stabala.
Medutim ona ne garantira da ¢e biti pronadeno maksimalno parsimoni¢no stablo. Kako bi
se ono prona$lo, danas se upotrebljava nekoliko algoritama, kao Sto je npr. algoritam
korak-po-korak dodavanja grana (eng. stepwise addition algoritam). Na kraju on
konstruira privremeno maksimalno parsimoni¢no stablo koje je spremno za sljedeci korak
koji se naziva zamjena grana (eng. branch swapping) kojim se onda pronalazi
najparsimoni¢nije stablo (najceS¢e koristeéi ,,tree bisection-reconnection” algoritam
/TBR/ Nei i Kumar 2000).

Stabla razlicitih topologija u kona¢nici mogu imati istu duljinu, tj. viSe njih moZe biti
maksimalno parsimoni¢no. To predstavlja problem prilikom publiciranja istraZivanja i
zato je potrebno napraviti samo jedno stablo koje u sebi sadrZzi sva maksimalna
parsimoni¢na stabla. U tome nam pomaZze PAUP jer konstruira stabla potpune
suglasnosti, te 50 ili 75% suglasna stabla (eng. strict consensus tree, 50 and 75%
majority-rule consensus tree). Stablo potpune suglasnosti predstavlja pojednostavljenu
topologiju koja nije u suprotnosti niti s jednim od maksimalno parsimoni¢nih stabala.
Stabla koja su 50 ili 75% sukladna prikazuju ona grananja koja se mogu naci u barem 50
ili 75% svih MP stabala.

Nakon sravnjivanja sekvenci, konstruiranja stabla jednim od algoritama,
preuredivanja, te sumiranja svih topologija u jedno stablo, potrebna je i procjena

pouzdanosti filogenetskog stabla.

1.4.3. Parametri pouzdanosti filogenetskog stabla i «bootstrap» analiza

Filogenetska stabla su u biti graficki prikazi hipoteza i kao takva podloZna su

manama koje ima metoda kojom su dobiveni i zbog toga su odredeni parametri

pouzdanosti (Nei i Kumar 2000).
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Jedan od takvih parametara je odredivanje indeksa konzistentnosti (eng. Consistency
index, c;). Indeks konzistencije je mjera homeoplazije ili konvergentne evolucije prisutne
u dobivenom srodstvenom stablu ili drugim rijeCima sukladnost stvarnog stanja nekog
karaktera s onim na dobivenom stablu. Definiran je kao m/s, pri ¢emu je ,,m* minimalan
broj evolucijskih promjena stanja nekog karaktera na stablu, a ,,s* stvaran broj promjena
nekog stanja karaktera na dobivenom najparsimoni¢nijem stablu. Ukoliko nema
homeoplazije c;indeks ¢e biti 1 i obratno $to je veca prisutnost homeoplazije c¢; vrijednost
se sve vise priblizava 0.

Op¢i indeks konzistentnosti (CI) promatra sve karaktere koji su koriSteni za
konstruiranje stabala, a vrijednost mu se izracuna tako da se najmanji broj mogucih
promjena svih karaktera tijekom evolucije podijeli s brojem koji oznacava ukupan broj

promjena karaktera na dobivenom stablu.

Iz CI vrijednosti se izvodi vrijednost indeksa homoplazije, HI, koja se mozZe
izraCunati kao 1 — CI. U svim izra¢unima CI se navodi 1 vrijednost CI s isklju¢enim
parsimoni¢no neinformativnim karakterima, koja je uvijek manja od obi¢nog CI.
Retencijski indeks je takoder jedan od parametara pouzdanosti (eng. retention index, RI).

Retencijski indeks pojedinog karaktera (r;) raCuna se po formuli:

(gi _Si)

i (G -m)

gdje gi oznaCava najveci moguci broj promjena karaktera za bilo koju topologiju, a
predoCava se kao broj promjena karaktera u zvjezdastoj topologiji u kojoj je najcesci
karakter predstavljen kao ancestralni. Retencijski indeks cijelog stabla (RI) se izracuna

analogno kao CI:
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RI sluzi za korekciju CI. Formulom RI x CI dobijemo prevedeni indeks
konzistentnosti (eng. rescaled consistency index, RC), za kojeg vrijedi isto nacelo kao i
za CI, tj. veca vrijednost znac¢i manje homeoplazije tj. pouzdanije stablo.

Bootstrap analiza je statisticka metoda za odredivanje to¢nosti hipoteza, a radi na
principu rearanziranja izvornih podataka. Bootstrap analiza krece od izvornog sravnanja
sekvenci te iz tog sravnanja odabire stupce tj. karaktere. Neki karakteri se odabiru vise
puta, a neki se uopc¢e ne odabiru premda konac¢ni broj karaktera mora biti jednak izvornim
podacima. Odabravsi isti broj karaktera bootstrap analiza kao i u izvornom sravnanju,
poreda ove karaktere nasumicno i potpuno neovisno o redoslijedu u izvornom sravnanju.
Nakon visSestrukog sravnjivanja ovako dobivenih sekvenci slijedi konstrukcija stabla.
Tako dobivena stabla se nazivaju bootstrap replike. Ovaj postupak se ponavlja odredeni
broj puta (preporuca se od 100 do 1000), tako da se na kraju dobije to¢no toliko stabala
replika. Rezultati bootstrap analize su odredeni frekvencijom (%) pojavljivanja odredene
grane u replikama. Sto je veéi broj uz pojedinu granu na stablu to je veéa vjerojatnost
postojanja te grane na srodstvenom stablu. Na kraju se na konsenzus stablo dobiveno iz
izvornog sravnanja ispiSu postoci pojavljivanja pojedine grane u bootstrap replikama
(bootstrap vrijednosti). Bootstrap analiza nam sluzi samo za odredivanje pouzdanosti
pojedinih grana u stablima dobivenim na temelju odabrane metode. Ako je bootstrap
vrijednost grane veca od 70% , hipoteza o postojanju doti¢ne grane, tj. topologije stabla

moze se prihvatiti s velikom sigurnoscu.
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1.5. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi da li je ITS jezgrena DNA regija, pogodna za
utvrdivanje srodstvenih odnosa i rjeSavanje taksonomske problematike svojti unutar
tribusa Alysseae. Kao molekularna metoda upotrijebiti ¢e se sekvenciranje ITS regije
jezgrene DNA, a kao filogenetska metoda Maksimalna parsimonija. Rezultati istraZivanja

biti ¢e prikazani filogenetskim stablom.
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2. MATERIJALI I METODE
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2.1. Biljni materijali

Svi uzorci prikupljeni su na prirodnim staniStima (Tablica 1.). Iz svake istraZivane
biljne svojte pincetom je odstranjeno do 100 mg zdravih listova i pohranjeno u plasti¢nu
vrecicu za skoru izolaciju ili u plasti¢nu vrecicu sa silika-gelom za izolaciju nakon duZeg
vremenskog perioda. Osim tako sakupljenih uzoraka u istraZivanje su ukljuceni i uzorci
uzeti s herbarskog materijala pohranjenog u herbarskim zbirkama ZA 1 W. Sekvenca
koristena za ukorijenjivanje stabla, Aethionema grandiflorum Boiss. & Hohen, preuzeta

je iz GenBank baze. Analizirano je ukupno 30 biljnih svojti porodice Brassicaceae.

Tablica 1. Popis istrazivanih svojti s imenom nalazista i osobe koja je svojtu sabrala.

Br. Uzorak Porijeklo biljnog materijala (sabrao)
L. Aethionema grandiflorum Boiss. & GenBank DQ249867
Hohen
2. Alyssoides utriculata (L.) Medik. Mosor, Hrvatska (M. Plazibat)
3. Alyssum alyssoides (L.) L. Mosor, Hrvatska (A. Alegro & S.
Bogdanovi¢)
4. Alyssum baumgartnerianum Khorasan, Iran (Nazeri & All)
Bornm.
5. Alyssum montanum L. sp. Tijarica, Hrvatska (M. Plazibat)
molliusculum (Rchb.) Jav
6. Alyssum montanum L. sp. Smerovisce, Hrvatska (I. Borsic, T.
pluscanescens (Raim. ex Baumgartner) | Nikoli¢ & S. Bogdanovic¢)
Trpin
7. Alyssum murale Waldst. & Kit. Mosor, Hrvatska (A. Alegro & S.
Bogdanovi¢)
8. Alyssum repens Baumg. sp. Zelenjak, Hrvatska (M. Plazibat)
transsilvanicum (Schur) Nyman
9. Alyssum serpyllifolium Desf. var. otok Pag, Hrvatska (M. Plazibat)
metajnae Plazibat
10. Alyssum simplex Rudolphi Velebit, Hrvatska (M. Plazibat)
11. Alyssum tortuosum Waldst. & Kit. Budimpesta, Madarska (P. Cigi¢ & 1.

ex Willd. Borsic)
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12. Alyssum trichostachyum Rupr. Nova Breznica, Kozjak, Makedonija
(A. Alegro)
13. Aurinia leucadea (Guss.) K.Koch Split, Hrvatska (M. Plazibat)
sp. leucadea
14. Aurinia leucadea (Guss.) K.Koch otok Krk, Hrvatska (I. ReSetnik)
sp. media (Host) Plazibat
15. Aurinia leucadea (Guss.) K.Koch otok Svetac, Hrvatska (S. Bogdanovi¢)
sp. scopulorum (Ginzb.) M.Plazibat
16. Aurinia saxatilis (L.) Desv. Rumunjska (S. Spanel)
17. Aurinia sinuata (L.) Griseb. Velebit, Hrvatska (M. Plazibat)
18. Aurinia sinuata (L.) Griseb. Telas¢ica, Hrvatska (S. Bogdanovic)
19. Berteroa incana (L.) DC. Austrija (G. Schneeweiss)
20. Berteroa mutabilis (Vent.) DC. Crna Gora (A. Alegro & S.
Bogdanovi¢)
21. Bornmuellera tymphaea Greka (W. Gutermann)
( Hausskn.) Hausskn.
22. Clypeola jonthlaspi L. Jordan (G. Schneeweiss)
23. Degenia velebitica (Deg.) Hay. Velebit, Hrvatska (Z. Liber)
24. Farsetia aegyptica Turra Sinai, Egipat (Abdel Khalik)
25. Fibigia clypeata (L.) Medik. Galic¢ica, Makedonija (S. Bogdanovi¢)
26. Fibigia triquetra (DC.) Boiss. Klis, Hrvatska (I. ReSetnik)
27. Galitzkya macrocarpa (Ikonn.- Baruun Saykhan, Mongolija (Wesche)
Gal.) V.V. Botschantz.
28. Hormatophylla spinosum (L.) P. Spanjolska (I. Borgi¢)
Kiipfer
29. Lobularia maritima (L.) Desv. Sicilija, Italija (S. Bogdanovi¢)
30. Morettia philaena DC. Herbarium W (W-1996-07818)

20
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2.2. Izolacija ukupne stani¢ne DNA

Izvagano je po 30 - 50 mg lisnog tkiva osusenog u silika gelu ili tkiva herbarijskog
primjerka, tj. 100 — 150 mg svjezeg lisnog tkiva. Potom je tkivo stavljeno u epruvete od
1.5 ml, preliveno teku¢im dusikom i usitnjeno pomocu uredaja Tissue Lyser (Qiagen®).
Izolacija ukupne stanicne DNA izvodila se koriste¢i DNeasy® Plant Mini DNA

izolacijski komplet (Qiagen®) na sljedeci nacin:

1. Tkivu usitnjenom opisanim postupkom dodano je 400 ul AP1 pufera
(otopina detergenta i proteinaze) i 4 pul Rnaze A, te je homogenat kratko
vorteksiran.

2. Dobiveni homogenat je inkubiran 10 minuta na 65 °C uz povremeno
mijeSanje (liziranje stanica).

3. Dodano je 130 ul AP2 pufera, pomijeSano laganim treskanjem epruvete, te
inkubirano 5 minuta na ledu na - 20 °C (taloZenje denaturiranih proteina).

4. Centrifugiran je sadrzaj epruvete 7.5 minuta na 16100 x g.

5. Supernatant je naslojen na Qiashredder Mini Spin kolonu, te centrifugiran
5 minuta na 16100 x g.

6. 450 pl filtrata prebaceno je u cistu epruvetu od 1.5 ml i dodan je 1.5
volumena pufera AP3 (AP3 omogucava selektivno vezanje isklju¢ivo DNA
molekula na silika membranu unutar Dnesey Mini Spin kolone) direktno u filtrat i
sve je promijeSano pipetiranjem.

7. 650 ul homogenata naneseno je na Dnesey Mini Spin kolonu (koja je
postavljena na novu epruvetu od 2 ml), te centrifugirano 1 minutu na 5900 x g.

8. Kolona (s vezanom DNA) je prebacena na novu epruvetu od 2 ml i dodano
je 500 pl pufera AW (pufer za ispiranje Ciji je glavni sastojak 70% etanol), te
centrifugirano 1 minutu na 5900 x g, te je odbacen filtrat.

9. Dodano je novih 500 ul AW pufera i centrifugirano 4 minute na 16100 x



22

10. Dnesey Mini Spin kolona je ostavljena na sobnoj temperaturi oko 5 minuta
kako bi ispario sav etanol.

11. Kolona je prebacena na novu epruvetu od 1.5 ml, te je na membranu
kolone dodano 100 ul AE otopine (vodena otopina TRIS-a koja odrzava pH iznad
8, Sto je bitno za sprjeCavanje degradacije DNA kroz duZi vremenski period).

12. Centrifugiranje 1 minutu na 5900 x g.

13. Otopina DNA skupljena je kao filtrat prosje¢ne koncentracije od 200 ng

DNA/ul, ¢ija je koncentracija 1 kvaliteta provjerena na 1% gelu agaroze.

Koncentracija, kvaliteta 1 Cisto¢a izoliranih ukupnih stani¢nih DNA provjerena je
horizontalnom elektroforezom u 0.8% gelu agaroze. Agarozni gel je uronjen u 0,5 x Tris
boratni pufer (45 mM Tris-borat, | mM EDTA, pH 8), a elektroforeza je trajala 1 sat pri
naponu od 100 V (Sambrook i sur. 1989). Uzorak DNA izolata nanoSen je u jaZice gela
nakon dodataka 6 x koncentriranog pufera za nanoSenje i pracenje tijeka elektroforeze
(30% saharoza, 0.25% brom-fenolno modrilo, 1.25% ksilen-cijanol). Bojanje je
provedeno tako da je gel uronjen u otopinu etidij bromida (5 pg/ml), te nakon pola sata
ispran vodom. Gel je fotografiran digitalnom kamerom pod UV svjetlo$¢u
transiluminatora (Sigma® T-2202). Koncentracija izoliranih DNA odredena je
usporedbom s uzorcima DNA bakteriofaga A poznatih koncentracija (Sambrook i sur.

1989).

2.3. Umnozavanje jezgrene DNA regije lan¢anom reakcijom porlimerazom

UmnoZavanje ITS regija provedeno je u ukupnom volumenu od 50 pl u uredaju
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems®). Svaka reakcijska otopina

sadrzavala je sljedece sastojke:

* 5,00 pl 10 x buffer Takara
* 2,00 ul DNA (c =5 ng/ul)
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* 4,00 ul ANTP Takara

* 2,00 ul svake pocetnice (10 pmol/ul)
* 0,30 pl Taq HS Takara

* 2,50 ul DMSO

* 32,20 pl sterilizirane deionizirane vode

KoriStene pocetnice imale su sljedeci nukleotidni raspored:

* jezgrina ITS regija
ITS5 5°-GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG-3’
ITS4B 5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’

Reakcija umnoZavanja DNA odvijala se prema sljede¢im programima:

* 94°C 4 minute (1 ciklus)
* 95°C 1 minuta, 48°C 1 minuta, 72°C 1 minuta (35 ciklusa)
¢ 72°C 10 minuta (1 ciklus)

2.4. Sekvenciranje umnoZenih DNA regija

Produkti lancane reakcije polimerazom su procis¢eni koriste¢i QIAquick PCR
Purification komplet (Qiagen®) na sljede¢i nacin:

1. Na 1 volumen uzorka umnoZene DNA doda se 5 volumena pufera PBI.

2. NajviSe 750 pl dobro izmijeSane otopine se prenese na QIAquick spin
kolonu s pripadaju¢om 2 ml epruvetom za sakupljanje filtrata.

3. QIAquick spin kolona se centrifugira 60 s na 16100 x g.

4. Filtrat se odbaci, te se na kolonu doda 750ul pufera za ispiranje (PE
pufer).

5. Kolona se centrifugira 60 s na 16100 x g.
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. Filtrat se odbaci 1 kolona se vrati na epruvetu od 2 ml.

6

7. Kolona se centrifugira 1 minutu na 16100 x g.

8. Kolona se prebaci na Cistu epruvetu od 1.5 ml.

9. DNA se ispire s kolone pomocu 50 ul Eppendorf® Ultra Pure vode koja se
pipetira direktno na membranu.

10. Nakon centrifugiranja od 1 minute na 16100 x g pro¢iS§¢eni DNA

fragmenti se nalaze otopljeni u vodi na dnu 1.5 ml epruvete.

Kvaliteta, koncentracija 1 veli¢ina PCR produkata provjerena je horizontalnom
elektroforezom u 1,4 % gelu agaroze uz pomoc¢ veliCinskog i1 koncentracijskog standarda
IX (Roche®). Detaljni tijek elektroforeze opisan je u poglavlju 2.2. Izolacija ukupne
stani¢ne DNA.

Uzorci ITS fragmenata sekvencirani su u DNA servisnom centru Macrogen Inc. u
Juznoj Koreji. Konacna reakcija polimerazom iz jednog smjera provedena je u MJ
Research PTC-225 Peltier Thermal Cycler-u koriste¢i ABI PRISM® BigDyeTM
Terminator Cycle Sequencing komplet s AmpliTag® DNA polimerazom (Applied
Biosystems®). Fluorescentno oznaceni fragmenti su pro¢is¢eni od neugradenih ddNTP, a
ostatak polimeraze i pocetnica precipitacijom etanolom. Uzorci su resuspendirani u
destiliranoj vodi 1 podvrgnuti elektroforezi u ABI 3730XL Genetic analyzer-u (Applied
Biosystems®).

2.5. Filogenetska analiza

Ispisi sekvenci iz ABI 3730XL Genetic analyzer-a dobiveni su u .txt, .pdf i .abi
formatu, no samo se .abi format moZe dalje korigirati u programu BioEdit. Utvrdivanje
tocnog slijeda nukleotida izvrSeno je u programu BioEdit, verzija 7.0.5.3. Moguca
nepoklapanja unutar sekvenci su rijeSena odabirom nukleotida kojeg predlaze sekvenca s
kvalitetnijim apsorpcijskim pikovima. Pocetni 1 konac¢ni dijelovi sekvenci su obrisani, jer
sadrze nepregledne apsorpcijske pikove, a pogadanje slijeda nukleotida moze samo

dovesti do krivih zakljucaka o filogenetskom poloZzaju svojte.
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Nakon utvrdivanja konac¢nog slijeda nukleotida, sekvence su spremljene kao FASTA
dokument, a ovakav format mozZe se otvoriti samo programima za obradu teksta kao
Microsoft Word ili Notepad. Svih 30 sekvenci je spremljeno u jedan dokument u
programu Notepad, s tim da ispred naziva svake sekvence upiSe znak ,,.>“ da bi se
pojedine sekvence mogle ograniciti prilikom viSestrukog sravnjavanja. Postupak
viSestrukog sravnjavanja obavljen je odabirom opcije ,,do complete alignment* u
izborniku ,alignment” programa ClustalX, verzija 1.83. Konafno sravnjivanje je
spremljeno kao .nex dokument, jer filogenetski program PAUP takav format koristi za
daljnju analizu.

Filogenetska stabla su konstruirana pomocu programa PAUP, metodom maksimalne
parsimonije. PoCetna stabla su konstruirana algoritmom korak-po-korak dodavanja grana
(step-wise addition), uz nasumican slijed dodavanja grana. Provedeno je ukupno 1000
replika i saCuvana su optimalna stabla iz svih replika, iako nisu optimalna u cjelokupnoj
pretrazi. Za preuredivanje stabala koriSten je algoritam raspolovljivanja i ponovnog
spajanja stabla (eng. TBR, tree-bissection-reconnection) uz Multrees opciju, koja nam
omogucuje da se u pretrazi zadrZe najparsimonicnija stabla iz svake replike (Swofford i
Sullivan 2003). Vrsta Aethionema grandiflorum koristena je kao ,,outgroup®. Stabla su
vizualizirana u programu Treeview® 5.0 (Page 1996). Radi procjene pouzdanosti

pojedinih monofiletskih skupina provedena je bootstrap analiza s 1000 ponavljanja.
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3. REZULTATI
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3.1. Izolacija i umnoZavanje jezgrene DNA regije

Rezultati izolacije ukupne stanicne DNA svih 30 istrazivanih svojti, pomocu
DNeasy® Plant mini DNA izolacijskog kompleta (Qiagen), pokazali su da je izolirana
visoko polimerna stani¢na DNA, bez vecih vidljivih degradacija i dodatnih necistoca.

Rezultati elektroforetske provjere kvalitete, koncentracije i velicine PCR produkata

jezgrene ITS regije pokazali su se pogodnim za daljni tijek analize.
3.2. Sekvenciranje umnozZenih DNA regija

Ispis rezultata DNA sekvenciranja su dobiveni u formatima .abi; .txt i .pdf. No, samo
se .abi format koristi za ucitavanje u BioEdit i korigiranje. Format .txt je obican tekst
dokument sa slijedom nukleotida, a .pdf file prikazuje apsorpcijske pikove fluorescentno
obiljeZenih fragmenata i nukleotidni slijed sa poloZajem pojedinog nukleotida od prvog
nukleotida polimerizacijske reakcije (prvi nakon pocetnice). Na slici 4. prikazan je

rezultat sekvenciranja u .pdf formatu vrste Aurina leucadea sp. scopulorum.

10 20 30 40 110 120
T NINNIN G GG AC TGCGG AGG TCAT T GT CGATACCT GTCC CAG /‘G u"CG G \_G CGATC; TC CCT CTGGK_GGG\_K_GG f‘T"T GCCG: TT"/‘GVCCC GCTGGATCCGTGGTT
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TCGCGAGCAGCCTGTCTCCGGACTTGTCTGCGCGCGTTGCTTCCGG T CAC. CCCCGGCACG. GTGTCAAGGAACATGCAACC, CGGCCCTGCATCCGCTGCCCCGGAG ACGGTGT
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GCATCGGATGCTCGGCCGGAATATCT. GTCT. CGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGT AGCG. TGCG: CTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAAC
At b e
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CATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTCTGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCAC, TCGTCGTCCCCCCCTCCATCCTTAGTCGGATGCGAACGGGACGGAAGCTGGTCT

ot oo Ot e s

Slika 4. Djelomic¢an prikaz DNA sekvence ITS regije vrste Aurina leucadea sp.
scopulorum.
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Programom BioEdit je dobivena jedinstvena sekvenca i to uz pomo¢ dvije sekvence

iz suprotnih smjerova. Takva sekvenca je saCuvana kao FASTA dokument. U jednom .txt

dokumentu su otvoreni svi FASTA dokumenti, i u njemu se nalazi ispis svih 30 sekvenci.

Nakon sravnjivanja sekvenci u programu ClustalX supstitucije se lako uoce kao jedan

nukleotid koji se razlikuje od ostalih, a delecije i/ili insercije se predstavljaju crticama (sl.

5.). Viskovi nukleotida na pocetku i na kraju nekih sekvenci su uo€eni nakon visestrukog

sravnjivanja i potom uklonjeni te se sravnjivanje provelo jo§ jednom. Nukleotidni sastav

svih sekvenci nalazi se u Prilogu 1. Nakon viSestrukog sravnjivanja pomoc¢u programa

ClustalX (prikazano u Prilogu 2), to¢nost sravnjivanja jos je jednom vizalno provjerena

pomocu BioEdit programa.

[m] Courier New - - B

herteros incana

alypeola jonthlaspl
farsetia aegyptica

aurinia leucadea scopulorum
lobularia maritima

alysaum trichostachyum
alyssum alyssoldes

aurinia sinuata

herteros mutahilis

alyssum montanum pulscanescens
alyssum tortuosum

aurinia leucadea media
galitzhya macrocarpa
aurinia saxatilis

alyssum baumgartnerianum
morettia philaena

30 tatal sequences

TECEEAAGGATCATTETCATATCCTETCCCAALACAGAATGACCCEAGALL

TECEEAAGGATCATTGTCGATACCTETCC
THOGEAAGEATCATTGTOGAATCCTGTCC
TECEEAAGGATCATTGTCGATACCTGTCC
TECEEAAGGATCATTGTCGTATCCTETCC
TECEEAAGGATCATTGTCGATACCTETCC
THOGEAAGEATCATTGTOGATACCTGTCC
TECEEAAGEATCATTETCGATACCTETCC

ARM-CAGAACGACCCGCGAAC
AAAACAGAACCACCTGAGAACD
ARMACAGHACGACCCGAGAAC
ARMACAGAACGACCCGAGAAC
ARAACAGAACGACCCGCGAAD
GAAACAGAACGACCCOGTGALD
ARMACAGHACGACCCGAGAAC

TECEEAAGGATCATTGTCATATCCTETCCCAAAACAGAATGACCCGAGALL

TEOGEAAGGATCATTGTCGATACCTETCC
THOGEAAGEATCATTGTOGATACCTGTCC
TECEEAAGEATCATTETCGATACCTETCC
TECEEAAGGATCATTGTCGATACCTETCC
TEOGEAAGGATCATTGTCGATACCTETCC
TECEEAAGGATCATTGTCGATACCTGTCC
TECEEAAGEATCATTETCGAAACCTETCC

ALAACAGAACGACCCGCGAAC
ALAACAGAACGACCCGAGAAC

: < Selection 0 Sequence Mask: None Ctart
o R Posttior: 2: alyssum_mantanur_mel 37 Numbering Mask: None ler a1
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g1 DLD g] & | E@%ﬁ IICIL‘ T ICLTCAT @MIE 7 speed dlow o fast
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=l 10 zZ0 30 40 50 [=11] 70 a0
asthlonema grandiflgrum TOGALACCTETCC - AAAACAGAATCACCCGTEAAC GATTGAT CATCACTCTCGGTGAACCAGGCT
alyssum montanum molliusculum TEOEEAAGEATCATTGTCGATACCTETCC  AALACAGEACGACCCGOGAAC GAACGATCATCACTCOCCGGOGEECCGETATE
alyasum simplex TECGEAAGEATCATTETCEATACCTETTC  GALACAGAACGACCCGTEAAC GAACGAT CATCACTCCCEECGEECCEGETCTE
alyssum repens transsilvanicum TECGEALGEATCATTGTCGATACCTETCC - AAAACAGAACGACCCGCGAAC GALCGAT CATCACTCCCGECGEECCGETCTE
alyssum serpyllifolium metajnae TECGGAAGGATCATTETCGATACCTETCC AAAACAGAACGACCCETGAAD GAACGATCATCACCTCCAGCCGECCGETCTE
alyssoides utriculata TEoEEAAGEATCATTGTCATACCTETCC  GALACAGAACCACCCGOGAAC GAACGATCATCACTTCCGGCAGGCCGETCTE
aurinia leucadea leucadea TECGEAAGEATCATTETCEATACCTETCC  AAAACAGAACGACCCGAGAAC GAACGAT CATCACCTCTGECGEECCEGETCTE
aurinla sinuata TECGEALGEATCATTGTCGATACCTETCC - AAAACAGAACGACCOGAGAAC GALCGAT CATCACCTCTGECGEECCGETCTE
alyssum murale TEOEEAAGEATCATTGTCCATACCTETOC  AALACAGAACGACCCRAGAAC GAACDGATCATCACCTCT GGGGEECCGETCTY
fibigia clypeata TECGEAAGEATCATTGTCGATACCTETCC  GALACAGAACCACCCGCGAAC GAACGAT CATCACTTCCGGCGEECCGETCTE
fibigia triquetra TECGEALGEAT ATTETCEATACCTETCC  GAAACAGAACCACCCOGCEAAC GAAAGAT CATCACTTCCGECAGGCCGETCTE
degenia velehitica TECGEALGEATCATTGTCGATACCTETCC  CALACAGAACCACCOGOGAAC GALCGAT CATCACCTCCGGCAGGCCGETCTE
hormatophylla spinosa TEOEEAAGEATCATTGCCATACCTETOC  GALACAGAACCACCOGOZAAC AAACGATCACCACTTCCGGITGLCOCGETCTY
bormmuellers tymphaea TECGEAAGEATCATTGTCGATACCTETCC  ALLACAGAACGACCCGCGAAC AAACGAT CATCACTTCTGGCGAGCCGETTTE

GAACGATCATCACCTCTGECGEECCGETCTC
GAACGAACATCACCTCTGECTGGCCGETCTC
AAAG ATCATCACTOTAGGCGGECCGETTTC
GAACGATCATCACCTCTGECGEGCCGETCTC
AACTTATCATCACTCCCAGLGGECCGETCTC
GAACGATCATCACTCCCGECGEGCGETCTC
GAACGATCATCACTCCCGGOGEGCCGETCTE
GAACGATCATCACCTCTGECGEECCGETCTC
GAACGATCATCACCTCTGECGEGCIGETCALT
GAACGATCATCACTCCCGERGEECCGETATC
GAACTATCATCACCTCTGGOGEGCCGETCTE

ARAACAGEACGACCCGAGAACAGAACGATCATCACCTCTGECGEECCGETCTC

ARMACAGAACGACCCGAGAAC
AAAACAGAACGACCOGAGAAC
ARMACAGHACGACCCGAGAAC
CEAACAGAACGACCCGCGALD

AAACGATCATCACTTCTGELGEECCEETCTC
GAACGATCATCACCTCTGEOGEECCEETCTC
GAACGATCATCACTCCCGECGEGCCGETCTC
AACTTATCATCACTCTCGGELAGGCCEETTTC

Slika 5. Prikaz dijela viSestrukog sravnanja sekvenci ITS regije 30 istraZivanih

svojti.
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3.3. Filogenetska analiza

Analizom sravnjenih sekvenci ITS regije uz parsimoniju kao kriterij optimalnosti
utvrdeno je 694 karaktera, od kojih su 408 konstantni, 84 je parsimoni¢no
neinformativno, a 202 karaktera su parsimoni¢no-informativni. Nakon provedene metode
Vrijednost indeksa dosljednosti (CI) iznosila je 0.5712, indeks homoplazije (HI) 0.4288,
a vrijednost retencijskog indeksa (RI) 0.7262. Prevedeni indeks konzistentnosti (RC) je
iznosio 0.4148, CI bez parsimoni¢no neinformativnih karaktera 0.5147, HI bez
parsimoni¢no neinformativnih karaktera 0.4853. Bootstrap vrijednosti upisane su u nodije
stabla potpune suglasnosti (eng. strict consensustree) (sl. 6.).

Kao ,,outgroup” u filogenetskom stablu upotrebljena je vrsta Aethionema
grandiflorum, dok su se rodovi Labularia i Farsetia iskljucili iz tribusa Alysseae s
bootstrap vrijednosti od 92%. Nadalje se iz dobivenog stabla potpune suglasnosti vidi da
se cijeli tribus podijelio na dvije glavne grane. Prva grana podrZana je s velikom
bootstrap vrijednosti od 97%, a ¢ine je rodovi Aurinia, Galitzkya i Berteroa, iz koje se
Aurinia odvojila s ve¢om vrijednos$¢u 98%, a druga dva roda s vrijedno$éu 83%. Druga
grana stabla podrzana je s vrlo malom bootstrap vrijednosti od 11%. Unutar te grane
odvojile su se tri linije i to: Bornmuellera, Clypeola i Alyssum sect. Odontarrhena s
bootstrap vrijednos¢u (BS) od 44%, Alyssoides, Fibigia i Degenia s BS vrijedno$¢u od
84% te Hormatophylla, Alyssum sect. Alyssum, Alyssum sect. Gamosepalum i Alyssum

sect. Psilonema s BS vrijedno$éu od 36%.
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Aethionema grandiflorum

64 Aurinia saxatilis

Aurinia leucadea media

98 Aurinia leucadea scopulorum
Aurinia leucadea leucadea

97 LBE Aurinia sinuata

Aurinia sinuata

83 Galitzkya macrocarpa

l EBerteroa incana
88 100 Berteroa mutabilis
44 Bornmuellera tymphaea
Clypeola jonthlaspi
Alyssum tortuosum
97 Alyssum murale
11 6750 Alyssum serpyllifolium metajnae

84 [ Alyssoides utriculata

Fibigia clypeata
o5 39/'|; Fibigia.triquetrf':\.
39 Degenia velebitica
36 [ ____ Hormatophylla spinosa
Alyssum baumgartnerianum
Alyssum simplex
98 Alyssum alyssoides
99 Alyssum repens transsilvanicum
50 [ Alyssum montanum pulscanescens
79 Alyssum montanum molliusculum
6 57 Alyssum trichostachyum
92 [ Lobularia maritima

Farsetia aegyptica
/.'_[ ayp

o Morettia philaena

Slika 6. Stablo potpune suglasnosti (eng. strict consensus tree) dobiveno MP

analizom sekvenci jezgerne ITS regije.
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Prikazom filogenetskog stabla dobivenog temeljem analize ITS regije odabranih
svojti tribusa Alysseae utvrdeno je da se cijeli tribus podijelio na dvije glavne grane s
bootstrap vrijednosti od 88%.

Prva glavna grana podrZana je s vrlo velikom bootstrap vrijednosti od 97%, a sadrzi
rodove Aurinia, Berteroa i Galitzkya. Iako je nekolicina autora svrstavalo rod Aurinia
kao zasebnu sekciju unutar roda Alyssum (npr. Schulz 1936; Busch 1939; Ball i Dudley
1964; Maire 1967), Dudley (1964) ga je prepoznao kao zaseban rod slican rodu Alyssum,
ali najvjerojatnije srodniji rodu Berteroa ili mozda rodu Alyssoides. Shvacéanje roda
Aurinia kao zasebnog roda podrzavaju i rezultati ovog istraZivanja.

Rod Aurinia opisao je Desvaux (1815). Ove vrste su bile svrstavane u sekciju unutar
roda Alyssum (Koch 1836; Schulz 1936), da bi na kraju ipak bile odijeljena od roda
Alyssum (Dudleyu 1964; Dudleyu i Cullenu 1965) na temelju toga $to imaju raSirene
(umjesto uspravne) lapove, dvoresaste stigme (umjesto cjelovitih ili samo blago
dvoresaste stigme) i leZece (naprema polegnute) kotiledone. U ovom istraZivanju bile su
prisutne tri vrste ovog roda, te se na bazalnom mjestu odvojila vrsta A. sinuata, koju
zatim slijede vrste A. saxatilisi A. leucadea s tri podvrste.

Rezultati su pokazali da je rod Galitzkya odvojen od roda Berteroa, ¢ime je potvrden
rad Botschantzeve (1979) koja ga je odijelila od roda Berteroa na temelju morfoloSkih
razlika: vrste roda GalitZkya su polugrmovi s uspravnim lapovima i neprivjeSenim
boc¢nim praSnicima, dok su svojte roda Berteroa zeljaste biljke s vise¢im lapovima te
bo¢nim prasnicima s privjescima. Osim toga rasprostranjenje Galitzkye je ograni¢eno na
podrucje isto¢nog Kazakhstana, sjeverozapadne Kine i Mongolije, dok je Berteroa
primarno europska i bliskoisto¢na svojta, osim vrste Berteroa incana koja je

naturalizirana u centralnoj Aziji i sjevernoj Americi.

Druga glavna grana podrZana je s veoma malom bootstrap vrijednosti od 11%. 1z nje
su se izdvojile tri grane: Bornmuellera, Clypeola i Alyssum sect. Odontarrhena (prva
grana s 44% bootstrap vrijednosti), zatim grana na kojoj su Alyssoides, Fibigiai Degenia
(bootstrap vrijednost 84%) i zadnja grana koju ¢ine Hormatophylla, Alyssum sect.

Gamosepalum, Alyssum sect. Psilonema i Alyssum sect. Alyssum.
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Ovim istrazivanjem potvrdeno je polifiletsko porijeklo roda Alyssum jer se u
dobivenom stablu odvaja u dvije grupe. Prva grupa se sastoji od vrsta Alyssum sect.
Odontarrhena (C.A. Mey.) Koch [Alyssum tortuosum, Alyssum murale, A. serpyllifolium
metajnae], a druga od vrsta iz sekcija Alyssum [Alyssum simplex, A. repens
transsilvanicum, A. montanum pulscanescens, A. montanum molliusculum, A.
trichostachyum], Psilonema (C.A. Mey.) Hook. f. [Alyssum alyssoides] i sekcije
Gamosepalum (Hausskn.) Dudley [Alyssum baumgartnerianum]. Rezultati analize
ukazuju na mogucénost da sekcije Alyssumi Psilonema nisu monofiletske, $to je utvrdeno

i u radu Warwick i suradnika (2007).

Rod Clypeola je opisao Linnaeus (1753), a kasnije su ga obradili Chaytor i Turrill
(1935). Trenutacno se sastoji od 9 vrsta (Warwick i sur. 2006), od kojih je jedna
uklju¢ena u ovo istrazivanje (Clypeola jonthlaspi). Rod Clypeola se veoma malo
morfoloski razlikuje od roda Alyssum. Prema Dudleyu i Cullenu (1965) i Appelu i Al-
Shehbazu (2003) to su jednogodisnje biljke s krilatim, jednosjemenim i suhim plodom
koji se ne otvara te je prekriven dla¢icama. Za razliku od Clypeole, rod Alyssum se sastoji
od jedno-, dvo- i viSegodiSnjih biljaka ¢iji plodovi su pucavci i nemaju po sebi dlacice.
Na temelju dobivenog ITS stabla rod Clypeola zauzima polozaj sestrinske vrste prema
svojtama Alyssum sect. Odontarrhena. Unutar ove grupe na bazalnom mjestu nalazi se i
predstavnik roda Bornmuellera, B. tymphaea. Vrste unutar tog roda rasprostranjene su u
juznoj i isto¢noj Europi te Bliskom Istoku, a od roda Alyssum razlikuju se s bijelim
cvjetovima (naspram uglavnom Zutim) i cjevic¢astim dlakama (naspram zvjezdastim i

jednostavnim).

Alyssoides, Fibigia i Degenia stvorile su dobro podrzanu granu (84% bootstrap
vrijednost) u filogenetskom stablu. Sva tri roda imaju x = 8 broj kromosoma, $to je i
tipican broj za tribus Alysseae (prema Warwicku i Al-Shehbazu 2006). Ovi rodovi
obuhvacaju veéu raznolikost plodova nego li ostali ¢lanovi tribusa Alysseae. Osim toga,
vecina ovih rodova, a pogotovo vrste roda Fibigia imaju najveée plodove i sjemenke u

cijelom tribusu.



34

Rod Alyssoides se vjerojatnije sastoji od dvije (Warwick i sur. 2006) nego li od Sest
vrsta (Apple i Al-Shehbaz 2003) koje su ograni¢ene na podrucje jugoistocne Europe i
susjedne Turske. Ove dvije svojte se razlikuju od ostalih ¢lanova tribusa Alysseae jer su
to grmovi i polugrmovi sa zadebljanim Savovima plodova i vrecastim bo¢nim lapovima.

Degenia je monotipski rod kojeg je opisao Hayek (1910), a koji je rasprostranjen na
Velebitu. Karakteristi¢an je po tome jer ima snazne, sivkaste listove, cjelovite stigme,
neprihvacene filamente i napuhnute plodove sa papirastim Savovima.

Fibigia, koja se sastoji od 13 vrsta (Appel i Al-Shehbaz 2003; Warwick i sur. 2006)
je rasprostranjena u juznoj Europi, Bliskom Istoku i Egiptu. Upitna je monofilija roda jer
se dvije istrazivane vrste (Fibigia clypeata i Fibigia triquetra) ne nalaze na istoj grani.
Isti rezultati su dobiveni u radu Warwick i suradnika (2007), poSto su im se samo dvije od
tri istrazivane svojte monofiletski odvojile u analizi parsimonije i analizi maksimalne
vjerojatnosti. Potrebno je izvrSiti daljnja istraZivanja kako bi se potvrdio monofiletski

status ovoga roda.

Rod Hormatophylla zajedno s predstavnicima Alyssum sect. Alyssum, Psilonema i
Gamosepalum  ¢ini  jako slabo podrzanu (36% bootstrap vrijednost) granu.
Hormatophylla se nalazi na bazalnom mjestu, dok su se predstavnici roda Alyssum
odvojili s velikom bootstrap vrijednost (98%). S tim poloZajem potvrdena je odvojenost
svojti roda Hormatophylla od roda Alyssum, unutar kojeg se u proslosti svrstavala kao
zasebna sekcija. Hormatophylla je rod s 10 vrsta kojeg su opisali Dudley i Cullen (1965),
a kasnije preradio Kiipfer (1974). Rasprostranjen je po regijama zapadnog Mediterana
(Spanjolska, Francuska, Maroko i AlZir) (Appel i Al-Shehbaz 2003). Broj kromosoma
koji je karakteristiCan za ovaj rod ukljucuje n = 11, 14-16, 28 (Warwick i Al-Shehbaz
2006). Rod se razlikuje od roda Alyssum po tome jer ima bijele (umjesto Zutih) cvjetova,
vrecaste bo¢ne lapove, neprivjeSene (za razliku od privjeSenih) prasnike i ve¢inom vece

plodove s promjerom 5-10 mm (umjesto manjih od 5 mm).

Ovo istrazivanje je pokazalo da su vrste Lobularia maritima i Farsetia aegyptica
formirale monofiletsku grupu s 92% bootstrap vrijednosti potpuno odvojenu od ostalih

svojti tribusa Alysseae, te se time iskljuCuju iz tribusa Alysseae. Prema nekim
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istrazivanjima rodovi Lobularia, Farsetia i Morettia su ukljuceni u tribus Malcolmieae,
koji je nedavno opisan (Al-Shehbaz i Warwick 2007, Warwick i sur. 2007). Takvi
rezultati su potvrdeni i drugim molekularno-sistematskim rezultatima, te na primjer ove
vrste takoder formiraju zasebnu granu od grane Alyssum u ndhF studiji Beilsteina i
suradnika (2006). Farsetia i Lobularia se i morfoloski lako razlikuju od biljaka iz tribusa
Alysseae, jer imaju isklju¢ivo malpigi¢ne trihome (dok su kod Alysseae zvjezdasti) na
svim dijelovima biljke osim na pras$nicima i laticama. Isto tako gotovo sve biljke tribusa
Alysseae imaju filamente s krilima, osim rodova Hormathophylla, Galitzkya i Alyssum
sect. Psilonema (5 spp., Dudley 1965), dok Lobularia i Farsetia imaju filamente bez
krila. Osim ovih karakteristika, ova dva roda se izdvajaju iz tribusa Alysseae i po
temeljnom broju kromosoma, te imaju x = 6 umjesto x = 7 ili 8 kao vecina ostalih
pripadnika tribusa (Warwick i Al-Shehbaz 2006).

Farsetia (27 spp., Jonsell 1986, Warwick i sur. 2006) je rasprostranjena na suhom i
polusuhom podrucju Afrike i zapadne Azije (od Maroka do sjeverozapadne Indije i juzno
do Tanzanije). Farsetia aegyptia i Farsetia stylosa imaju najSire podrucje
rasprostranjenosti (Saharo-Sindijsko-Arabijsko), te se pruzaju zapadno sve do sjeverne
Afrike. Sve vrste roda Farsetia, osim njih 7, su ili endemi¢ne ili imaju centar
rasprostranjenja u Africi. Ovih sedam vrsta koji nisu africke su endemi juZnog dijela
Arabijskog poluotoka (Jonsell 1986; Miller and Cope 1996; Ghazanfar 2003).

Lobularia je autohtona svojta na obalama zapadne i juzne Europe, sjeverne Afrike,
Bliskog Istoka i Makronezijskog arhipelaga (Borgen 1987). Iz ve¢ navedenog se vidi da
Lobularia i Farsetia imaju veci dio centra rasprostranjenosti u Africi dok velika veéina
vrsta tribusa Alysseae spada u endeme Bliskog Istoka i susjednih podrucja. Od 259 vrsta
koliko sadrzi tribus Alysseae (Warwick i sur. 2006), samo je 24 u Africi, od kojih samo
14 vrsta roda Alyssumi jedna vrsta roda Clypeola su endemi Afrike (Greuter i sur. 1986).

Vrsta Morettia philaena takoder se odvojila iz tribusa Alysseae s 92% bootstrap
vrijednosti te se po nekim istraZivanjima svrstava u tribus Malcolmieae (Al-Shehbaz i

Warwick 2007). Ova jednogodisnja biljka ima centar rasprostranjenja u Egiptu.
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Filogenetskom analizom sekvenci jezgrene ITS regije 30 vrsta tribusa Alysseae moze

se zakljuciti sljedece:

o iz tribusa Alysseae izdvojile su se kao zasebna evolucijska linija vrste
Lobularia maritima, Farsetia aegyptica i Morettia philaena,

o analizirani uzorci vrsta roda Alyssum odvojili su se u dvije grane i tome je
potvrdeno polifiletsko podrijetlo roda Alyssum,

o potvrdena je odvojenost roda Aurinia kao zasebnog roda izvan roda
Alyssum,

o potvrdena je odvojenost roda Galitzkya kao zasebnog roda izvan roda
Berteroa,

o upitna je monofilija roda Fibigia posto su se dvije istraZivane vrste (F.
triquetra i F. clypeata) odijelile u zasebne grane stoga je potrebno izvrsiti daljnja
istraZivanja po tom pitanju,

o potvrdena je odvojenost roda Hormatophylla kao zasebnog roda izvan

roda Alyssum.



6. LITERATURA

38



39

Al-Shehbaz, I.A. 1984: The tribes of Cruciferae (Brassicaceae) in the southeastern
United States. Journal of the Arnold Arboretum. Harvard University. 65: 343-373.

Al-Shehbaz, I.A., Beilstein, M.A. i Kellogg, E.A. 2006: Systematics and phylogeny
of the Brassicaceae (Cruciferae): an overview. Plant Systematics and Evolution. 259: 89-
120. doi:10.1007/s00606-006-0415-z.

Al-Shehbaz, I.A. i Warwick S.I. 2007: Two new tribes (Dontostemoneae i
Malcolmieae) in the Brassicaceae (Cruciferae). Harvard Papers in Botany. 12: 429-433.

Appel, O. i Al-Shehbaz, I.A. 2003: Cruciferae. In The families and genera of vascular
plants. Vol. 5. Edited by K. Kubitzki and C. Bayer. Springer-Verlag, Berlin, Germany.
pp- 75-174.

Ball, P.W. i Dudley, T.R. 1964: Alyssum. In Flora Europaea. Vol. 1. 2nd ed. Edited
by T.G. Tutin, N.A. Burgers, A.O. Chater, J.R. Edmondson, V.H. Heywood, D.M.
Moore, D.H. Valentine, S.M. Walters i D.A. Webb. Cambridge University Press,
Cambridge, UK. pp. 297-304.

Baldwin, B.G., Sanderson, M.J., Porter, J.M., Wojciechowski, M.F., Campbell, C.S i
Donoghue, M.J. 1995: The ITS region of nuclear ribosomal DNA: A valuable source of
evidence on angiosperm phylogeny, Annals of the Missouri Botanical Garden 82: 247-
2717.

Beilstein, M.A., Al-Shehbaz, [.A. i Kellog, E.A. 2006: Brassicaceae phylogeny and
trichome evolution. American Journal of Botany. 93: 607-619.

Borgen, L. 1987: Lobularia (Cruciferae). A biosystematic study with reference to the
Macaronesian region. Opera Botanical. 91:1-96.

Botschantzeva, V.V. 1979: Galitzkya. Bot. Zh. (St. Petersburg). 64: 1440-1442.

Busch, N. 1939: Crucifereae. In Flora of the URSS. Vol. 8. Edited by V. L. Komarov
Academy of Sciences Press, Moscow & Leningrad, USSR. pp. 14-629.

Chayton, D.A. i Turrill, W.B. 1935: The genus Clypeola and its intraspecific
variation. Bulletin of miscellaneous information, Kew. 1935: 1-24.

Clegg, M.T. 1993: Chloroplast gene sequences and the study of plant evolution,
Proceedings of National Academy of Sciences of the USA 90: 363-367.

Crisp, P. 1976: Trends in the breeding and cultivation of cruciferous crops. Pp. 69-
118 n J. G. Vaughan, A. J. MacLeod & B. M. G. Jones (editors), The Biology and
Chemistry of the Cruciferae. Academic Press, London.



40

Desvaux, N.A. 1815: Aurinia, Lobularia. Journal of the National Institute of
Agricultural Botany. 3: 162.

Dudley, T.R. 1964: Synopsis of the genus Aurinia in Turkey. Journal of the Arnold
Arboretum Harvard University 45: 390-400.

Dudley, T.R. 1965: Studies in Alyssum: Near Eastern representatives and their allies.
IT Section Meniocus and Section Psilonema. Journal of the Arnold Arboretum Harvard
University 46: 181-217.

Dudley, T.R. i Cullen, J. 1965: Studies in the Old World Alysseae Hayek. Feddes
Repertorium 71: 218-228.

Felsestein, J. 1978: Cases in which parsimony or compatibility methods will be
positively misleading. Systematic Zology 27: 401-410

Ghazanfar, S.A. 2003: Flora of the Sultanate of Oman. Vol. 1. Piperaceae-
Primulaceae. National Botanic Garden of Belgium, Meise, Belgium.

Gielly, L. 1 Taberlet P. 1994: The Use of Chloroplast DNA to Resolve Plant
Phylogenies: Noncording versus rbcL. Sequences, Molecular Biology and Evolution 11:
769-7717.

Gomez, J.M. i Zamora, R. 2002. Thorns as induced mechanical defense in a long-
lived shrub (Hormathophylla spinosa, Cruciferae). Ecology 83:885-890.

Greuter, W., Burdet, H.M. i Long, G. 1986: Med-checklist. Vol. 3. Conservatoire et
Jardin botaniques, Ville de Geneve, Switzerland.

Hall, T.A. 1991: BioEdit a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98, Nucleic Acids Simposium Series 41: 95-98.

Hayek, A. 1910: Degenia. Osterreichische Botanische Zeitschrift. 60: 93. doi:
10.1007/BF01631474.

Higgins R. S. 1980: What's in a name? Alyssum. Garden (New York) 4 (4): 22.

Jeanmougin, F. i Thompson, J.D. 1998: Multiple sequence alignment with Clustal X
Trends in Biochemical Sciences 23:403-405.

Jonsell, B. 1986: A monograph of Farsetia (Cruciferae). Symb. Bot. Ups. 25: 1-107.

Jorgenson, J.W. 1 Lukas, K.D. 1983: Capillary Zone Electrophoresis, Science 222:
266-272.



41

Judd, W.S., Campbell, C.S., Kellogg, E.A., Stevens, F., Donoghue, M.J. 2002: Plant
Systematics: A phylogenetic Approach. Sinauer Associates, Sunderland.

Kelchner, S.A. 2000: The Evolution of Noncoding Chloroplast DNA and its
Application in Plant systematics, Annual Missouri Botanical Garden 87: 482-498.

Kostovi¢-Vranjes V., Vladovi¢ D., Papes D. 1994: Cytogenetics and new localities of
endemic species Fibigia triquetra (DC.) Boiss. Periodicum Biologorum 96 (4): 372-374.

Koch, W.D.J. 1836: Synop. Fl. Germ. Helv.: 58-59. S.F. Wilmans, Frankfurt,
Germany.

Kiipfer, P. 1974: Recherchers sur les liens de parenté entre la flore orophile des Alpes
et celle des Pyrénées. Boissiera, 23: 1-322, plates 1-10.

Linnaeus, C. 1753: Clypeola. Sp. PI. 2. p. 652. Stockholm, Sweden.

Linder, R., Goertzen, C., Vanden Heuvel, B., Francisco-Ortega, J., Jansen, R.K.
2000: The Complete External Transcribed Spacer of 18S-26S rDNA: Amplification and
Phylogenetic Utility at Low Taxonomic Levels in Asteraceae and Closely Allied
Families, Molecular Phylogenetics and Evolution 14(2): 285-303.

Maire, R. 1967: Flore de 1' Afrique du Nord. Volume 13. Paul Lechevalier, Paris,
France.

Matijevi¢ M., Mihelj D., Plazibat M., Matijevi¢ 7., Randi¢ M. 1999: A new locality
of the species Degenia velebitica (Degen) Hayek (Brassicaceae) in Croatia. Natura
Croatica 8: 147-154.

Miller, A.G. i Cope, T.A. 1996: Flora of the Arabian Peninsula and Socotra. Vol. 1.
Edinburgh University press, Edinburgh, UK.

Musters, W., Boon, K., Sande, C.A.F.M. van der, Heerikhuizan, H. van i Planta, R.J.
1990: Functional analysis of transcribed spacers of yeast ribosomal DNA. EMBO 9:
3989-3996.

Nei, M., Kumar S. 2000: Phylogenetic Trees i Phylogenetic inference: Maximum
parsimony methods, In Molecular Evolution and Phylogenetics, Oxford University press,
73-145.

Nues, R. W. van, Rientjes, J.M.J., Sande, C.A.F.M. van der, Zerp, S.F., Sluiter, C.,
Venerna, J., Planta, R.J. i Raué, H.A. 1994: Separate structural elements within internal
transcribed spacer 1 of Saccharomyces cerevisiae precursor ribosomal RNA direct the
formation of 17S and 26S rRNA. Nucleic Acids Research 22: 912-919.



42

Page, R.D.M. 1996: TREEVIEW: An application to display phylogenetic trees on
personal computers, Computer Applications in the Biosciences 12: 357-358.

Plazibat M. 2009: A short synopsis of the tribe Alysseae (Brassicaceae) in Croatia
with some taxonomic novelties. Natura Croatica 18: 401-426.

Sambrook, J., Fritch, E.F. i Maniatis, T. 1989: Molecular cloning: A laboratory
manuel, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, U.S.A.

Sande, C.A.F.M. van der, Kwa, M., Nues, R.-W. van, Heerikhuizen, H. van, Raue,
H.A. i Planta, R.J. 1992: Functional analysis of internal transcribed spacer 2 of
Saccharomyces cerevisiae ribosomal DNA. Journal of Molecular Biology. 223: 899-910.

Schulz, O.E. 1936: Cruciferae. In Die Natiirlichen Pflanzenfamilien. 2nd ed. Vol.
17B. Edited by A. Engler and H. Harms. Verlag von Wilhelm Engelmann, Leipzig,
Germany, pp. 227-658.

Simmonds, N.W. (editor). 1986: Evolution of Crop Plants. Longman, Harlow.

Stryer, L. 2000: Eucariotic Chromosomes and Genetic Expression, In Bioshemistry
4™ ed., Stanford University. 975-1010.

Swofford, D.L. 2002: PAUP*. Phylogenetic Analysis Using Parsimony (*and other
methods). Version 4.0b10 for 32-bit Microsoft Windows. Sinauer Associates,
Sunderland, MA.

Swofford, D.L. i Sullivan, J. 2003: Phylogeny inference based on parsimony and
other methods using PAUP*. U: Salerni, M., Vandamme, A.-M., The Phylogenetic
Handbook, Cambridge University Press, Cambridge, str. 160-206.

Taberlet, P., Coissac, E., Pompanon, F., Gielly, L., Miquel, C., Valentini, A., Vermat,
T., Corthier, G., Brochmann, C. 1 Willerslev, E. 2007: Power and limitations of the
chloroplast trnl. (UAA) intron for plant DNA barcoding, Nucleic Acids Research, Vol.
35, No. 3.

Thompson, J.D., Gibson, T.J., Plewniak, F., Jeanmougin, F., Higgins, D.G. 1997: The
CLUSTAL_X windows interface: flexible strategies for multiple sequence alignment
aided by quality analysis tools, Nucleic Acid Research 25: 4876-4882.

Warwick, S.I i Al-Shehbaz, I.A. 2006: Brassicaceae: Chromosome Number Index and
database on CD-Rom. Plant Systematics and Evolution. 259: 237-248.
doi:10.1007/s00606-006-0421-1.

Warwick, S.I., Francis, A. i Al-Shehbaz, I.A. 2006: Brassicaceae: Species Checklist
and database on CD-Rom. Plant Systematics and Evolution. 259: 249-258.
doi:10.1007/s00606-006-022-0.



43

Warwick, S.I, Sauder, C., Al-Shehbaz, I.A. i Jacquemoud, F. 2007: Phylogenetic
relationship in the Brassicaceae tribes Anchonieae, Chorisporeae, Euclidieae, and
Hesperideae based on nuclear ribosomal ITS DNA sequences. Annals of the Missouri
Botanical Garden. 94: 56-78. doi:10.3417/0026-6493(2007)94[56:PRITTA]2.0.CO;2.

White, T.J., Bruns, T., Lee S. i Taylor J. 1990: Amplification and direct sequencing
of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications, eds. M. Innis, D. Gelfand, J. Snisky i T. White, Academic
press, San Diego; 315-322.



44
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Prilog 1. Sekvence istrazivanih svojti porodice Brassicaceae u FASTA formatu.

>aethionema_grandiflorum
tcgaaacctgtccaaaacagaatgacccgtgaacgattgatcatcactctcggtgaaccaggctttaaccggtcctgtgticactgactce
aagtatccgcgaacgtccttctcagagttctctttgggttggattgtgaccggctttccttggatatcacaaaaccccggcattaaaagtgec
aaggaacattgaacgaaatggtctgcgtitgcgacccggagacggtgtatgcaaacgtggtgccagtatctaaagtctaaacgactctc
ggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgag
tctttgaacgcaagttgcgcctcaagecttcgggeccgagggceacgtetgectgggtgtcacaaaacgtcgtccccccatccatettggata
tgggacggaagttggtctceegtgtggtaccgcacgeggttggcctaaatccgagccaagggcagcaagactgtcccgactageggtg
gtgaacaaaagcctcttgttatagtcgggttgctcttcttgtccgtgagctttaagatgacccaaaatttttgat

>alyssoides_utriculata
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccgaaacagaaccacccgcgaacgaacgatcatcacticcggcaggcecggtctcctageeg
attccgtgcccgcetggatcegtggetcegegeactgctcccgaacgatctticggtcggactatgegegttgettccggaaatcacaaaac
cccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaacatgaacagctccgcatccgecggecccggagacggtgegtccgeggatgetetge
tgcgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetctcgecatcgatgaagaacgtagcgaaatgecgatacttggtgt
gaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgecccaagcecttctggccgagggceacgtctgectgggtgtcac
aaatcgtcgtcccccccaaatccictaaggacggagggacggaagctggtctcecegtgtgttaccgcacgeggttggecgaaatccga
gctaaggacgtccggagcegtctcgacatgcggtggtgaaaacaaagcctctcggtatcgtcggtecgetccagtcccgaagctctagatg
acccaatgtcctcaacgcgacccc

>alyssum_alyssoides
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccgaaacagaacgacccgtgaacgaacgatcatcactcccggegggecggtctcctaaca
gattccgttgcccgctggttccgtggtttcgecgaactgtticcagattcggactcacgtcecggatceggtetttgegegttgettccggacttaac
caaaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactgaacggctcggcattcgcggecccecggagacggtgegtccgeggatge
tctgctggaaaatataaagtictaaaacgactctcggcaacggatatctcggetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacit
ggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgecctaagecttctggccgagggeacgtetgectgggtgt
cacaaatcgtcgtccccccaccagatcecttctcggatggttgggtgagacggaagcetggtctcecegtgtgttaccgcacgeggttggecg
aaatccgagccaaaggacgccaggagcgictcgacgtgeggtggtgaaaatecgtcatategtegtecgcetectcagtccggaagcetctt
tgatgacccgatgtcctcaacgcgacccce

>alyssum_baumgartnerianum
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaacgatcatcactcccggegggecggtcetcttaacc
gattctgtgctcgcetggttcegtggtittcgcgaactggtccecgatatggactaacgtctgtatcgggtcetttgegegttgeticcggatticacca
aaccccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaacataacggctcggcgtacgcggceccecggagacggtgtgectgcggacgcte
tgctggaaaatataaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttg
gtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtcetttgaacgcaagttgcgccccaagcecttctggeccgagggceacgtctgectgggtgt
cacaaatcgtcgtccccccacctaatecttttcggatggatggtggagacggaagcetggtctecegtgtgttaccgcacgeggttggecga
aatccgagccaaggacgcccggagcegtctcgacatgcggtggtgaaaatcctcatactgtegticgcetectgtccgaaagcetectgagat
gacccgaagtcctcaacgcgacccc

>alyssum_montanum_molliusculum
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgcgaacgaacgatcatcactcccggecgggecggtatcctaaca
gattccgttgccegetggttcegtggtticgcgaactgtccSagattcggactcacgtccggateecggectttgegegttgeticcggactta
accaaaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaattaaacggctcggcattcgcgaccccggagacggtgtgtcegtggatg
ctctgctgtgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatact
tggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtcetttgaacgcaagttgcgecctaagcecttctggccgagggceacgtetgectgggtg
tcacaaatcgtcgtcceccccaccagatcctictcggatKgatgggtgagacggaagcetggtctecegtgtgttaccgcacgeggttggee
gaaatccgagcaaaggacgcgaggagcgictcgacgtgcggtggtgaagatcgtcatategtegtacgctecttigiccggaagctcttt
gatgacccgatgtcctcaacgcgaccce

>alyssum_montanum_pulscanescens
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgcgaacgaacgatcatcactcccggegggecggtatcctaaca
gattccgttgccegetggttcegtggtttcgegaactgttccagattcggactcacgtccggatecggectttgegegttgeticcggacttaa
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ccaaaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactgaacggctcggcattcgcgaccccggagacggtgtgtccgeggatg
ctctgctgtgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatact
tggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgecctaagecttictggccgagggceacgtctgectgggtg
tcacaaatcgtcgtcccecccaccagatccttcicggatggatgggigagacggaagcetggtctecegtgtgttaccgcacgeggttggece
gaaatccgagcaaaggacgcgaggagcgtctcgacgtgcggtggtgaagatcgtcatatcgtegtacgetectetgtccggaagctcettt
gatgacccgatgtcctcaacgcgacccc

>alyssum_murale
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaacgatcatcacctctggcgggecggtcticttagtcg
attccgtgctcgetggatcegtggtttcgegaattgetccgatcacgactcgegtcettcgatetgggetetgegegttgettccggacttaaca
aaaccccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaatggctactcatccgtggtccccggagacggtgtgtccgeggatgcetta
gtcgtaaaatataaagtctaaaacgactcicggcaacggatatcicggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttgat
gtgaattgcaRaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagcectictggccgagggceacgtetgectgggtgtca
caaatcgtcgtcccctccatcctctcgaggatttcgggacggaagcetggtctccegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatccgage
caaggacgccgggagcgtctcgacatgeggtggtgaaaacaaagcectcttcatatcgtcggtcegetectgtccggaagetcaagatg
acccagagtcctcaacgcgacccc

>alyssum_repens_transsilvanicum
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgcgaacgaacgatcatcactcccggecgggecggtctcctaaca
gattccgttgccegctggttccgtggtttcgecgaactgtcccagaticggactcacgtccggatecggtcetitgegegttgeticcggactaaa
ccaaaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactgaacggctcggcattcgcgaccccggagacggtgtgtctgcggatge
tctgctggaaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatettggetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatactt
gotgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtcetttgaacgcaagttgegecctaagecttctggccgagggceacgtetgectgggtat
cacaaatcgtcgtccccccaccagatecttttcggatggatgggtgagacggaagcetggteteeegtgtgttaccgcacgeggttggecg
aaatccgagcaaaggacgcgaggagcgtctcgacgtgcggtggtgaagategtcatategtegtacgttectctgtccggaagttctttg
atgacccgatgtcctcaacgcgacccc

>alyssum_serpyllifolium_metajnae
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgtgaacgaacgatcatcacctccageccggeceggtctcttagetg
attccgtgcccgcetggatcecgtggtttcgcgaattgetccgatcacgactegegtcettcgatctgggetctgegegtigeticcggacttaaca
aaaccccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaacggctactcatccgtggtccccggagacggtgtgtccgeggatgcett
aaccgtgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttg
gtgtgaattgcagaatcccgegaaccatcgagtcttigaacgcaagttgcgccccaagcecttctggeccgagggeacgtetgectgggtat
cacaaatcgtcgtcctctccatcctctcgaggattacgggacggaagcetggtctcecgtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatcecga
gccaaggacgccgggagcgtctcgacatgeggtggtgaaaacaaagcectcttcatatcgtcggtcegetectgtccggaagcetctagat
gacccagagtcctcaacgcgacccc

>alyssum_simplex
tgcggaaggatcattgtcgatacctgttcgaaacagaacgacccgtgaacgaacgatcatcactcccggecgggcecggtctcctaacgg
attccgttgcctgetggticegtggtticgcgaactgttccatattcggactcatgtccggatacggtetttgegegttgcetticcggacttaacca
aaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaacatgaacggctcggcatctgtggccccggagacggtgtgtetgecgggtgcetct
gctgtgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggt
gtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctitgaacgcaagttgcgecctaagcecttttggccgagggcacgtetgectgggtgtcac
aaatcgtcgtcccccccaccagatectictcggatggatgggtgagacggaagcetggtetceegtgtgttaccgcacgeggttggecgaa
atccgagccaaggacgccaggagcgtctctacgtgcggtggtgaaaatcgtcatategtegtacgctcctttgtccctaagcetcttigatga
cccgatgtcctcaacgcgacccce

>alyssum_tortuosum
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaactatcatcacctctggcgggecggtctcettagetga
tttcgtgccecgetggatecgtggtttcgecgaattgctccgatcacgactegegteticgatetgggcetctgegegttgeticcggacttaacaa
aaccccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaacagctacccatccgcggtccccggagacggtgtgtccgeggatgett
agccgtaaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttg
gtgtgaattgcagaatcccgcgaaccatcgagtctitgaacgcaagttgcgeccccaagcecttttggccgagggceacgtctgectgggtgt
cacaaatcgtcgtcccctccatectetcgaggattgcgggacggaagcetggtetcecgtgtgttaccgcacgeggtiggeccaaaatecga
gccaaggacgccgggagcgtctcgacatgcggtggtgaaaacaaagcectcttcatatcgtcggtcecgetectgtccggaagcetctagat
gacccagagtcctcaacgcgacccc
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>alyssum_trichostachyum
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgcgaacgaacgatcatcactcccggegggecggtetectaaca
gattccgttgccegcetggttcegtggtttcgecgaactgtcccagattcggactcacgtccggatceggactttgegegttgettccggacttaa
ccaaaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactgaacggctcggcatticgcgaccccggagacggtgigtccgtggatge
tctgctgtgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetctcgecatcgatgaagaacgtagcgaaatgegatactt
ggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccctaagcecttctggccgagggcacgtctgectgggtgt
cacaaatcgtcgtccceccaccatatecttctcggatggatgggtgagacggaagcetggtcteeccgtgtgttaccgcacgeggttggecg
aaatccgagcaaaggacgcgaggagcgtctcgacgtgcggtggtgaagategtcatategtcgtacgctcctctgtccggaagctctttg
atgacccgatgtcctcaacgcgacccc

>aurinia_leucadea_leucadea
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaacgatcatcacctctggcgggcecggtcetcttagecg
attccgcgcectgetggatecgtggtttcgcgagcagcectgtctcecggacttgtetgegegegttgettccggaaatcacaaaacccecggcea
cgaaaagtgtcaaggaacatgcaaccaaacggccctgcatccgctgccccggagacggtgtgcatcggatgetcggecggaatatct
aaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgcag
aatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagccttctggccgagggceacgtctgectgggtgtcacaaategtegt
ccccecctecatecttRgtcggatgcgaacgggacggaagcetggtetcecgtgtgttaccgcacgeggetggccaaaatccgagcaaa
ggacgttcggagcgtcccgacttgcggtggtgaaaacaaagcctctcgttatacggtcggacgctcctgtcccgaagcetccagatgacce
cttagtcctcaacgcgacccc

>aurinia_leucadea_media
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacagaacgatcatcacctctggecgggecggtctcttagec
gattccgegectgetggateegtggtttcgecgagcageccgtctccggacttgtctgegegegttgeticcggaaatcacaaaaccecegg
cacgaaaagtgtcaaggaacatgcaaccaaacggccctgcatccgetgeccccggagacggtgtgcatcggatgectcggecggaata
tctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattge
agaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagcecttctggeccgagggceacgtctgectgggtgtcacaaategte
gtccecccctecatecttagtcggatgcgaacgggacggaagctggtctceegtgtgttaccgcacgeggetggecaaaatccgagea
aaggacgttcggagcgtcccgacttgcggtggtgaaaacaaagcectctegttatacggtcggacgctectgtcccgaagcetccagatga
cccttagtcctcaacgcgacccc

>aurinia_leucadea_scopulorum
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaacgatcatcacctctggcgggecggtcetcttagecg
attccgcegcctgcetggatecgtggtitcgcgagecagcectgtctcecggacttgtetgegegegtigeticcggaaatcacaaaacceccggea
cgaaaagtgtcaaggaacatgcaaccaaacggccctgcatccgctgccccggagacggtgtgecatcggatgetcggecggaatatct
aaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgcag
aatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagcecttctggeccgagggcacgtctgectgggtgtcacaaategtegt
ccccccctecatecttagtcggatgcgaacgggacggaagctggictcececgtgtgttaccgcacgeggcetggccaaaatccgagcaaa
ggacgttcggagcgtcccgacttgcggtggtgaaaacaaagcctcetcgttatacggtcggacgctcctgtcccgaagcetccagatgacce
cttagtcctcaacgcgacccc

>aurinia_saxatilis
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaacgatcatcacctctggcgggecggtcetcttagecg
attccgcgcectgcetggatcegtggtttcgcgagcagceccgtctccggacttgtctgcgegegttgeticcggaaatcacaaaacccegge
acgaaaagtgtcaaggaacatgcaaccaaacggccctgcatccgcggcecccggagacggtgtgcatcggatgetcggecggaatat
ctaaagictaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgca
gaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagecttctggccgagggeacgtetgectgggtgtcacaaategteg
tccccccccctecatecttagtcggatgcgaacgggacggaagcetggtctecegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatccgagcea
aaggacgttcggagcgtcccgacctgeggtggtgaaaacaaagcectctegtigtacggtcggacgctcctgtcccgaagcetccagatg
acccttagtcctcaacgcgacccc

>aurinia_sinuata
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaacgatcatcacctctggcgggcecggtctcttageeg
attccgcgcectgcetggatccgtggtttcgcgageagcectgtctccggacttgtetgecgegcegttgeticcggaaatcacaaaaccccggea
cgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaaacggccttgcatccgecggecccggagacggtgtgcgWeggatgetcggecggaata
tctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattge
agaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagccttctggccgagggcacgtetgectgggtgtcacaaategte
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gtcceccccteccatcecttagtcggatgcgaacgggacggaagcetggtetceegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatccgagcaa
aggacgttcggagcgtcccgacttgcggtggtgaaaacaaagcctcetcgitatacggtcggacgctcctgtcccgaagcetccagatgac
ccttagtcctcaacgcgacccc

>aurinia_sinuata
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacgaacgatcatcacctctggcgggcecggtctcttageeg
attccgcgcectgcetggatccgtggtttcgcgageagcectgtctccggacttgtetgecgegcegttgeticcggaaatcacaaaaccccggea
cgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaaacggccttgcatccgcggcceccggagacggtgtgcgacggatgectcggecggaatat
ctaaagictaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgca
gaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagecttctggccgagggeacgtetgectgggtgtcacaaategteg
tccceccctecatecttagtcggatgcgaacgggacggaagctggtctccegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatccgagcaaa
ggacgttcggagcgtcccgacttgcggtggtgaaaacaaagcctcetcgttatacggtcggacgctcctgtcccgaagcetccagatgacce
cttagtcctcaacgcgaccce

>berteroa_incana
tgcggaaggatcattgtcatatcctgtcccaaaacagaatgacccgagaacgaacgatcatcacctctggegggcecggtctcttaaccg
tttccgtgecccgecggatecgtggtttcgcaagtagictggictccggaccctictgegtgegtigeticcggaaatcacaaaacccecggea
cgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaacggctccgcatccgecggeccecggagacggtgegecgegtatgettggetggtaaaaa
ataaagtctaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgcag
aatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagcectictggeccgagggceacgtctgectgggtgtcacaaatcgtegt
ccccccecctecatecttgettgcgaggatgecggacgggacggaagcetggtctecegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatcecgag
ctaaggacgcgtggagcgtcccgacctgcggtggtgaaaacttgectctttgtacggtcggacgctectgtccggaaactccagatgac
ccgaagtcctcaacgcgacccca

>berteroa_mutabilis
tgcggaaggatcattgtcatatcctgtcccaaaacagaatgacccgagaacgaacgatcatcacctctggecgggecggtcacttaacc
gtttccgtgcccgetggatcegtggtttcgcaagtagtetggtctccggacccttctgegtgegttgettccggaaatcacaaaaccccgge
acgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaacggctccgcatccgcggecccggagacggtgtgeccgegtatgettggetggtaaaac
ataagtctaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgcaga
atcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagectictggccgagggeacgtctgectgggtgtcacaaatcgtegte
cccccctccatecttgettgcgaggatgecgaacgggacggaagctggtctecegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatcegagcet
aaggacgcgtggagcgtcccgacctgeggtggtgaaaacttgcectctttgtacggtcggacgcetcctgtccggaaactccagatgacce
gaagtcctcaacgcgacccc

>bornmuellera_tymphaea
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgcgaacaaacgatcatcacttctggcgageceggtticttagetgat
cccgtgtececgetggatcegtggecctgegctctgetcatgaacgagattcacgtctccgatctagcetctgegcetttgeticcggaattcacag
aacccccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaaccaaaatagctctgcatccgecggeecccggagacggtgtgtttgegaatgctt
agctgcgaaagttaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttg
gtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagtigcgctccaagectictggccgagggtacgictgectgggtgtc
acaaatcgtcgtccccectatectttgaggatgatcggacggaagcetggtctcecgtgtgtaaccgcacgeggttggectaaatctgagee
aaggacgccgggagcgtctcgacatacggtggtgaaaacaagcctectactattgttggtcgctccagtccggaagctctagatgacce
aaagtcctcaatgcgacccc

>clypeola_ionthlaspi
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaacagaacgacccgcgaacgaacgaacatcacctctggetggecggtctettagttgaa
tccgtgccagttggatccgtggtttcgcgaactgctccgattatatgactaacgtctttgatttggactttgecgegtigeticcggacttaacaaa
accacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaactaaacagctactcatccgcggctccccggagacggtgtttccgeggatgcetta
gctgtaaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetectcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggt
gtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctitgaacgcaagttigcgccccaagcectictggccgagggceacgtctgectgggtgica
caaatcgtcgtcccctccatcctctcgaggactgcgggacggaagcetggtctcecegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatccgag
ccaaggacgtcgggagcgtctcgacatgcggtggtgaaaacaagcectcttcatatcgtcgttatgetcttgtccggaagcetctagatgacc
ctgagtcctcaatgcgaccce
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>degenia_velebitica
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtcccaaacagaaccacccgcgaacgaacgatcatcacctccggcaggecggtctctcatceg
attccgtgcccgecggatccgtggcetccgegeactgetccecggacgtcticgatcggactgegegegttgettccggaaatcacaaaacc
ccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaaaacatgaacggctacgcatccgcggecccggagacggtgegtccgeggatgcetcet
gctgcgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgegatacttgg
tgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaggcecttctggccgagggcacgtctgectgggtgte
acaaatcgtcgtccccceccccaaaatcctctgaggacggaagggacggaagcetggtetecegtgtgttaccgcacgeggtiggececgaa
atccgagctgaggacgcccggagcgtctcgacgtgcggtggtgaaaacaaagcectctcggtatecgtcggecgcetectgtcccgaagcet
ctagacgacccagagtcctcaacgcgacccce

>farsetia_aegyptica
tgcggaaggatcattgtcgaatcctgtccaaaacagaaccacctgagaacaaagatcatcactctaggcgggcecggtitcttagctgate
ccgtgtccgecgtcatecegtggttatgecgecatggtcccagecaatggectggecttggtggaatcatgcacatagcetticcggatatcacaa
aaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgaaaccgaacagctatagcticcgccaccccggagacggtgtgtgegtgggagcta
tgctgcgatctaaagtctgaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtg
tgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagcecttctggccgagggeacgtctgectgggtgtcac
aaatcgtcgtcctttcatccaccaaggatatcggacggaagatggtciccecgtgtgtaaccgcacgeggttggccaaaatccgagcaag
ggatgcaaggagcgtctcgatgtgcggtggtgaatcRaagactcgtcataccgtcgtacgctcttgtccttaagctctagatgaccctgatt
tctcaacgcgacccc

>fibigia_clypeata
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccgaaacagaaccacccgcgaacgaacgatcatcacttccggegggecggtctcttagetg
attccgtgcccgetggatccgtggetcegegeactgetccecgaacgtetctgacgatcggactatgegegttgeticcggaaatcacaaa
accccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaacatgaacagctacccatccgcggecccggagacggtgegtccgeggatgetat
gctgcgaaatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgegatacttgg
tgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagcecttttggccgagggceacgtetgectgggtgteca
caaatcgtcgtcccccccccaaatcctctaaggaaggagggacggaagctggteteecgtgtgttaccgcacgeggtiggecgaaate
cgagctaaggacgtccggagcegtctcgacacgcggtggtgaaaacaaagcectctcggtatcgtcggacgctectgtcccgaagcetcta
gatgacccaaagtcctcaacgcgaccce

>fibigia_triquetra
tgcggaaggatattgtcgatacctgtccgaaacagaaccacccgcgaacgaaagatcatcactticcggcaggcecggtctcttagecega
ttcY gtgcececgetggatcecgtggeteccgegeactgegecttgeticcggaaatcacaaaaccccggcacgaaaagtigtcaaggaacat
gcaaacatgaacagctgcgcatccgcggcecccggagacggtgegtccgeggatgetctgctgcgaaatctaaagtctaaaacgacte
tcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcg
agtctttgaacgcaagttgcgccccaagccttctggccgagggceacgtctgectgggtgtcacaaatcgtcgtccecccccaaaatectct
aaggacggagggacggaagctggtctcccgtgtgttaccgcacgeggttggccgaaatccgagcetaaggacgcectggagegtetecga
catgcggtggtgaaaacaaagcctctcggtatcgtcggtegetectgticcgaagctctagatgacccaaagtcctcaacgecgaccce

>galitzkya_macrocarpa
tgcggaaggatcattgtcgatacctgtccaaaacagaacgacccgagaacaaacgatcatcacttctggcgggecggtctcttaattgat
tccgtgtctactggatececgtggtticgtgagtagacttgtccaagattcgegtcictggactigecctgegegegttgeticcggaaatcacaaa
accccggcacggaatgtgtcaaggaacatgcaactaaacggccctgcatccgtggcceccggagacggtgtgeegtgggtgcettggct
ggaaaaattaaagtctaaacgactctcggcaacggatatctcggctctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgtg
aattgcagaatcccgtgaaccatcgagicttigaacgcaagttgcgccccaagcectictggctgagggceacgtcigectgggigtcacaa
atcgtcgtccccccccteccatccctccgaggatgtgaacgggacggaagcetggteteeegtgtgttaccgcacgeggttggccaaaatce
gagctaaggacgcgtgcagcgtctcgacttgcggtggtgaaaacttgcctegttatactgtcggacgctecctgtcccgaaactctagatga
cccaaagtcctcaacgcgaccce

>hormatophylla_spinosum
tgcggaaggatcattgccgatacctgtccgaaacagaaccacccgcgaacaaacgatcaccacttccggetgcccggtctettagecg
attccgcgtcggecggatcegtggetcecgegegcetgececcecggacgagactcegcttctccgaagagtgtccgegegegttgettccgga
cttcaccaaaccacggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaacgagaaaggcctcgcacacgcgaccccggagacggtgegtee
gcggatgcctggctaagtaaaaacaaaaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggcetctcgecatcgatgaagaacgtag
cgaaatgcgatacttggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagtigcgccccaagectccgggecgaggg
cacgtctgcctgggtgtcacagatcgtcgtcceccecccaatccttcgaggaatgacgggacggaagcetggtcteecegtgtgttaccgeac
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gcggttggccgaaatccgagetaaggacgecgggagegtccagacacgeggtggtgaaaacaagcectctegtetgticgetceegtee
ggatgctccagaagacgaccctaagtcctcaacgcgaccce

>lobularia_maritima
tgcggaaggatcattgtcgtatcectgtccaaaacagaacgacccgagaacaacttatcatcactcccagegggecggtctettagegga
ttccgtgececgttggttccgtggttatgecgcactgeccctgccaacggtcttgecttgcagggaccttgecgegtatcttccggatatcacaaa
accccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaaccgaacggccctcatccgecgicccggagacggtgtgcgegeggatgeggtg
ctgcgatctaaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgegatacttggtgtg
aattgcagaatcccgtgaaccatcgagicttigaacgcaagttgcgccccaagcctictggccgagggcacgtctgectgggtgtcaca
aatcgtcgtcccctcatcctctacggatatcggacggaagatggtctccegtgtggtaccgcacgeggttggccaaaatcagagatagg
gatgctaggagcgtctcgacMtgeggtggtgaatacaagcectcgtcatataatcgtgegcetecticccecgaacctccagatgaccegaa
actctcaacgcgacccce

>morettia_philaena
Tgcggaaggatcattgtcgaaacctgtcccgaacagaacgacccgcgaacaacttatcatcactctcggcaggecggtttcttagetga
tcccgagceccgecgattcegtggttttgegegtggtecgtgtcacgggtatcaccggetcggatcgegegceattgettccggatctcacaa
aaccccggcacgaaaagtgtcaaggaacatgcaaccgaacagctigcgcccgecgecccggagacggigegigecgegggtgegat
gctgcgatataaagtctaaaacgactctcggcaacggatatctcggetctcgcatcgatgaagaacgtagcgaaatgcgatacttggtgt
gaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtctttgaacgcaagttgcgccccaagcecttccggeccgagggceacgtctgectgggtgtcac
aaatcgtcgtcccctcatcctctaaggatatcggacggaagetggtetcecegtgtggaaccgcacgeggtiggccaaaatccgagetgg
ggacgccaggagcgtctcgacatgcggtggtgaatacaagcttegtcgtatcatcgtccgetectgtcccecgagcetctagatgacccgaa
attctcaacgcgacccc
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