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OZET

ORCHIS ANATOLICA BOISS. VE ORCHIS TRIDENTATA SCOPOLI
(ORCHIDACEAE) TAKSONLARININ
DNA SEKANS YONTEMIYLE MOLEKULER FILOGENETIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Kaan HURKAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Ahmet GONUZ
06.01.2011, 83

Bu tez c¢alisgmasinda Orchis anatolica BOISS. ve Orchis tridentata SCOPOLI
(Orchidaceae) taksonlarinin, genomik DNA’ lariin ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bélgeleri

sekanslanarak, molekiiler filogenetik ve taksonomik 6zellikleri ortaya koyulmustur.

Silika — jel yontemiyle kurutulan bitki rozet yapragi (basal yaprak) dokularindan
genomik DNA izolasyonu yapilmis, ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgesine 6zel primerlerle
PCR islemi uygulanarak bolge c¢ogaltilmistir. Cogaltilan bdlgenin DNA sekanslamasi
yapilmistir. Sekanslama isleminden elde edilen veriler, cesitli biyoinformatik ve filogeni
programlar1 ile islenerek bu taksonlarin molekiiler siniflandirilmalar1 ilk kez ortaya
koyulmustur. Caligmada obje olarak secilen taksonlarin, diger Orchidaceae liyeleriyle olan
hizalamalart CLUSTALW?2 yazilimi ile, filogenetik aga¢ olusturma islemi ise MEGA 4.0
(Stable) yazilimi altinda Neighbour - Join (Saitou ve Nei, 1987) metoduyla
gerceklestirilmistir. Elde edilen distance matrix tablosu ve olusturulan filogenetik agag
verileri klasik taksonomi verileri ile karsilastirilmig, ayrica O.anatolica ve O.tridentata

taksonlarinin, seg¢ilen 17 Orchidaceae tiirii ile iliskileri incelenmistir.

Vi



Bu tez c¢alismasi ile birlikte, O.anatolica ve O.tridentata taksonlarinin, niikleer
DNA’ larinin ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgesinden elde edilen sekans verileriyle
olusturulan filogenetik agactaki yerlesimlerinin, klasik taksonomi verilerine benzerlik
gosterdigi, fakat O.anatolica taksonu ic¢in ITS1, 5.85S rDNA ve ITS2 bdlgelerinin
molekiiler taksonomisi ve filogenisi c¢alismalarinda kullanilabilirken, O.tridentata

taksonunun teshisi i¢in yeterli bilgiyi icermedigi sonucuna varilmaistir.

Anahtar sozcukler: Orchis anatolica, Orchis tridentata, Internal Transcribed Spacer,

molekdler filogeni, taksonomi.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF MOLECULAR PHYLOGENETIC PROPERTIES OF
ORCHIS ANATOLICA BOISS. AND ORCHIS TRIDENTATA SCOPOLI
(ORCHIDACEAE) TAXA USING THE TECHNIQUE OF DNA SEQUENCING

Kaan HURKAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Prof. Dr. Ahmet GONUZ
06.01.2011, 83

In this research, molecular phylogenetic and taxonomic properties of Orchis
anatolica BOISS. and Orchis tridentata SCOPOLI (Orchidaceae) taxa were investigated
using the technique of sequencing of ITS1, 5.8S rDNA and ITS2 regions of genomic DNA.

Genomic DNA isolation was performed from silica — gel dried basal leaves and PCR
technique was applied using with customized oligonucleotide primers for 1TS1, 5.8S
rDNA and ITS2 regions and also DNA sequencing process was completed with same
primers. The data acquired from DNA sequencing were processed with some bioinformatic
and phylogeny software and thus molecular taxonomy of these taxa were firstly became
public. Alignment processes were performed with CLUSTALW?2 software and
constructing phylogenetic tree processes were performed with MEGA 4.0 (Stable)

software using the methods of Neighbour — Join (Saitou ve Nei, 1987).

The data acquired from distance matrix table and phylogenetic tree were compared
with classical taxonomic data and also phylogenetic relationships of O.anatolica and
O.tridentata were discussed with other 17 Orchid taxa. With this thesis of master of
science, it was observed that the phylogenetic tree which constructed with data acquired
from ITS1, 5.8S rDNA and ITS2 regions of genomic DNA of O.anatolica and O.tridentata

viii



was compatible with classical taxonomy records. Whereas it was accomplished that 1TS1,
5.8S rDNA and ITS2 regions were useful for molecular phylogeny and taxonomy studies

with O.anatolica the ITS region doesn’t provide efficient data for O.tridentata taxa.

Keywords: Orchis anatolica, Orchis tridentata, Internal Transcribed Spacer, molecular

phylogeny, taxonomy.
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BOLUM 1- GiRiS Kaan HURKAN

BOLUM 1

GIRIS

1.1 Orchidaceae Familyasi
1.1.1 Genel Ozellikleri

Orchidaceae, ¢ok degisken habitatlarda yasayan ve diinyanin hemen her tarafina
yayilmis kozmopolit bir familyadir. Orkidelerin yaklasik %701 epifit, %25’i toprakta ve
%35’1 i1se toprak altinda, kayalar iizerinde, cliriimekte olan bitkiler iizerinde, vb. sekilde
yasamin siirdiiren bitkilerdir (Gtiler ve ark., 2008). Orchidaceae familyasinin yaklagik 450
cins ve 18.000 — 20.000 tiirle ¢icekli bitkilerin en genis familyalarindan biri oldugu
belirtilmektedir (Sezik, 1967). Ayrica bu familyanin bitkiler aleminin en zengin familyasi
oldugu ifade edilmektedir (Arditti, 1979). Orchidaceae familyasinin bitkiler alemindeki
yeri Cizelge 1’ de sematize edilmistir. KEW Garden kayitlarina gore ise bu say1 26.000” in
tizerindedir ve her y1l 100 — 200 yeni tir bu sayiya eklenmektedir.

Se¢men ve ark. (2004)’na gore bu familya iiyeleri; yumrulu veya rizomlu, bazilar
epifit, saprofit veya klorofilsiz ¢cok yillik otsular. Govde yaprakli veya skapos. Skapos ise
yapraklar kaidede ve rozet seklinde. Yapraklar alternat nadiren karsilikli veya dairesel,
basit, nadiren pul seklinde indirgenmis, genellikle linear, nadiren ovat veya orbikular.
Cigekler spika, rasemus veya panikula durumunda, erdisi, zigomorf. Periant 2 seride 6
parcali. Distaki serideki 3 tanesi petale benzer, yesil veya degisik renklerde. Icteki 3
tanesinin ortasindaki labellum seklinde ve ¢ogunlukla mahmuzlu. Stamen 1 veya 2, stilus
ve stigma ile beraber birlesmis (ginostemyum). Ovaryum alt durumlu 1 veya nadiren 3
lokuslu ve 3 karpelli, oviiller ¢ok sayida ve anatrop, 1 lokuluslu ise plasentasyon parietal, 3
lokuluslu ise plasentasyon eksensel. Meyva ¢ok kii¢iik ve bol tohumlu bir kapsiila seklinde

tanimlanmustir.

Bu gruba ait bitkilerin biiyiik bir kism1 epifittir. Bu epifitlerin de énemli bir kismi
orkidelerden meydana gelmistir. Epifit orkideler tropikal ormanlarin bitkileridir. Jungle

denen bu ormanlarda, agaclarin meydana getirdigi koyu golge dolayisiyla, zeminde pek az
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bitki yetisir. Bu orkidelerin govdeleri yalanci bir sogan halinde sismis ve serit
seklinde hava kokleri olusmustur. Bu hava koklerinin {izeri, su emebilen bir tabaka ile
kaphdir. Biitiin bu degisikliklerin sebebi, bitkinin su ihtiyacin1 karsilamaktir. Tropikal
yagmurlar sirasinda yalanci sogan ve hava kokleri, lizerine diisen suyu emer ve bir sonraki
yagmura kadar bitki bu suyu kullanir (Sezik, 1984). Biitiin orkideler ¢ok yilliktirlar. Ortam
sartlarinin uygun olmasi halinde uzun yillar yasamaya ve her yil ¢igeklenme kabiliyetine
sahiptirler. Orkideler, yasamlarinin ¢ogunu toprak altinda siirdiiriirler. Genellikle
cigeklenme ve meyvelenme birka¢ haftada gergeklesir ve bu yapilar kaybolur (Delforge,
2006).

Epifit olarak bilinen Liparis ve Malaxis cinsleri disinda Avrupa’ da bulunan biitiin
orkideler geofit (karasal) orkidelerdir. Avrupa orkidelerinde (ortakusak orkideleri) kokler,
rizom yapisindan ortaya ¢ikar ve Neottia nidus-avis tiiriinde oldugu gibi karmasik ve kus
yuvasina benzer bi¢imlerde veya Limodorum cinsinde oldugu gibi siskin ve bir araya
toplanmig bigimde olabilirler. Rizom yapisi, Corallorhiza ve Epipoguin cinslerindeki gibi
bir mercan iginde dallanmis sekilde goriilebilmektedir. Tuberler; Orchis ve Ophrys
cinslerindeki gibi ovoit, Coeloglossum ve ¢ogu Dactylorhiza cinslerindeki gibi palmat
sekilli olabilmektedirler (Delforge, 2006). Tuberlerin sekilleri ve buyiklikleri, cinslerin

ayriminda 6nemli bir anahtardir (Sezik, 1984).

Yumrulu orkidelerde, her bitki genellikle 2 yumru tasir. Kis1 bir Onceki sene
meydana gelen yumrunun araciligiryla geciren bitkinin, bahara dogru ek koklerinden biri
kalinlagsmaya baslar ve ucundan bir yumru daha meydana gelir. Bu yumru gelisirken diger
taraftan yukariya dogru da bir tomurcuk vasitasiyla, yeni yilin gévdesi meydana gelmeye
baslar. Bitkinin gelismesi ilerledik¢e yeni yumru da geligir. Eski yumru ise burusur, yeni

yumrunun yaninda ona yapisik ve i¢i bosalmis halde bulunur (Sezik, 1984).

Cogu monokotiledon tiyelerinde oldugu gibi Avrupa orkidelerinde de sap kismi;
dallanmamis, her zaman dik, enine kesitte dairesel, bosluklu veya bosluksuz ve tiiylii veya

thysuzddr.

Yapraklar, diger monokotiledonlardaki gibi tam, bilesik veya bdliinmemis,
boylamasina paralel damarli, bazen (Goodyera cinsindeki gibi) enine yan damarlidir

(Delforge, 2006). Tabandaki yapraklar, sapin etrafinda rozet seklinde dizilmiglerdir. Ya



BOLUM 1- GiRiS Kaan HURKAN

topragin ylizeyine yapigsmis yani yayik olarak bulunurlar (6zellikle Ophrys tirleri), ya da
govde ile degisik acilar yapacak sekilde yukariya dogru yonelmislerdir (Orchis ve
Dactylorhiza tiirlerindeki gibi). Cigek durumuna kadar olan kisimda ya sap1 saran bir kin
meydana getirmislerdir (Orchis ve Ophrys tiirleri), ya da belirli araliklarla diizgiin bir
sekilde sap tizerinde dizilmislerdir (Cephalanthera ve Epipactis tirleri). Yapraklar cins ve
tirlere bagl olarak linear, lanseolat, oblong, ovat veya orbikulat gibi degisik sekillerde
olabilirler. Ayn1 bitkinin taban yapraklar1 ile gévde yapraklar1 arasinda sekil farkliliklar
bulunabilir. Yapraklarin ist yiizeyi genellikler parlak, alt yiizeyi ise mattir. Ust yiizeyde,
bazi cins ve tiirlerde, mor renkli benek ve lekelere rastlanir (Or: Neotinea maculata).
Yapraklarin kenarlart hemen hepsinde diizdiir, Orchis italica tiiriinde ise undulat yapidadir
(Sezik, 1984).

Orkide cicgekleri genelde bilateral simetri gosterir ve bu 0Ozellik orkideleri Iris
tirlerinden ayiran ozelliklerden biridir fakat birgcok monokotil ve dikotil bitkiler de
bilateral simetrili ¢iceklere sahiptir. Orkidelerde ovaryum, Amaryllidaceae ve diger birgok
familyada oldugu gibi alt durumludur (Dressler, 1993). Cigekler her zaman brakteye
sahiptir. Orkide ¢iceginde, diger bitkilerin ¢cogunda bulunan kaliks, korolla, erkek ve disi
organlar gibi kisimlar mevcuttur; fakat bu tabakalar degisiklige ugradiklari i¢in kolayca
ayirt edilemezler. Erkek ve disi organlar birleserek 6zel yapili bir organ olan ginostemiyum
yapisint meydana getirmislerdir. Bir orkide ciceginde periant pargalar1 dis ve i¢ olmak
tizere 2 halka meydana getirecek sekilde dizilmislerdir. Dis periant pargalarina sepal, icte
olanlara ise petal adi verilir. Her iki tabaka da tiger par¢adan meydana gelmistir. Dis
periant parcalar1 hemen hemen bir liggen meydana getirecek sekilde dizilmislerdir. Ikisi
yanda (lateral sepaller), digeri ortada (dorsal sepal) bulunmaktadir. I¢ periant pargalarindan
iki yandaki, birbirine benzer (petal); ortadaki ise genellikle sekil, renk ve yapt bakimindan
ileri derecede farklilagmistir. Bu petale labellum (dudak) adi verilir. Labellum diginda
kalan periant parcalarinin yapisi, rengi, sekli, dlgiileri ve birbirleri ile olan oranlar1 bir

orkidenin tanimlanmasi i¢in 6nemli olan 6zelliklerden bir kismin1 meydana getirir.

Orkidelerin tozlasmalar1 bocekler vasitasiyla olur (entemofil veya entemogam
tozlasma). Tozlasmayi oOzellikle ari, oriimcek, sinek, esekarisi, pervaneler ve diger
boceklerin yaninda bazen arikuslari da saglar. Bu bocekleri orkidelere g¢eken yiyecek,

genellikle mahmuzda bulunan nektar veya diger salgilardir. Orkidelerde klayistogami
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denilen; ¢icek agmadan, yani periant kapali iken, polen tasiyicilara ihtiya¢ olmadan, kendi

kendini délleme 6zelligi mevcuttur (Sezik, 1984).

Uygun havalanma ve sicaklik kosullarinda dormant durumda olmayan orkide
tohumlarinin ¢imlenmeye baslamasi i¢in ortamda su bulunmasi yeterlidir, fakat bitki
heterotrofik ise ortamdan su haricinde diger bazi maddeleri de almas1 gerekmektedir. Bu
heterotrofik tiirler dogada c¢imlenebilmek i¢in endofitlerle veya bazi mantarlarla iliskili
olmak zorundadirlar (Rasmussen, 1995). Son derece kiiciik olan ve endosperma tagimayan
orkide tohumlarinin diistiigli yerde ¢imlenmesinin gergeklesebilmesi i¢in gerekli olan
funguslar genellikle Rhizoctonia cinsinin degisik tiirleridir ve tiire has degildir. Fungus,
bulundugu ortamdaki organik humusun pargalanmasiyla ortaya ¢ikan nisasta ve benzeri
bilesikleri, suda ¢ozilinen bilesikler haline gevirerek, geng¢ orkide bitkisine gonderir. Geng
bitki, henlz ¢imlenmeyi saglayacak endosperma tasimadigi i¢in, mikorizomun (orkide
tohumu ve fungusun olusturdugu yapi) biiytimesi ¢ok yavastir. Mikorizom funguslari, daha
¢cok humuslu topraklarda bulunurlar ve Fagus sp, Quercus sp., Betula sp, Pinus sp. gibi
pek cok agacin ve fundaliklarin koklerinde yasarlar. Tohumun ¢imlenmesinde ikinci
kademe, yumru veya koklerin olusmasi, yaprak tasiyan bir sapin toprak ylizeyine dogru
meydana gelmeye baslamasidir. Bu kademede mikorizom kurur, yerini bitkinin ergin
formuna terkeder. Yumrulu cinsler, fungustan ayrilip bagimsiz yasamaya meyillidirler ve
hayatlarinin ileri devrelerinde genellikle fungusa rastlanmaz. Cephalanthera tirleri ve
Goodyera repens gibi, humuslu topraklarda yasayan, siskin kok sistemine sahip orkidelerin

koklerinde mikorizom fungusuna omiirleri boyunca rastlanir (Sezik, 1984).
a) Orchis anatolica BOISS.
Botanik ozellikleri

Ince ve ortadan boyluya kadar bir bitkidir. Gévde genellikle kirmizimsi renkte hafif
boyanmis gibidir. Yapraklar mizragimsi, ucu sivri, hafiften belirgine kadar lekeli ve alt
tarafta rozet olustururlar. Yukaridaki yapraklar ise, ayrilmis govde yapraklarina gegis
yaparlar. Cicek kurulu ¢cok gevsek ve boyuna uzamistir. Cigek tabani yaprakeigi (brakte)
sivri ve yumurtalikta (ovaryum) oldugu gibi kisadir. Cicekler oldukga buyuk, pembeden
erguvani kirmizimsiya kadar renklidir. Canak yapraklar genellikle belirgin yesil damarli,

yandaki ¢anak yapraklar yumurta formlu — mizragimsi, yataydan hafif geriye dogru bel
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vermise kadar, ortadaki ise, her iki ta¢ yapragin iizerine egilmistir. Ta¢ yapraklar dar —
mizragimst ve kiit u¢ludur. Dudak eni, boyundan daha genis, ii¢ loplu, her iki yan lop az
veya ¢ok belirgin geriye dogru bel vermis; (agik) pembeden erguvani kirmiziya kadar
renkli ve tabanda beyazimsidir. A¢ik dudak tabaninda, koyu kirmizi seritler veya erguvani
noktalar bulunur. Mahmuz diiz veya biikiilmiis, genellikle dik olarak yukariya dogru

yonelmis ve hemen hemen yumurtalik (ovaryum) kadar uzunluktadir.
Benzer tiirlerden ayrilmasi

Orchis sezikiana ile Orchis anatolica ve Orchis quadripunctata arasindaki hibritlerle
karistirtlmas1 olanaklidir. Orchis sezikiana ilk olarak 1991 yilinda B. & H. Baumann

(Baumann, 1991) tarafindan tanimlanmistir.

b) Orchis tridentata SCOPOL.I
Botanik dzellikleri

Orta buyuklukte, gurbiz ve genellikle bodur buyime yapan bir bitkidir. Yapraklar
mizragimsidan dar — mizragimsiya kadar formlu, mavimsi yesil renkli, lekesiz, alt kisimda
taban rozeti olusturur. Yukaridakiler ise, kili¢ kin1 seklinde gévde yapraklarina gegis yapar.
Cicek kurulu kiremsi, ender olarak silindirik, sik ve ¢ok ¢igeklidir. Cigek tabani yaprak¢igi
(brakte) dar ve sivri uclu ve yaklasik yumurtalik (ovaryum) kadar uzunluktadir. Cigcekler
orta biiyiikliiktedir. Cigek oOrtiisii gevsek bir migfer olusturur. Migfer uzun bir sivri ugla
sonlanir ve geriye dogru biikiik, (agik) pembeden hemen hemen saf beyaz veya acik
menekseye kadar renklidir. Canak yapraklar yumurta formlu — mizragimsi olup, genellikle
menekse renkli damarlidir. Tag¢ yapraklar dar — mizragimsi, ¢anak yapraklardan daha
kisadir. Dudak derin ii¢ loplu olup, orta lop iki yarikli, diiz, her iki yan lop orta loptan daha
kiiciik ve daha kisadir. Orta lop ek olarak kiiciik bir discik olusturur. Orta lop ve yan loplar
kenarda hafif yukariya doniik, beyazimsidan agik pembeye veya menekseye kadar renklidir
ve stk kirmizi noktalar1 veya lekeleri bulunur. Mahmuz silindirik ve asagiya dogru

bikiilmiistiir.
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Benzer tiirlerden ayrilmasi

Orchis tridentata, Orchis lactea ile karigtirilabilir. Orchis tridentata ince boylu ve
genellikle boylanan bir bitki olup, ¢igek kurulu kiiremsi, ¢anak yapraklar1 genellikle koyu
erguvani veya menekse renkli damarlidir. Ayrica cicekler biraz daha kiigiiktiir ve

pembeden menekseye kadar renklidir. Bu tiir, Orchis lactea turunden bir ay daha gec
ciceklenir.

Cizelge 1: Avrupa orkidelerinin sistematikleri (Delforge, 2006)

Kingdom: Plantae

Division: Spermatophyta
Subdivision:  Angiospermae
Class: Monocotylydonae
Order: Orchidales
Family 1: Orchidaceae
Family 2: Apostasiaceae

Family 3: Cypripediaceae
Subfamily A: Neottioideae

Tribe 1: Neottieae
Subtribe a: Limodorinae
Subtribe b: Listerinae

Tribe 2: Chranichideae
Subtribe a: Spirantinae
Subtribe b: Goodyerinae

Subfamily B:  Epidendroideae

Tribe 1: Maxillarieae
Subtribe a: Corallorhizinae

Tribe 2: Malaxideae
Subtribe a: Liparinae

Subfamily C:  Orchidoideae

Tribe 1: Orchideae
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Subtribe a: Gymnadeniinae

Subtribe b: Serapiadinae

1.1.2 Tiirkiye’ de Orchidaceae familyas:

Tiirkiye, orta kusak orkideleri bakimindan, ¢evre iilkelere gore olduk¢a zengindir.
Tropikal kusak ile kutuplart i¢cine alan arktik kusak arasinda kalan bolge “Orta Kusak™
olarak adlandirilir. Orta kusak orkidelerinin biiyiik bir kismi toprakta yasamaktadir.
Ulkemiz orkideleri de bu grupta yer alir (Giiler ve ark., 2008). Sezik tarafindan 2002
yilinda yaymlanan “Turkish Orchids and Salep (Tirkiye’nin Orkideleri ve Salep)” adli
yayinda Tiirkiye’ de 24 cinse ait 148 tiiriin var oldugu belirtilmektedir (Sezik, 2002).

Kreutz (2009)’ a gore; Tiirkiye floristik anlamda Avrupa ile Yakin Dogu arasinda bir
gecis bolgesinde bulunup, Afrika, Asya ve Avrupa kitalariin ortak etkisini yansitir. Bunun
sonucu olarak burada zengin ve farkli bir bitki diinyas1 geligsmistir. Tirkiye, bitki tiirii
cesitliligi acisindan diinyadaki en zengin ve Oonemli bolgeler arasinda yer alir. Bu gurur
verici zenginligin i¢inde, gz kamastiric1 renkleri ve insanin i¢ini lirperten nadirlikleriyle
Orkidelerin ¢ok 6zel bir yeri vardir. Orkideler genellikle tropikal bitkiler olarak bilinse de,
bu kani dogru degildir. Anadolu, sahip oldugu toprak ve iklim g¢esitliligi nedeniyle bu
bitkiler i¢in milkemmel yasam kosullar1 hazirlar. Bu verimlilik, Tiirkiye dogasinda yetisen

170 dogal Orkide taksonu ile sonu¢lanmaktadir.

Calisma objelerimizden olan Orchis anatolica tiiriinii topladigimiz, yaklasik 800
taksonun kayitli oldugu Kazdag: florasinda 23’ i yalnizca bu Daga 6zgii olmak iizere en az
68 iilke capinda nadir bitki yer alir. Bu 6zellikleri ile bu 6nemli bitki alani, yalmiz Tiirkiye’

nin degil tiim Avrupa kitasinin en énemli bitki alanlarindan biridir (Ozhatay ve ark., 2005).

(Canakkale ilinde yapilan Orchidaceae taksonlar1 belirleme caligmalarinda Giiler
(2005) tarafindan yapilan ve Arastrma Fonu tarafindan desteklenen (TUBAP-488)
numarali proje ile Kazdaglar1 ve ¢evresinin Orchidaceae familyasi tiyeleri incelenmis ve 38

taksonun ayrintili bilgileri verilmistir.
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1.1.3 Orkidelerin tibbi ve ekonomik onemleri

Yurdumuzdan yillardan beri ihracati yapilan “yabani ¢i¢ek soganlar1” adi altinda
toplanan geofitler (soganli, rizomlu, yumrulu bitkiler), 6zellikle 1970 lerden sonra bu isle
ugrasan, ticaretini yapan resmi kuruluslarla 6zel firmalarin daha fazla dikkatlerini cekmeye
baslamistir. Yaklasik bir asirdan beri yurt disina satilan ¢esitli yabani ¢igek soganlari, bir
yandan yurt ekonomisine belirli bir oranda katki saglarken diger yandan yurdumuz
tabiatinda da degisikliklere, tahriplere sebep olmustur. Yurdumuz florasinin zenginligi
yabancilarin dikkatini bizden 6nce ¢ekmis, bu zengin flora igerisinde gosterisli ¢igekleri ile
hemen goze carpan geofitlere dzel bir énem vermislerdir. Onceleri genellikle botanik
bahgelerini veya merakli kisilerin 6zel bahgelerini zenginlestirmek amaciyla toplanan
ornekler daha sonra yerini genis ¢apta sokiimlere ve nihayet bu isin ticaretine terk etmistir.
Ozellikle 1960’ 11 yillardan sonra bu ticaret oldukg¢a biiyiik miktarlara ulasmistir (Ekim,
1991).

Goniiz (2001), Orchidaceae familyasinin ekonomik 6zelliklerine deginerek, Ege
Bolgesi Spil, Nif ve Bozdag’ larin farkli yiikseltilerinde yayilis gosteren Orchis anatolica
tirundn govde ve yaprak dokularinda ultrastriiktiirel yapilart incelemis, daglarin yiiksek
bolgelerindeki taksonlarin yumrularinin daha iyi gelisme gosterdigini, mitokondrium ve
kloroplast yapilarinda farklilasmalar olustugunu rapor etmis ve bu bitkilerimizin

korunmasi geregini vurgulamustir.

Cizelge 2: Karasal orkidelerin Avrupa’ daki kullanimlar1 (Bullpit, 2005’ ten degistirilerek)

Kullanim

Yazar Yil Endikasyonu ve

Hazirlanisi Kullanim Alanlar:

Taze tuber ve st Afrodizyak.

Antiafrodizyak,
Antiseptik,
gastrointestinal
problemler.

Turner W 1568
Kuru tiiber

[Itihap sokiicii,
Langham W 1579 Tiiber tiberkiloz ve ishali
tedavi edici.

Afrodizyak, Dondurma,
Parkinson J 1640 Tiber (Salep) Balkanlarda icecek ve
fran’ da parfiim.
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Salep

Salep; toz haline getirilmis orkide yumrularinin siit ile karigtirilmasiyla hazirlanan
sicak bir icecektir. Bitki cicek haldeyken toprak altindaki yumrular1 toplanmaktadir.
Yalnizca yan yumru alinmakta, gévdeyi tastyan ana yumru kullanilmamaktadir. Yumrular
yuvarlak veya dall1 0,7-3,6 cm ¢apinda veya 0,3-1,2 cm eninde, 0,2 g ile 1,6 g arasinda
degisen agirlikta, yar1 seffaf, kirli sar1, piiriizlii, sert, kokusuz ve lezzetsizdir. Toplanan
yumrular suyla yikanarak temizlenmekte, ipe dizilerek ve su, siit ya da ayran iginde
kaynatilarak enzimatik aktivite durdurulmakta, ardindan agik havada kurutulmaktadir.
Kurutulan yumrular doéviilerek toz hale getirilmekte ve boylece kullanima hazir haldeki

salep tozu elde edilmektedir (Tamer ve ark., 2009).

Piyasada bulunan ticari saleplerin yapisinda glikomannanlar (%11-44), nisasta (%8-
19), reduktor ozlar (%2-3) ve proteik yapidaki maddeler (%1) bulunur. Etkili madde
glikomannanlardir. Bu maddeler su ile (siit ile de) siser ve viskoz bir ¢ozelti meydana
getirir. Kalitesi 1yi olan bir salep numunesi %40 civarinda glikomannan tasir. Bu madde, 3
molekil mannozun 1 molekul glikoz il (1 -4) bagiyla baglanip, polimerlesmesi sonucu
meydana gelen heterojen yapida bir poliholozittir. Ictigimiz salebe kivam veya yedigimiz
maras dondurmasina ge¢ erime ve sertlik saglayan, salepteki glikomannanlardir. Yapida
bulunan az miktardaki nisasta da, sisme 6zelligi dolayisiyla, glikomannanlara yardimci
olur. Salep eldesinde Orchis, Anacamptis, Ophrys, Serapias, Himantoglossum, Barlia gibi
ovoit yumrulu olan orkidelerle, Dactylorhiza gibi parcali yumruya sahip orkidelerin
degisik tiirleri kullanilmaktadir (Sezik, 1984).

Tirkiye’ de yetisen orkidelerin yumrularindan yillarca salep elde edilmis, bunlar hem
yurt igerisinde kullanilmig hem de yurt disina ihrag edilmistir. Salep veya bilimsel ismi ile
Tubera salep eczacilikta yakin zamana kadar degisik preperatlar halinde gogiis yumusatici
ve balgam soktiiriicii olarak kullanilmistir. Salep 1947 Alman, 1948 Tiirk, 1951 Yugoslav,
1969 Avusturya ve 1961 Rus kodeks ve farmakopelerinde Tubera salep olarak kayitlidir
(Sezik, 1967). 2007 Cin yaymlarinda da gida ve faydali drog olarak kullanildigi, bes
Dendrobium tiiriiniin Cin farmakopesinde yer aldigi bildirilmistir. Cin literatiirlerinde
belirtildigi tizere orkideler giiniimiizde sindirim giicliigli, su kayiplari, ates diisliriici,
lenfosit arttirici, huzursuzluk giderici olarak kullanilmakta, ayrica mide ve karaciger

kanserlerinde kullanilmakta olup, pihtilasma engelleyici ajan 6zelligi bulunmaktadir
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(Bulpitt, 2005). Bu 6zelliklerinin yani sira Orchis tirlerinin yumrularindan elde edilen
salep, afrodizyak olarak, ¢ocuk ishallerini kesici, gida olarak ve halen Orta Anadolu’ da
dondurma yapiminda kivam verici olarak kullanilmaktadir. Ayrica Almanya’ dan ithal
edilen suni salebin, eczacilik sanayinde stabilizator olarak kullanildigi bilinmektedir

(Sezik, 1967).

Orkide yumrularimin dogadan direkt olarak sokiilmeleri ile salep iiretimi ve ihracati
kritik diizeylere (1955 ve 1963 yillar1) ulastigindan dolay1 Tarim ve K&y Isleri Bakanlig
bu yumrularin ihracati ile ilgili baz1 6nlemler almistir. Bu 6nlemler dahilinde dogadan
direkt sokiilerek toplanan orkide yumrularmin ihracatt Tarim ve Koy Isleri Bakanhginin
“Dogal Cicek Soganlarmim Sokiimii, Uretimi ve Ihracatina Ait Yonetmeligi (1995)”
geregince yasaklanmis durumdadir. Istanbul Ticaret Odasi ve Antalya Ticaret ve Sanayi
Odast ile yaptigimiz telefon konusmalari ile de bu yasagin yiiriirlikte oldugunu 6grenmis
bulunmaktayiz. 1955 yillinda ihracatin 15.386 kg’ a kadar ¢iktigt durumda dogadan
ortalama 30 milyon civarinda orkide yumrusunun sokiildiigii ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica
ilke icinde kullandigimiz orkide yumrularinin sayisinin da en az ihracatta kullandigimiz

orkide say1s1 kadar oldugunu da unutulmamalidir Kaya (2009).
1.2 Barkodlama, Molektler Taksonomi ve Filogeni
1.2.1 Barkodlama hakkinda genel bilgiler

DNA barkodlama, geleneksel taksonomik tanimlamalarin yetersiz oldugu genis ¢apta
ekolojik ve koruma calismalarinda, genomun kisa fragmentlerinden elde edilen DNA
sekanslar1 kullanilarak tiir tanimlanmasi yapilabilen bir tekniktir. DNA barkodlamada
standarda baglanmis DNA bdlgeleri kullanilir, bununla birlikte genis bir kategoride
kullanima uygun bir DNA bdlgesi bulmak i¢in ¢abalar halen siirmektedir. Ger¢gekte DNA
barkodlarimin  ¢alisabilmesi i¢in; sekans varyasyonlari, tirler arast diizeyinde
tanimlamalarin yapilabilmesi i¢in yeteri kadar yiiksek varyasyona, tiir i¢i diizeyde
tanimlamalarin yapilabilmesi i¢in de yeteri kadar diisilk varyasyona sahip olmasi
gerekmektedir. Barkodlama i¢in kullanilacak DNA bolgesinin se¢imi, prokayotlara oranla
Okaryotlarda bir daha fazla arastirilmistir. rRNA genleri, tanimlamalar i¢in favori olmustur.
Bununla birlikte, bitkiler arasinda, Ozellikle angiosperm iiyelerinde, DNA tabanlh

tanimlama tam anlamiyla yapilmamakla beraber, DNA barkodlama; herbivor canlilarin

10
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beslenme sekillerini ortaya ¢ikarmada, odun tiirlerinin belirlenmesinde ve bitkisel destek
driinlerinin tamimlanmalarinda kullanilmaktadir. Bu tamimlamalarin bazilarinda da, tiir
bazinda bazen basarisiz olabilmektedir. DNA barkodlarinin bitkilerde uygulanamamasinin
baslica nedenleri, mitokondrial genlerin diisiik oranli sekans degisimleri nedeniyle tiir

diizeyinde tanimlamalar i¢in yetersiz olusudur (Kress ve ark., 2005).

DNA barkodlamanin amaci bir veya birka¢ gen bolgesi kullanarak tiim canlilari
tanimlamak iken genomikler, barkodlarin aksine bir veya secilmis birkag tiirlin genlerin

biitiin genlerle olan etkilesimlerini ve fonksiyonlarini i¢in kullanilmaktadir.

DNA barkodlarinin pratikte kullanigh olabilmeleri {i¢ kritere baghdir; (i) tiir
duzeyinde genetik varyabilite ve farkilagsma gostermeli, (ii) genis taksonomik uygulamalar
i¢in barkodlamada kullanlilan universal PCR primerleri uygun pozisyonlara baglanabilmeli

ve (ii1)) DNA izolasyonu ile ¢ogaltimi gerceklestirilebilecek kisalikta bir sekans olmalidir.

DNA barkodlari, biyogesitliligin korunmasindaki 6nemli noktalarda, uluslar arasi
diizeyde tehlike altindaki orkide tiirlerinin izlenmesi caligmalarina deger katabilme

calismalarinda teorik olarak uygulanabilmektedir (Kress ve Erickson, 2008).

Tur dizeyindeki bitkisel molekiiler sistematik arastirmalarinda, niikleer ribozomal
sistronun internal transcribed spacer (ITS) bolgeleri (18S — 5.8S — 26S) en ¢ok sekanslanan
bolgedir. Bu bolge egrelti otlar1 disinda 6karyotlarda ve mantarlarda genis fayda saglayan

ve muhtemel bitki barkodu bolgesi olarak tanimlanmaktadir (Kress ve ark., 2005).

1.2.2 Molekuler taksonomi ve filogeni

Molekiiler biyolojide kullanilan tekniklerin hizli bir sekilde ve ara vermeksizin
gelisimi, arastirmalar sonucu bulunan yeni taksonlarin var olan siniflandirmalara dahil
edilmesindeki giicliikler ve sistematikte kullanilan anatomik, morfolojik, karyolojik v.b.
klasik yontemlerin karmasik bitki gruplarini simiflandirmada yetersiz kalmasi ve melez
tiirleri tanimlamadaki hatalarindan dolayi, molekiiler sistematik giliniimiizde hizli bir

sekilde gelisim gosteren ve popiiler olan bir sistematik metodudur.

Genis bitki gruplarinin kozmopolit yayiligh tiirleri, habitat farkliliklari, klimatik

faktorler, polinatorlerin farkliliklart ve sik hibritlesme potansiyelleri ile toprak yapisinin ve

11
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tiirliniin  degiskenligi gibi faktorlere maruz kaldiklarinda genotipik ve fenotipik
varyasyonlara ugrarlar. Bu varyasyonlarin olusturdugu yeni yapilanmalar, klasik
simiflandirma yontemleri ile dogru olarak isimlendirilememekte ve ayni tiiriin
varyasyonlarinin farkl tiir olarak algilanmasina, sistematikte bu sekilde hatali olarak yer
almasina neden olmaktadir. Bu klasik taksonomi tekniklerinin,  genetik
karakterizasyonunun belirlenmesi teknigi ile birlestirilmesi, tiirlerin ger¢ek anlamda dogru
olarak adlandirilmalarini, filogenetik agaclara dogru olarak yerlestirilmelerini ve akrabalik
iligkilerinin hatasiz olarak belirlenmesini saglamaktadir. En kesin ve kaliteli siniflandirma,
evrimsel siirecin igler halde oldugunu gostermekte ve bununla birlikte canlilarin tarihsel

iliskilerine 151k tutmaktadir (Delforge, 2006).

Taksonomik sistemimizin temelleri ve son 250 yil1 askin siiredeki gelisimi, morfoloji
bazindan ¢ok benzer olan ve birbirleri ile iligkili olan tiir tanimlamalarini olusturmada
sadece bir ipucu ortaya koymaktadir. Morfolojik tiir kategorisi giiniimiizde halen uzaktan
izlenilen bir kavramdir. Doga, tiir liretmekten ziyade, evrimsel degisimin elemanlar1 olan
bireyleri, popiilasyonlari ve nesilleri saglamaktadir. Siniflandirma ilkesine Ornek bir
yaklagim, Dobzhansky (1940) ve ¢alisma arkadaslarinin yaklasik 50 yil 6nce biyolojik tiir
taniminda vurguladiklart gibi bireylerin, birbirlerine yakin olan 1irklar1 kaynastirma
konusundaki becerisidir. Bu arastiricilarin vurguladiklari, irklarin kaynasmalar1 sirasinda
meydana gelebilecek bir engelin, irklarin sonsuza kadar genetik agidan birbirlerinden ayr1
olmalarina yol acabilecegidir. Bu tanimdan yola c¢ikilarak, bazi ideal taksonomik
diinyalarin “tek bir morfoloji = tek bir melezlenebilen grup = tek bir tiir” seklinde,
morfolojik olarak tek tip ve lireme agisindan diger irklardan izole olmus bir varolus gibi
diisiiniilmekte oldugu diisiincesi ortaya ¢ikmaktadir. Birgok bireysel popiilasyon ve irk,
giiniimiizde gercekten de morfolojik acidan tek tip, melezlenme potansiyeli olan fakat
diger irklarla caprazlanamayan 6zelliklere sahiptir. Fakat diger bir¢ok 1rk i¢inse morfolojik
tek tiplilik, bir morfolojik grubun biitiin bireyleri i¢in ayn1 olarak tanimlanamadiklarindan,

arastiricilart morfoloji disinda baska kriterler aramaya yoneltmistir (Coleman, 2009).

Yeryiziinde bir milyondan fazla hayvan ve 325 binden fazla bitki tirQ bilinmektedir.
Bu c¢ok genis organik cesitlilik ile ¢alismak igin tlirleri mantikli ve anlamli olarak

siniflandirabilecek bir sisteme ihtiya¢ vardir (Goniiz ve dig., 2009; Demirsoy ve Tiirkan,

1999).

12
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Bildigimiz ve oncelikli olan morfoloji tabanli taksonomik sistemin aksakliklarinin
olmasi, DNA dizileme tekniginin gelisiyle birlikte taksonomistlere, tiirlesme siireclerinin

ortaya koyulmasi bakimindan yeni umutlar vermektedir (Coleman, 2009).

Jens Causen, David Kech ve William Heisey (1958) in farkli ¢evrelerden alinan
bitkiler tizerine yaptiklar1 tinlii deneyleri ile “organizmanin sadece kendi genleri tarafindan
belirlenmedigi, tersine, icinde olustugu c¢evreler dizisinin etkinli§ine bagimli bir
ontogenetik siirecin essiz bir iirlinli oldugu” ortaya konmustur (Lewontin, 2007). Ekolojik,
cevresel etkilesim vb. farkliliklarin, morfolojik ve anatomik goézlemlere dayali incelemeler
sonucunda Ozellikle orkidelerde bireylerin farkli tiir veya alttiir olarak algilanmalarina
neden olan degisiklikler yarattii ve bu sebeple sistematikte hatali pozisyonlara
yerlestirilmelerine yol agtig1 bilinmektedir. Fakat molekiiler sistematik sonucunda ortaya
cikarilan veriler, tilirlerin genetik yapilarindaki varyasyonlar1 ortaya koyacagindan bu tiir

hatalar1 ortadan kaldirmaktadir.

Filogenetik sistematik; hem nesli tilkenmis hem de yasayan canh tiirleri arasindaki
evrimsel iligkileri tanimlayan ve anlamaya calisan, biyolojinin bir ¢aligma alanidir. Evrim
teorisi; bireyler veya tiirler arasindaki benzerlikleri ve ortak bir ataya sahip olduklar
seklinde nitelendirilebilir. Boylece filogenetik sistematik, bir tiiriin evrim tarihini,
dolayisiyla onun filogenisi, soy veya onlarin organ ve parcalarin1 ve genetiksel iliskilerini
aciklar. Sistematikgiler, tiirler arasi iliskileri modellendirerek biitiin yasam tarihini
anlatmaya calisirlar. Fakat bu yasam tarihi bir zamanlar sadece bir kez gerceklesmis ve
simdiki zamana sadece ipuglart birakmiglardir. Bilim adamlar1 yagam tarihini bu ipuglarin
kullanarak  olusturduklar1  hipotezler ~veya modellemelerle ortaya ¢ikarmaya
calismaktadirlar ve filogenetik ¢alismalarda, filogenetik iliskilerin izlenebilir hale
getirilmesindeki en etkili yolun, organizmalar arasindaki iliskileri temsil eden filogenetik
agaclarin  olusturulmasi oldugu ifade edilmektedir. Molekiiler filogeni; DNA ve
proteinlerdeki degisimlerin oranlarim1 ve seklini belirleyerek, genlerin ve organizmalarin

evrimsel tarihini yeniden diizenlemeye calisir.

Son 20 yilda dizi verilerinin kaynagmasi filogenetigi tamamen degistirmistir (Pagel,
1999) ve artan sayidaki genis kapsamli projeler hayat agacinin (Tree of Life) farkli
dallariin ¢oziimlenmesi i¢in devam etmektedir. Tipik bir molekiiler filogenetik ¢alismasi;

analiz i¢in hedef grupla (6rn. aile) iliskili ana karari, temsil edici taksonun toplanmasini,
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dizi bilgisinin edinimini ve filogenetik agacin optimum kriterler kullanilarak
yapilandirilmasini (Maximum Likelihood, Maximum Parsinomy veya Bayesian analizleri
gibi) igerir. yi bir filogenetik agacin sekillenmesini optimize etmek igin hem lokuslarin

secimi, hem de temsilci taksonun se¢imi dikkatli bir sekilde yapilmalidir (Tezcan, 2009).

1.2.3 Nukleer ribozomal Internal transcribed spacer (nrITS) bolgesi

Niikleer ribozomal DNA (nrDNA)’ nin internal transcribed spacer (ITS) bolgesi, baz
degisimi agisindan daha az fonksiyonel olmasi, cins ve cins alt1 bitki filogenisinin yeniden
olusturulmasinda genis bir kullanim alani olmasiyla bilinir (Baldwin ve ark., 1995). ITS
bolgesi angiosperm {iyelerinde yaklagik 565 — 700bp uzunlugunda iken, gymnosperm
uyelerinde ise daha uzundur (1550 — 3125bp) (Gernandt ve Liston, 1999). Yuksek
bitkilerde niikleer ribozomal RNA (nrDNA) genleri art arda gelen uzun tekrarlar olusturur
ve her biri 18S, 5.8S, 26S single transcribed bolgesi igerir. Bunlardan ikisi kisa internal
transcribed spacer (ITS1 ve ITS2), biri ise uzun external nontranscribed intergenic spacer
bolgesidir. ITS1 ve ITS2 ara halkalari, aile ve cins diizeyinde bitki filogenisinin yeniden
diizenlenmesinde deger bir kaynak olustururken, 5.8S ve ITS2 sekanslari daha derin
filogenetik diizeylerde bilgi saglayabilir (Hershkovitz ve Lewis, 1996). ITS — 5.8S rDNA -
ITS2 lokusu daha 6nceden farklt Orchidaceae gruplarindaki ¢alismalarda kullanilmistir;
Cypripedioids (Cox ve ark., 1997), Orchideae (bateman ve ark., 1997; Pridgeon ve ark.,

1997) ve Platanthera cinsi (Hapeman ve Inoue, 1997).

ITS bolgesi tabanli filogenetik analizlerin Baldwin ve ark., (1995)’ dan itibaren 2003
yilina kadar ne kadar popiiler oldugunu gostermek amaciyla Alvarez ve Wendel, (2003)
tarafindan gerceklestirilen sorvey ¢alismasinda, belirtilen yillar arasinda bitki filogenisi ile
ilgili yayimlanan toplam 244 makalenin cins ve cins alt1 kategori calisildigr %66’ lik

kisminin tamaminda ITS bolgesinin kullanildigi ortaya ¢ikarilmastir.

ITS bolgesinin ¢alismalarda bu kadar yogun kullanilmasinin nedenlerinden en

onemlileri su sekilde siralanabilir;

Her iki ebeveynden de gelen kalitim; ITS sekanslarini her iki ebeveynden de gelen

kaliim bilgileri olusturur, bu nedenle cpDNA’ lara gére daha zengin iceriklidir. Daha
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onceden yapilmis calismalar bu 06zelligin hibrit belirlenmesinde ve poliploidilerde
ebeveynlik hesaplamalarinda ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (Baldwin, 1992;
Baldwin ve ark., 1995; Kim ve Jensen, 1994; Rieseberg ve ark., 1990; Rieseberg ve Soltis,
1991; Rieseberg ve Wendel, 1993; Wendel ve ark., 1995).

Evrensellik; White ve ark., (1990) tarafindan bir¢ok bitki ve mantardan ITS

bdlgesinin gogaltimi i¢in kullanilabilen primer setleri yayimlanmustir.

Basitlik; nukleer ribozomal genler, 18S — 5.8S — 26S bolgeleri iginde yaklasik 10kb
boyunca tekrar eden diziler seklindedir. Bu tekrarlar bir veya birden fazla haploid
kromozomda tekrar eder ve bdylece bitki genomunda yuzlerce ve hatta binlerce rDNA
tekrarlart bulunur. Bunun sonucunda az bir tecriibe ile az Ornekten kolay bir sekilde
izolasyon yapilabilinmektedir. ITS bolgesinin kisa dizilerden olusan sekansi bu bdlgelerin

PCR ile ¢ogaltilmasini kolaylastirmaktadir (Alvarez ve Wendel, 2003).

1.3 Biyoinformatik

Biyoloji ve enformasyon teknolojilerinin kombinasyonu olan biyoinformatik, biylk
veri gruplarimin bilgisayar analizleri ile iliskilendirildigi bir bilim dalidir. Ayrica
biyoinformatik, biyolojik veri gruplarinin aralarindaki iligkilerin analiz edilip belirlenmesi,
istatistiksel araglarin ve ¢Oziimlerin bulunmasi, veritabani gelisimi ile veri taranmasi ve

kaydedilmesi konularini da igermektedir.

Biyoinformatik terimi ilk defa 1990’ larda kullamlmistir ve DNA, RNA ile
proteinlerin analizleri ve yonetimlerinin yeni nesil ismi olmustur. Hesaplamaya dayali
sekans analiz araglar1 1960’ lardan beri kullanilabilmekteydi fakat sekans tekniklerinin
gelisimi, sekans verilerine ulasilabilecek veritabanlarimin kurulumu ile birlikte hizli bir
gelisim gostermistir. Giliniimiizde biyoinformatik terimi birgok farkli biyolojik veri ile

iliskili olarak kullanilmaktadir (Or: gen ekspresyonu, protein etkilesimleri, protein yapilar).

Biyoinformatik sadece bilgisayar tabanli bir bilim degildir fakat bilgisayarlar
biyoinformatik bilimi icin iki nedenle 6nemlidir; (i) bircok biyoinformatik probleminin

milyonlarca defa tekrar edilmesi gereken durumlarin varligi. Ornegin; her yeni bir sekanst,
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veritabaninda varolan sekanslarla karsilastirmak i¢in, (ii) bilgisayarlara problem ¢6zme
giicleri i¢in ihtiyac vardir. Ornegin; amino asit sekansi verilmis bir protein icin katlama

yollarinin olugturulmasi gibi (Westhead ve ark., 2002).

Internet tizerindeki bazi biyoinformatik siteleri ve veritabanlart:
http://www.ebi.ac.uk - The EMBL European Bioinformatics Institute
http://www.ncbi.nlm.nih.gov - National Center for Biotechnology Information
http://www.expasy.ch - Expert Protein Analysis System

http://www. ddbj.nig.ac.jp — DNA Data Bank of Japan
http://www.embl-heidelberg.de - European Molecular Biology Laboratory
http://www.barcodinglife.org — The Barcode Life Data Systems

http://www.gmd.de/welcome.en.ntml - German National Centre For Information

Technology

http://www.links.bmn.com - The BioMedNet gateway
http://hiv-weblanl.gov — HIV Veritabani
http://www.sanger.ac.uk/pfam - Protein Family Database
http://www.rcsb.org/pdb - Protein Data Bank

Eger biyolojik veri bilgisayar programlar1 tarafindan kullanilacaksa, bu veriler
bilgisayar tarafindan okunabilen standart bir formatta sunulmalidir. Verileri metin
dosyalarinin i¢ine koymak olduk¢a yaygin bir yontemdir bu sekilde veriler bilgisayar

tarafindan okunabildigi gibi insanlar tarafindan da okunabilmektedir.

Bir¢ok biyoinformatik veritabani ve yazilimlar sekans verileriyle ¢alismak igin
tasarlanmistir bu nedenle niikleik asit ve protein sekans bilgilerinin standart bir formatta
girilmesi gerekmektedir. En yaygin olarak kullanilan ii¢ sekans formati; NBRF/PIR

(National Biomedical Research Foundation/Protein Infirmation Resource), FASTA ve
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GDE’ dir. Bu ii¢ formatin herbiri sadece sekans verisini barindirmakla kalmaz, ayni
zamanda sekans tiplerini tanimlamak ve ilave bilgiler girmek igin imkan sunar (Ornegin:
sekans analizi gerceklestirilen canli hakkinda bilgiler, erisim numaras: vb.). Hizalanmis
(aligned) dosyalarin formatlar1 birgok farkli sekilde olabilmektedir. Yukarida bahsedilen
formatlar bu tiir dosyalar i¢in uygundur. Fakat hizalama islemi i¢in tasarlanmis baska 6zel
formatlar da bulunmaktadir. MSF (multiple sequence format) bircok yazilimda
kullanilmaktadir. PHYLIP (phylogenetic inference package), PHYLIP yaziliminin
hizalama formatidir ayrica CLUSTALW/X yazilimmin da kendine 6zel ALN formati
bulunmaktadir (Westhead ve ark., 2002).

1.4 Calismanin Amaci

Calismamizin amaci, ¢ok yonlii icerige sahip farkli disiplinlerin ortak bir sonug
olusturmasinin yani sira Kazdagi gibi diinya miras1 bir biyolojik cesitlilik kaynaginin
tasidig1 zenginliklerin agiga cikarilmasimi kapsamaktadir. Analiz edildiginde Orchidaceae
familyasinin ve salep elde edilen iiyelerinin diinya iilkeleri temelinde gerek tibbi
kullanimlar1 gerek ekonomik getirileri gerek bitki taksonomisi agisindan hibritlesmenin
yogun oldugu taksonlar1 igermeleri, ayrica yeryiiziinde “Orkide Sevenler Dernegi” gibi
topluluklar1 kurduracak oOl¢iide giizel cigeklere sahip olmalari, iizerlerinde arastirma
yapilacak degerleri tasidiklarimi ortaya koymaktadir. Keza, bu familya iiyelerinin
yeryliziinde yayilis alanlarinin da ¢ok genis olmasi, insanoglunun faydalanmasi acgisindan
ayrica bir énem olusturmaktadir. Bu 6zelliklerin toplami géz Oniine alindiginda yasam
cevremizi olusturan Canakkale — Kazdagi gibi ti¢ farkli fitocografik bolgenin kesisme
ortami olan, gerek stratejik ve gerek biyocesitlilik yonlerinden biiyiik dneme sahip olan bu
alanda, bu bitkilerin ozelliklerinin ortaya g¢ikarilmasinin bir zorunluluk haline geldigi
gercegine ulagsmaktayiz. Bu bilgiler dogrultusunda c¢alismamizin amaci, arastirma
sonuglarimizin diinya literatiiriinde ilk kez yayinlanacak olmasi gibi baska bir ayricalik
daha tasimaktadir. Kaldi ki bilimde ilerlemis iilkelerin veri bankalarinda bu familya
tiyelerinin  filogenetik agaglar1 olusturulmakta ve sistematik kategorileri siirekli
giincellenmektedir. Arastirma sonuglarimizin bu kollektif caligma siirecinde yararh
fonksiyonlara katki saglamasi s6z konusudur. Gelismis flkelerin ekonomik aktivite

islemlerinde dogal kaynaklarindan yararlanma yiizdeleri, gelismekte olan iilkelere oranla
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daha yuksek seviyelerdedir. Bunun sebeplerinden birisi, kendi tlkelerindeki biyolojik
cesitlilik elemanlarinin envanterlerinin ¢ikarilmis olmasidir. Ulkemizde heniiz yeterli
potansiyele ulasmamis olan bitkisel biyolojik cesitlilik envanterinin olusturulmasinda da
calismamizin pozitif yonde katkilar1 olmasi agikg¢a ortaya ¢ikmaktadir. Tiim bunlarin yani
sira calisma objemizi olusturan taksonlarin, iilkemiz yetkili kurumlarinca toplanmasi heniiz
yasak kapsamindadir. Ulkemizde Mart 2010 tarihli National Geographic dergisinden
“Tiirkiye’ nin Nadir Cicekleri Tehlike Altinda” bashikli yazida, bu konu mercek altina
almmis ve Prof. Dr. Tuna EKIM’ in danmismanliginda bir¢ok bilim adammin olusturdugu
bir komisyon tarafindan hazirlanan “Iinsan Tehtidi Altindaki Nadir Cicekler” adli haritada
Orchis anatolica 99, Orchis tridentata 101 kod numaralar ile insan tehtidi altindaki nadir
cicekler kategorisi igerisinde gosterilmistir (Bat ve dig., 2010). Bu olgu da bu taksonlarin
ozenle korunmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Ozet olarak vurgulamak gerekirse,
tilkeler arasi oneme sahip, biyolojik olarak da farkli taksonlarin bir arada goriilebildigi,
bitkisel acidan bakildiginda da yeryiiziinde biiyilk 6neme sahip bir bitki grubunun
iyelerinin ve de lilkemizde gelecegi tehlike altinda olan taksonlarin hemen hemen en son
modern molekiiler biyolojik teknikler ile arastirilip orijinal verilerin sadece Ulkemiz
literatlirtine degil tiim diinya literatiirine katki saglayacak bir arastirmanin

gerceklestirilmesi amacimizin 6ziinii olusturmaktadir.

Giliniimiiz taksonomik calismalari genel anlamda dis morfolojik 6zelliklere
dayanilarak gerceklestirilmekte, ancak bu ¢aligmalarin sitotaksonomi, kemotaksonomi ve
molekiiler taksonomi yontemleri ile desteklenmesi diisiincesi yiiksek oranda kabul
gormektedir. Cok yakin bir gegmiste bilimsel arastirmalarda kullanilmaya baslanan ve
glinimiizde de gittikge farkli canlilar {izerinde farkli yontemler ile sonu¢ alinmasini
kolaylastiran barkodlama teknigi, taksonomi caligmalarini en saglam sekilde destekleyen
bir yontem olarak goriilmektedir. Barkodlama tekniginin faydalar1 irdelendiginde;
sistematikte hizli, kesin ve kolay bir sekilde ve bitkinin (botanik ¢aligmalarinda) tamaminin
elde edilemedigi durumlarda tohum, kok, yaprak v.b. ¢ok kiiclik bir par¢asinin kullanilarak
(6zellikle endemik ve tehlike altinda olan tiirlerin tahrip edilmeden teshisleri) tiir
diizeyinde teshise olanak vermesi, morfoloji ve anatomi agisindan benzer ve kolayca
karistirilabilen taksonlarin hatalari tanimlamalarinin diizeltilmesi ve filogenetik agaglarinin
yeniden olusturulmasina imkan tanimasi, yiiksek oranda hibritlesme potansiyeline sahip

olan orkide uyelerinin hibritlik derecelerinin belirlenmesi ve ebeveyn tirlerinin
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saptanmasinda kullanilmas1 ve giin gectikce daha fazla alanlarda kullanilabilir oldugu

acikca gorilmektedir.
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

Orchidaceae familyas1 iiyeleri ile ilgili daha 6nceden yapilmis ve tez caligmasi ile
iligkilendirilebilecek molekiiler filogenetik, barkodlama ve molekiiler taksonomik

calismalarindan bazilarina bu boliimde yer verilmistir.

Cox ve ark. (1997), Cypripedioideae (Orchidaceae), 5 cinse ait 150 — 170 tdrin
iliskileri bakimindan bir¢ok taksonomik probleme konu olmustur. Bu ¢alismada 100 e
yakin orkide tiiriiniin ribozomal ITS bdlgesi sekanslanarak, parsinomi analizleri ile birlikte
kendi iclerindeki iliskiler arastirilmistir. Calismanin sonucu her cinsin monofiletik
oldugunu gostermistir. rbcL verileri gibi, ITS sekanslari da Mexipedium cinsinin

Phragmipedium cinsi ile kardes oldugunu ortaya koymustur.

Aceto ve ark. (1999), bu ¢alismada; Orchis ve bununla iligkili Aceras, Anacamptis,
Neotinea, Ophrys, Platanthera ve Serapias cinslerinin ITS bolgelerindeki varyasyonlar ve
neden olduklart filogenetik iliskiler karsilagtirilmistir. Calisma ile birlikte floral
morfolojinin yiliksek derecede degisken oldugu, su anki genelleyici limitlerin oldukca

yapay oldugu ortaya konulmustur.

Cameron ve ark. (1999), Orchidaceae familyasinin yaklagik olarak tiim tribus ve
subtribus kategorilerinden toplam 171 taksonun Kkladistik parsinomi analizleri, rbcL
nukleotid sekans analizi ile incelenmistir. Bu analizler sonucunda Orchidaceae familyasi
bes ana monofiletik klada boliinmiistiir; apostasioid, cypripedioid, vanilloid, orchidoid ve
epidendroid orkideler. Gelecekte yapilmast muhtemel morfolojik ve molekiiler

caligsmalarda standart olusturulabilmesi i¢in kladogramlar bu ¢aligmada verilmistir.

Douzery ve ark. (1999), bu calismada; Orchidaceae familyasinin bir tribusu olan
Diseae (Orchidoideae: Orchidaceae) ilk defa molekiiler filogeni ¢alismasi ile sunulmustur.

Nuklear ribozomun 1TS1, 5.8 rDNA ve ITS2 sekanslari, 30 Diseae, 20 Orchideae, 4
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Cranichideae ve Diurideae gruplar1 arasinda karsilastirilmistir. Morfolojik karakterlerin,

ITS filogenisi ile tanimlanan ve desteklenen gruplarla uyumlu oldugu sonucuna varilmastir.

Berg ve ark. (2000), bu calismada; Laeniilae (Orchidaceae) subtribusunun en iyi
bilinen cinslerinden 295 aksesyon ile Pleurothallidinae, Coeliinae, Meiracylliinae,
Bletiinae ve diger dis gruplar i¢in niikleer ribozomal ITS1 ve ITS2 DNA sekanslari,
filogenetik c¢aligmalar igin kullanilmistir. Calisma sonucunda Arpophyllum, geriye kalan
Laeliinae Uyelerinin kardesi olarak tanimlanmis, ayrica Meiracyllium (Meiracylliinae),

Euchile tiyelerine yakin bir pozisyona yerlestirilmistir.

Pellegrino ve ark. (2000), Italya’ da, Sassano’ ya yakin bir bolgeden toplanan 16
bireylik kiglk bir Orchis x colemanii populasyonu, O.mascula ve O.pauciflora tirlerinin
dogal hibritidir. O.x colemanii, O.mascula ve O.pauciflora turlerinin, rDNA fragmentinin
18S ve 258 bolgelerini de igeren ITS1, 5.8s tDNA ve ITS2 boldeleri PCR teknigi ile
cogaltilip ribozomal fragmentleri sekanslanmistir ve dot blot analizi yapilmistir. Boylece
hibrit tlirde, atasal bireylere ait genetik materyalin hangi oranlarda bulundugu ortaya

¢ikarilmustir.

Kores ve ark. (2001), calismada matK ve trnL-F plastid boélgelerinin DNA
sekanslamasi sonucunda elde edilen veriler Diurideae grubunun filogenetik analizinde
kullanilmistir ve Diurideae grubunun giintimiizde bilinen sinirlar dahilinde monofiletik
olmadig1 sonucuna varilmistir. Sekans bazli veriler esliginde olusturulan filogenetik
agaclar, bazi morfolojik karakterlerin daha once siniflandirmada kullanildigim
gostermektedir (Or: depo organlari, anter pozisyonlari, yetisme aliskanliklari, fungal
simbiyozlari, polinasyonlar1 v.b.). Calismanin sonucunda, gelecekte yapilacak olan

molekiiler caligsmalar ile filogenetik iliskilerin tekrar degerlendirilebilecegi vurgulanmistir.

Pridgeon ve ark. (2001), bu ¢alismada; Pleurothallidinae (Epidendreae: Orchidaceae)
subtribusunun evrimsel iligkilerini incelemek amaciyla 18 taksonun niikleer ribozomal
DNA’ lariin internal transcribed spacer (ITS1 ve ITS2) ayrica 5.8S geni sekanslanmustir.
Calismada dogrulugu arttirmak igin ayrica matK, trnL intronu, ve trnL-F intergenic spacer
bolgeleri de sekanslanmistir. Calismanin sonucunda Pleurothallidinae subtribusunun

monofiletik bir grup oldugu 6nemle vurgulanmastir.
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Soliva ve ark. (2001), bu ¢alismada cinsiyet ayrimi1 bakimindan aldatic1 olan Ophrys
(Orchidaceae) taksonlarinin ana soylariin filogenetik analizleri yapilmistir. Bu analizlerde
yol gosterici olarak ribozomal DNA’ sinin ITS (Internal transcribed spacer region) bolimi
ile kloroplast DNA‘ sinin trnL — trnF boliimleri sekanslanmistir. Calisma, Ophrys cinsinin

Euophrys ve Pseudoophrys olarak iki ana gruba ayrildigini desteklemistir.

Alvarez ve Wendel (2003), calismada; bitkilerde cins ve cins Otesi seviyelerde
filogenetik ifade icin en populer sekans dizilerinden birinin, nikleer ribozomal sistronun
18S-5.8S-26S bolgesinde bulunan Internal Transcribed Spacer (ITS) oldugu belirtilmistir.
Son bes yildaki ¢aligmalar incelendiginde, yayimlanan 244 makalenin %66’ smin ITS
bolgesi sekans verisi igerdigi goriilmiistiir. Calismada ITS bolgesinin neredeyse tamamen
universal olarak kullanilmasina ragmen, molekiiler filogeni calismalarinin, filogenetik

analizlerde tamamen giivenilir olmadig1 vurgulanmstir.

Sonnate (2003), bu ¢aligmada Lens culinalis subsp. culinaris taksonunun ve ayrica
yabani akrabalarinin nrDNA’ smin ITS bolgesi, cogaltilmis, niikleotid sekans
varyasyonlari bakimindan analiz edilmistir. Filogenetik analizler desteklemistir ki; L.
nigricans, , diger tiirlerden ayrilmistir. Bu galismaya gore, siklikla ¢aligilan iki tiir olan L.

lamottei ve L. tomentosus tiirleri, diger tiirlerden ayrilmistir.

Tsai ve ark. (2004), bu ¢alismada Tayvan’ da bulunan 12 Dendrobium tdrdndn
genetik iligkileri, ntDNA’ nin ITS bolgesi caligilarak belirlenmistir. 12 Dendrobium trd
arasinda genetik uzaklik belirlenip filogenetik aga¢ olusturulmustur. Calisma sonucunda;
Dendrobium linawianum, Dendrobium moniliforme, Dendrobium tosaense, Dendrobium
leptoclandum ve Dendrobium falconeri tirlerinin Dendrobium aurantiacum grubuna dahil
oldugu, Dendrobium chameleon tirinin Denrobium miyakei grubuna dahil oldugu ve
Dendrobium crumenatum tlrdnun ise Dendrobium equitans grubuna dahil oldugu ortaya

konmustur.

Chase ve ark. (2005), karasal bitki formlarinda DNA barkodlama problemlidir;
clinkii alglerde, hayvanlarda ve mantarlarda kullanilan DNA bdlgeleri, bitkilerde diisiik
derecede  varyasyon oOzelligine sahiptir. Barkodlama tekniginin  sistematikte

kullanilabilmesi i¢in, sekanslanacak genin yiiksek varyasyon o&zelligine sahip olmasi
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gerekmektedir. Bu c¢alismada plastid DNA’ smin psbA — trnH ve ITS bdlgelerinin

sekanslamada kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Devos ve ark. (2005), bu calismada Dactylorhiza fuchsii, D.saccifera, D.foliosa ve
D.maculata tiirlerinin muklear ribozomal DNA’ larinin ITS (Internal transcribed spacers)
ve ETS (External transcribed spacers) bolgeleri sekanslanmigtir. Diploid olan D.fuchsii ve
otopoliploid olan D.maculata turlerinin DNA polimorfizmleri bu c¢alisma ile agiga
cikarilmistir. Filogenetik agaclarin tekrar olusturulabilmeleri i¢in parsinomi ve Bayesian

analizleri yapilmistir.

Gulyas ve ark. (2005), Carpatho — Pannonian bdlgesinde Ophrys holubyana
Andrasovzskiy (Orchidaceae) tarinin hibrit kokenli olduguna inanilir. Tiriin hibrit
kokenli oldugu birgok arastirici tarafindan kabul edilmesine karsin bu hipotezi
destekleyecek herhangi bir molekiiler kanit bulunamamistir. Bu c¢alismada Ophrys
holubyana tirQ ile birlikte Ophrys fuciflora (Cr.) Rchb. ve Ophrys bicornis Sadler ex.
Nendtvich tiirlerinin de nrDNA ITS bolgeleri sekanslanmistir. Carpatho — Pannonian
bolgesindeki hemen hemen biitiin tiirler 6rneklenmis ve Ophrys holubyana, Ophrys
fuciflora ve Ophrys bicornis tiirlerinin ntDNA ITS sekanslar1 verilmistir. Calismanin
sonucunda Ophrys holubyana tirtnin nrDNA ITS bdlgesinin, Ophrys sistematigi ve
filogenisi ayrica hibrit bolgeleri ve derecelerinin belirlenmesinde kullanigli oldugu

belirtilmistir.

Kress ve ark. (2005), DNA barkodlamasi; biyocesitlilik c¢alismalari, juvenil
bireylerin teshisleri, cinsiyet belirlenmesi ve adli tip uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Sitokrom C oksidaz 1, hayvan tiirlerinin barkodlanmasi i¢in oldukca ideal bir enzimdir.
Bitkiler i¢in bu enzimin sekansi taksonomik agidan uygun bir sonu¢ vermemektedir ¢linki
bitkilerde bu enzim ¢ok yavas evrimlesmektedir. Cicekli bitkilerin barkodlanmasinda
niklear ITS bolgesi ve plastid geni olan trnH — psbA, barkodlama igin oldukca ideal
alanlardir. trnH — psbA bolgesi, yaklasik 450 bp uzunlugunda olup karasal bitkilerde

sekans kullanimi i¢in idealdir sonucu verilmistir.

Sass ve ark. (2007), bu ¢alismada kloroplast bolgeleri, kloroplast psbA — trnH ve
nikleer ribozomal internal transcribed spacer (nrITS) bolgeleri, Cycadales uyelerinin

arastirilmasi i¢in g¢ogaltilmistir. Amplifikasyonun kolayligini, evrensel primerlerle dizi
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tiretimini ve reaksiyon sartlarini, 6nerilen her yedi marker i¢in belirtilmistir. Buna karsin
Onerilen higbir marker, test edilen higbir tiir icin essiz bir tamamlayic1 saglamamistir.
Dizileme zorluklar1 nrITS i¢in bir dezavantaj olsa da, nrITS bdlgesi, degiskenligi

bakimindan en umut verici tanimlayici olarak belirtilmistir.

Barret ve ark. (2008), rbcL; bir¢ok bitkinin filogenetik ¢alismalarinda ve parazitik
bitkilerin evrimsel gelisim calismalarinda siklikla kullanilan genis bir alt tinite genidir. Bu
caligmada sekiz Corallorhiza tlrtinin rbcL geni sekanslanmistir. rbcL geninin filogenetik
calismalarda kullanilabilirliginin, 400’ den fazla calisma ile desteklendigi, bu ¢alismada
ortaya konmustur.

Kress ve Erickson (2008), arastiricilar bu ¢alismada DNA barkodlama tekniginin,
genomik tabanli arastirmalarda kullanilmalarinin  bir tesadiif olmadigini, DNA
barkodlarimin ve genomiklerin, geleneksel disiplinlerin Otesinde yeni sorulara cevap
verebildigini belirtmektedir. Standartlastirilmis kisa DNA sekanslarindan olugan DNA
barkodlarinin, gezegen {izerinde biitiin tiirlerde karakterize olabilecegi, arastiricilar
tarafindan g6z Oniine serilmektedir. Arastiricilara gére DNA barkodunu olusturacak
bolgenin (1) tiir seviyesinde genetik varyabilite ve farklilasma icermesi, (2) universal
primerlerin baglanabilecegi bolgeler icermesi, (3) DNA izolasyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in

elverisli ve kisa olmas1 gerektigi vurgulanmaktadir.

Lahaye ve ark. (2008), Genetik materyalin kisa fragmentlerinin sekansi, DNA
barkodlamasi olarak adlandirilmaktadir. Ekolojik arastirmalar ve koruma caligsmalarinin
bliylik boliimiinde, klasik taksonomik tanimlamalar kullanisli olmadiginda DNA
barkodlama yontemi olduk¢a yararlidir. Bu ¢alismada plastid genomunun matK geninin,
cicekli bitkilerin barkodlanmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismada, 1000’
den fazla takson iceren Mesoamerican orkidelerinin matK genlerinin barkodlanmasi yer

almistir.

24



BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM

Kaan HURKAN

BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal ve Laboratuar Donanimlari

3.1.1 Laboratuar donanimlari

Tez ¢alismasinda kullanilan laboratuar donanimlar1 Cizelge 3’ te verildigi gibidir.

Cizelge 3: Tez galismasinda kullanilan laboratuar donanimlari listesi

Donanim

Marka / Model

Mikrosantrifj

Eppendorf Minispin Plus

Manyetik karistirict

Yellowline MST Basic TC1

UV Transilluminator

UVP

Elektroforez

Atto AE-6125 Agarose EP Kit + Atto AE-
8150 Mypower 500 Gii¢ kaynagi

Su banyosu

Memmert W14

Mikropipetler

1-10pl, 10-100ul, 100-1000p!l Thermo
Scientific, Finnpipette F1

PCR Cihazi Bio-Rad PTC-200 DNA Engine Cycler
Hassas terazi Denver TP2014
Otoklav MLS-2420U
Fotograf makinesi Olympus Camedia C5060 + UV Filter

Derin Dondurucu

Arcelik 2031D

Sekans analiz cihazi

ABI 3130
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3.1.2 Kimyasal malzemeler, sarf malzemeler ve kitler

Tez calismasinda kullanilan kimyasal malzemeler, sarf malzemeler ve kitler Cizelge
4> te verildigi gibidir. DNA izolasyonunda 1X TE, elektroforezde ve agaroz jel

hazirlanmasi sirasinda 1X TAE tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.

Liyofilize durumdaki primerlerden ¢alisma ¢6zeltisi (working solution) hazirlanmasi
icin; primer sertifikalarinda belirtilen yogunluk degerlerinin 10 kat1 kadar saf su eklenerek
10X” lik stok primer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 10ul 10X’ lik stok primer
cozeltisine 90ul saf su eklenerek 100ul 1X calisma c¢ozeltisi (working solution)

hazirlanmustir.

Cizelge 4: Tez galismasinda kullanilan kimyasal malzemeler, sarf malzemeler ve kitler

Malzeme Marka / Model
Genomik DNA izolasyon Kkiti Fermentas — K0512
High Fidelity PCR enzim karigimi Fermentas — K0192
dNTP set Fermentas — R0181
Agaroz Prona — HS8012
PCR saflastirma kiti Fermentas — KO701
Jel izolasyon Kiti Fermentas — K0691
DNA Marker (1kb) Fermentas — SM0313
Tris Applichem — A5097.0250
EDTA Applichem — A5097.0250
PCR tupleri Clp — 3423.5.X, 0.2ml
Mikropipet uclar Thermo Finnpipette 1-10ul, 10-100pl, 100-
1000l
Ethidium Bromide Applichem — A1151.0005
Primerler Thermo - 0.2mmol
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3.1.3 Bitki materyali
3.1.3.1 Orchis anatolica BOISSIER

Sinonimleri: Orchis anatolica var. taurica REICHENBACH fil., Orchis anatolica
var. kochii BOISSIER, Orchis rariflora K. KOCH.

a) Yetisme ortami

Orchis anatolica seyrek Cam ormanlari, ¢orak araziler, ¢aliliklar ve makilikler
icerisindeki golgeli yetisme ortamlarini tercih ederler. Genellikle buralarda kuru, alkalen
veya hafif asidik topraklarda bulunur. Diiz alanlardan algak montan yiikselti basamagina
(1600m) kadar dikey yayilis gosterebilmektedir. Yatay yayilist ise Girit Adas1’ ndan, Ege
Adalar ve Tiirkiye iizerinden Iran, Suriye, Liibnan ve Kuzey Israil’ e kadardir. Kibris’ ta
da bulunur. Tiirkiye’ de Ege, Akdeniz ve Dogu Anadolu Béolgesi ¢ nde bulunur. Yerel adi
“damartarlik, dildamak, dili¢ikrik” olarak bilinmektedir

b) Ciceklenme zamani
Yiikseltiye gore Mart ayinin sonundan, Mayis ayinin sonuna kadardir.
c) Hibritleri

Orchis mascula subsp. mascula ile olanaklidir (Kreutz, 2009).
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Sekil 2: Orchis anatolica Boiss (6zgtin).
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3.1.3.2 Orchis tridentata SCOPOLI

Sinonimleri: Neotinea tridentata (SCOPOLI) R.M. BATEMAN, PRIDGEON &
M.W. CHASE, Orchis variegata ALLIONI, Orchis tridentata subsp. variegata
(ALLIONI) REICHENBACH fil..

a) Yetisme ortami

Makilikler, friganalar, cayir alanlari, kirag araziler, yamag¢ cayirlari, seyrek ¢am
ormanlart ve yaprakli ormanlar, (Mese) caliliklar, zeytinlikler ve Findik kiiltiirleridir.

Buralarda daha ¢ok alkalen ve kiregli topraklarda bulunur.
Yiikseltiye bagli (dikey yayilisi) kiyidan yaklasik 1700m’ ye kadardir.

Genel (yatay) yayilisi; ozellikle Orta ve Dogu Akdeniz Rejyonu’ nda yayilis
gostermekle birlikte bu tiir, Orta Avrupa’ da Hessen ve Thiiringen’ de adaciklar seklinde
bulunur. Ayrica Tiirkiye’ de, Kafkaslar’ da, Kuzey Suriye, Kuzey Irak ve Kuzey iran’ da

goralur.

Tiurkiye’ deki yayilisi; Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz ve Dogu Anadolu
Bolgeleri’ nde bulunur. Yayilis alan1 Orta Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu istisnasiyla
hemen hemen biitiin iilkeyi kapsar. Yetisme ortamlarinin gogunlugu Ege, Dogu Akdeniz

Bolgesi ve Karadeniz kiyilaridir. Yerel ad1 “beyaz dag salebi” olarak bilinmektedir.
b) Ciceklenme zamani

Deniz seviyesinde Nisan aymin basindan Karadeniz’ de daglik alanlarda Haziran

ayinin ortasina kadardir.
c) Hibritleri

Ortaya konamamustir (Kreutz, 2009).
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Sekil 4: Orchis tridentata Scopoli (6zgln).
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Tez ¢alismasinda kullanilan Orchis anatolica ve Orchis tridentata taksonlarinin

toplandiklar1 lokasyonlar.

Sekil 5
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3.2 YOntem

3.2.1 Bitki materyallerinin toplanmasi, teshisi ve DNA izolasyonuna kadar

muhafazasi

Orchis anatolica tiirti i¢in daha onceden tiirtin yayilisin1 belirledigimiz Kazdagi —
Ayazma (Canakkale) lokasyonuna arazi caligmasi diizenlenmistir ve bitki 29-04-2010
tarihinde, 39°44'37.40"N - 26°50'30.30"E  koordinatlarindan, 527m yiikseklikte
toplanmistir. Habitat 6zellikleri bakimindan bdlge, seyrek Pinus nigra ormani igerisinde
yar1 golgeli ve kayagl olarak tanimlanmustir. Bitkinin bulundugu bolgede Cistus creticus

ve Thymus serpyllum tiirlerinin de bulundugu gézlenmistir.

Orchis tridentata tiirii i¢cin Gelibolu Yarimadasi Biiyiikanafarta Koyl (Canakkale)
girisinde, 40°17'0.54"N - 26°20'10.16"E  koordinatlarindan, 85m yiikseklikten
toplanmustir. Bitkinin bulundugu bélge kayacli, tam giines géren, Quercus coccifera,
Thymus serpyllum ve Cistus cinensis tiirlerinin yogun bir sekilde yayilis gosterdigi bir
bolgedir. Ayrica bu orkide tiiriiniin Kazdag — Ayazma lokasyonunda, Orchis anatolica tiri

ile birlikte bulundugu tarafimizca gézlenmistir.

Tirlerin teshisi, ilgili flora ve monograflar kullanilarak yapilmistir (Komarov ve dig.,
1968; Tutin ve dig., 1980; Renz, 1984; Renz ve Taubenheim, 1984; Sezik, 1984; Delforge,
1995, 2006; Kreutz, 1998, 2000; Kreutz, 2009; Buttler, 2007).

Teshis edilen bitkilerden Orchis anatolica ve Orchis tridentata turlerinin DNA
izolasyonuna kadar muhafazalan silika — jel yontemi ile yapilmistir. Taze Orneklerden
kesilen yesil govde yapraklar kurutma kagidindan yapilmig zarflarin igerisine konularak
plastik posetlere konulmus ve bu posetlere toplam yaprak agirliginin 10 kati kadar silika —
jel ilave edilerek hava almayacak sekilde agzi kapatilmistir. Boylece hizli ve etkin bir
sekilde kurutma saglanarak bitki yapraklarindaki DNA yapist bozulmadan izolasyon

siirecine kadar saklanmustir.
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3.2.2 Bitki 6rneklerinin homojenizasyonu ve DNA izolasyonu

Bitki 6rneklerinin homojenizasyonu sivi azot ile sok dondurma ve daha sonra steril
porselen havanlarda mekanik ezme yoluyla yapilmistir. Toz haline getirilen bitki 6rnekleri

eppendorf tliplerine alinarak tizerlerine 200ul 1X TE tampon ¢dzeltisi eklenmistir.

Toz haline getirilerek homojenize edilmis bitki Orneklerinin DNA izolasyonu
Fermentas firmasinin “Genomic DNA Isolation Kit (Fermentas — K0512)” isimli Gruni ile
iiretici firmanin yayimladig1 protokole gére gergeklestirilmistir. Iki bitki tiirii igin {ic
tekrarli olarak toplam alti izolasyon yapilmistir. Izole edilmis DNA &rnekleri eppendorf
tiiplerinde +4° C’ de muhafaza edilmistir. Izolasyon sonrasi yapilan elektroforez

fotografina bulgular boliimiinde verilmistir.

3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR uygulamalar1 Bio-Rad marka thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir.
Reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Cizelge 5° te verildigi gibidir. PCR reaksiyonu
Fermentas marka “High Fidelity PCR Enzym Mix” (Fermentas — K0192) ile kurulmustur.
PCR dogrulugunu arttirmak icin reaksiyon iki tekrarli olarak hazirlanmistir. Kullanilan
bitkilerin genomik DNA’ larindaki ITS1, 5.8s rDNA ve ITS2 bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin
White ve dig., 1990 tarafindan tasarlanan ITS1A (ileri) ve 1TS4 (geri) primerleri
kullanmilmistir. ITS1 ve ITS2 bolgeleri herhangi bir protein kodlamazken, 5.8S bdlgesi
protein kodlayan bir bolgedir. Primer dizileri Cizelge 6’ da verilmistir. Primerlerin ilgili

DNA bolgesindeki yerlesimi Sekil 6’ da sematize edilmistir.

33



BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM Kaan HURKAN

Cizelge 5: Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in hazirlanan karigsim miktarlari

3 Tekrarh 2 Bitki Ornegi (6X karisim +
Standart Miktarlar (25 pl’ lik karisim)

1X yedek)
2,5ul NTP 17,5ul ANTP
2,5ul PCR Master Mix (MgCl,) 17,5ul PCR Master Mix (MgCly,)
1,0ul Ileri Primer (ITS1A) 7ul ileri Primer (ITS1A)
1,0ul Geri Primer (ITS4) 7ul Geri Primer (ITS4)
0,25ul Enzim (Her bir reaksiyon icin) 1,75ul Enzim
2,5ul kalip DNA 17,5ul kalip DNA (toplam)
15,25pl saf su 106,75ul saf su
Toplam hacim 25ul Toplam hacim 175ul
Cizelge 6: PCR reaksiyonunda kullanilan primer dizileri
Primer Adi Dizi
ITS1A (18 baz) 5-GACGTCGCGAGAAGTCCA- ¥
ITS4 (20 baz) 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’

18S | ITS-1 5.8S ITS-2 26S

ITS4 ‘

Sekil 6: PCR uygulamasinda kullanilan primerlerin genomik DNA’ da ilgili bolgelere

yerlesimi (http://pisum.bionet.nsc.ru/pg/32/42.htm18.gif adresinden degistirilerek).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu karigiminin hazirlanmasi sirasinda reaksiyonun istem
dis1 basglamasin1 engellemek icin PCR tiipleri buza gémiilmiis ve enzim, karisima en son

eklenmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in olusturulan PCR profili Cizelge 7° de verilmistir.

Cizelge 7: Polimeraz Zincir Reaksiyonu profili

Islem Sicakhk Degeri Sure Déngii Sayisi
I1k Denatiirasyon 94° C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94° C 20 saniye
Baglanma 51°C 30 saniye 33
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika 1

Toplam 35 dongiiden olusan PCR siiresi yaklasitk 2 saat 35 dakika olarak
hesaplanmistir. Reaksiyon sonrasi ornekler elektroforez islemine kadar -20° C’ de
muhafaza edilmistir. PCR sonrasi yapilan elektroforez sonuglarina bulgular boliimiinde yer

verilmigtir.

3.2.4 Agaroz jel elektroforezi

DNA izolatlar1 ve PCR iiriinleri %1 lik agaroz jel (Prona — HS8012) elektroforezi ile
ayrilmis ve UVP marka ultraviolet transilluminator tablasinda goriintiilenerek Olympus

Camedia C5060 fotograf makinesi ile fotograflanmistir.

DNA izolatlarinin agaroz jel elektroforezinde kiigiik elektroforez tanki kullanilmistir.
0,59 agaroz jel, 50ml 1X TAE tampon ¢ozeltisi igerisinde, 150° C’ de eritilmistir. Jel
sicakligi yaklasik 50° C seviyelerindeyken 4upl Ethidium Bromide eklenmistir. Jel
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katilasmadan, i¢ine tarak yerlestirilmis olan jel tepsisine dokiilmiistiir. Jel oda sicakliginda
katilastiktan sonra icerisinden tarak ¢ikartilarak elektroforez tankina yerlestirilmistir ve

lizerine jel seviyesini gegcecek kadar 1X TAE tampon ¢dzeltisi ile doldurulmustur.

PCR iirlinlerinin yiriitildiigii bliylik elektroforez tank: i¢in 2g agaroz jel, 200ml 1X
TAE tampon c¢ozeltisinde 150° C’ de eritilmistir. Yaklasik 50° C’ ye soguyan jele 8ul
Ethidium Bromide eklenmistir. Jel katilasmadan, i¢ine tarak yerlestirilmis olan jel tepsisine
dokiilmistiir. Jel oda sicaklifinda katilastiktan sonra icerisinden tarak ¢ikartilarak
elektroforez tankina yerlestirilmistir ve lizerine jel seviyesini asacak kadar 1X TAE

tampon ¢ozeltisi ile doldurulmustur.

DNA izolatlar1 ve PCR firiinleri kuyucuklara yiiklenirken Sul 6rnek, 1ul 6X yiikleme
tamponu ile karistirilmistir. Elektroforezde marker olarak 5ul 1kb DNA ladder (Fermentas
— SM0313) kullanilmugtir.

DNA izolatlarinin yiiritildigi kiigiik tank i¢in 110V / 30dk., PCR iiriinlerinin
yuriitiildigi biiyiik tank i¢in 130V / 60dk. elektroforez sartlar1 saglanmustir.

Elektroforez sonuglar1 U.V. tablasinda Olympus Camedia C5060 fotograf makinesi
ile U.V. filtre kullanarak fotograflanmistir.

3.2.5 DNA dizileme

DNA dizileme islemi i¢in ornekler saflagtirma yapilmaya gerek duyulmadan, PCR
tiplerinde REFGEN firmasina gonderilmistir. ABI 3130 model sekans cihazinin
kullanildig1r dizileme islemi i¢in PCR’ da kullanilan primerler ile ¢ift yonli okuma

yapilmistir.

Dizileme sonucunda elde edilen ¢ift yonlii diziler {ist {iste bindirilip basta ve sonraki

fazlaliklar kesmis ve herhangi bir hata olup olmadig1 kontrol edilmistir.
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3.2.6 Biyoinformatik caliymalar
3.2.6.1 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Bir gen veya protein sekanslandiktan sonra, ¢ogu zaman homolog veya benzer
olanlarini bulma yoluna gidilir. 1990 yilinda Altschul ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool gelistirilmistir. BLAST algoritmasi, sekans
sorgusunu kiiciik fragmentlere veya kelimelere boler ve veritabanindaki sekanslarla
yakinlik eslestirmesi yapar. Eger bu kisa fragmentlere uygun eslesme bulunursa, iki yonlii
olarak uzatilarak tam bir alignment (hizalama) yapilir (Salemi ve Vandamme, 2004). Bu
tekniklerle BLAST, herhangi bir protein veya gen sekansini, kendisine en yakin drnekle

eslestirme yoluna giderek bir liste olusturur.

Tez galismasinda elde edilen Orchis anatolica ve Orchis tridentata tirlerinin sekans
verileri ayr1 ayr1 olarak NCBI internet sitesindeki BLAST uygulamas: kullanilarak, en
yakin eslesme olan Orkide tiirleri bulunmus, bu listeden segilen Orkide tiirleri ile birlikte

filogenetik aga¢ olusturma yoluna gidilmistir.

BLAST parametreleri olarak “Nucleotide collection” veritabani, optimizasyon olarak

“Highly similar sequences (Megablast)” segenegi isaretlenmistir.

3.2.6.2 Alignment (Hizalama)

BLAST sonucunda elde edilen, sekans agisindan birbirine yakin olan tiirlerin
benzerliklerinin Kkarsilastirilabilmesi ve demonstre edilebilmesi i¢in ¢esitli tekniklerin
kullanildig1 bir hizalama programi gerekmektedir (Multiple Alignment Tool). Tez
calismasinda kullanilmak tizere EBI (European Bioinformatics Institute) internet
sitesindeki CLUSTALW?2 adli yazilimdan yararlanilmistir. Alignment sirasinda standart
(default) ayarlar kullanilmistir ve sonuglar CLUSTAL formatinda kaydedilmistir.
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3.2.6.3 MEGA 4 (Stable) (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)

MEGA programiin birgok beta siiriimii bulunmasma karsin, bu siirlimlerde
olusturulan filogenetik agaclarin makalelerde kullanilmamasi gerektigi, uygulamanin
internet sitesinde belirtilmektedir. Bu sebeple bu tez ¢alismasinda MEGA 4 (Stable)

siirlimii kullanilmustir.

CLUSTAL formatindaki hizalama dosyast MEGA 4 uygulamasi ile agilip, bu dosya
MEGA formatina doniistiiriilerek, filogenetik aga¢ olusturabilmek i¢in uygun duruma

getirilmistir.

Orchis anatolica ve Orchis tridentata tlrleri ile birlikte, 16 Orkide taksonunun daha
hizalandig1 dosya, MEGA 4 ile acilip dncelikle “distance matrix™ hesaplanmistir. Distance

matrix parametreleri su sekildedir;

Data type: Nucleotide

Analysis: Pairwise distance calculation

Compute: Distance only

Model: Maximum Composite Likelihood (Tamura ve Kumar, 2004)

Pattern among lineages: Homogenous
Rates among sites: Uniform rates
Gaps / Missing data: ~ Complete deletion

Substitution to include: Transition + Transversions

Daha sonra Orchis anatolica ve Orchis tridentata turlerini iceren toplam 18 Orkide
taksonunu igeren bir filogenetik agac olusturulmustur. Filogenetik aga¢ parametreleri su

sekildedir;

Data type: Nucleotide

Analysis: Phylogeny reconstruction

Tree inference method: Neighbour — Join (Saitou ve Nei, 1987)

Test: Bootstrap (500 replications, 24054 seeds) (Felsenstein,
1985)
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Gaps / Missing data: ~ Complete deletion

Model: Maximum Composite Likelihood (Tamura ve Kumar, 2004)
Substitution to include: Transition + Transversions

Pattern among lineages: Homogenous

Rates among sites: Uniform rates
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Arastirma Bulgular:

4.1.1 DNA izolasyonu bulgularina iliskin elektroforez goriintiileri

Sekil 7: Orchis anatolica ve Orchis tridentata taksonlarinin DNA izolasyonu bulgulari
(Al, A2 ve A3: Orchis anatolica, T1, T2 ve T3: Orchis tridentata, M: 1kb Marker).

DNA izolasyonu sonucunda uygulanan elektroforez gorintisiinde; ilk kuyucukta
DNA marker, devaminda ise sirayla Orchis anatolica (A1, A2 ve A3 olmak Uzere 3
tekrarli) ve Orchis tridentata (T1, T2 ve T3 olmak tizere 3 tekrarli) bulunmaktadir. Elde
edilen goriintiide, DNA kalite ve miktarinin ¢aligmanin devami igin yeterli miktarda

oldugunu gostermistir.
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4.1.2 PCR bulgularina iliskin elektroforez goriintiileri

M Al A? A3 AIT AT AT TI T2 T3 TIT T2T T3T M
N
&
= =
<= -3
1000 e - — — 4
15 - —— — —— ;
500 = =

Sekil 8: Orchis anatolica ve Orchis tridentata taksonlarinin PCR bulgular1 (A1, A2 ve A3:
Orchis anatolica birinci tekrar, A1T, A2T ve A3T: Orchis anatolica ikinci tekrart, T1, T2
ve T3: Orchis tridentata birinci tekrari, T1T, T2T ve T3T: Orchis tridentata ikinci tekrari,
M: 1kb Marker).

Her iki bitki tiirinden elde edilen 3° er tekrarli DNA izolasyon sonuglarina gore
yapilan PCR sonucunda elde edilen elektroforez goriintiisiinde, DNA dizileme i¢in en
uygun olan sonuclarin A2T ve T3T etiketli kuyucuklar oldugu gozlemlenmistir. PCR
sonucunda ¢ogaltilan bolge ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerinin yani sira kismen 18S ve
268 bolgelerini de icermektedir. Bu nedenle ¢ogaltilmis olan PCR iirliniiniin biiyiikliigiiniin

yaklagik 760bg oldugu goriilmektedir.

4.1.3 DNA dizileme

PCR drlnlerinden elde edilen elektroforez goriintiisiine herhangi bir saflastirmaya
gerek duyulmadan REFGEN firmasina gonderilerek dizilenmistir. Cift yonlii okunan
dizileme sonuglart SEQUENCHER 4.1.4 programu ile iist iiste bindirilerek hem basta ve
sondaki okunmayan bdlgeler atilmis hem de dizilemenin dogrulugu kontrol edilmistir.

Bitkilerde varyasyon gosterebilen ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bdlgesinin uzunlugu Orchis
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anatolica turiinde 636b¢, Orchis tridentata tiiriinde ise 629bg olarak belirlenmistir. Orchis
anatolica taksonuna ait G+C igerigi istatistiksel anlam degeri 0,5126, Orchis tridentata

icin ise G+C igerigi istatistiksel anlam degeri 0,4642 olarak hesaplanmustir.

4.1.3.1 BLAST ve ALIGNMENT bulgular:

4.1.3.2 Orchis anatolica turine ait bulgular

Orchis anatolica turunin ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolge sekanst National Center
for Biotechnology Information (NCBI) kurumuna gonderilerek, “HQ657131” benzersiz

erisim numarasi (accession number) alinmustir.

NCBI sitesinde BLAST (BLASTN 2.2.24+) (Zhang ve ark., 2000) islemi
uygulandiginda, Orchis mascula tiiri ile en yakin benzerlik gosterdigi izlenmistir.
Benzerlik degerleri ve hizalama karsilagtirmas1 Sekil 9° da verilmistir. Benzerlik yiizdesi

604 / 644 (%94), olusan gap sayis1 9 (%]1) ve toplam puan 959 olarak hesaplanmistir.

Score = 959 bits (519), Expect = 0.0
Identities = 604,/644 (94%), Gaps = 9/644 (1%)
strand=pPlus/Plus

query 1  TCGAGACCCTAAAGAGATCGAGTGATTTGACAACTTGTGAACACTTTTAGCAGCACATTA 60
LOLEETRERE TR e v e e e el
shjct 1 TCGAGACCCTAAAGAGATTGAGCGATTTGACAACTTGTGAACACTTTTAGCAGCACATTA 60

Query 61 ATGGTGCCGTGCACCCGTCCATTTGCTGCATGAAGAACCCGATGGGTGCATGTTGCAGGC 120

LLREEEE FPREr e e e iy rerenyinl
shjct 61  AAGGTGCCGCACACCCGTCCATTTGCTGCATGAAGAACCCGATGGGTACATGTTGCAGGG 120

Query 121 GGAGGGGAGATCCATTCGGCGCAGCTTTGCGTCAAGGAAAATACGCAGCATGAGCGGACT 180

\IIII\IIII\I II\IIII\IIII\IIII\IIII\I PEELELRLRETEETEnrnnn
sbjct 121 GGEGAGATCAATTCGGCGCAGCTTTGCGTCAAGGTAAATACGCAGCATGAGCGGACT 180

query 181 TTCAACC----A--TTCAAAGCAATTTGTTTTGGGGAGTTGTTGTTTGCTCCGAAAGAGT 234
LLETIT | I\IIII\IIIHIIII\IIII\IIII\IIII\II\III\IIII\I
sbjct 181 TTCAACCATATATCTTCAAAGCAATTTGTTTTGGGGAGTTGTTGTTTGCTCCTAAAGAGT 240

query 235 TGTAGGGCTCTCGGCAATGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATG 294
LOLEELRTRE e e e e il

sbjct 241 TGTAGGGCTCTCGGCAATGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATG 300

Query 295 CGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAA 354
) \IIIl\IIII\IIII\IIII\IIII\IIII\IIII\IIII\IIII\II\IIII\IIII\I
sbhjct 301 CGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCG 360

Query 353 CCTGAGGCCAGCTGGCTAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGCTGAATCGCTCCATA 414

LRERELREREr TRnE PRt ey el
shjct 361 CCTGAGGCCAGTTGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCATTGAATCGCTCCATA 420

Query 415 AGGCCTTC-CATGCTATGCGGTGGCCTTATC TAGGATGCGGTGAATGGCCCGTCATGTGC 473

TELEEE D TEErnent eer P ene e eer ener et
sbjct 421 AGATCTTCGC-TGCTATGCGATGGTCTTATCTAGGACGCGGGGAATGGCCCGTCATGTGC 479

query 474 TGATGCGTGGCAGGCTGAAGAGCGGGATGATTTTCTCTTGGCAATGAACGATTAATGGGT 533
L TR e e e ey PR e et

sbhjct 480 TTATGCGTGGCAGGCTGAAGAGCGGGATGGTTTTCTCTTGGCAATGAACGATTAATGGGT 539

query 534 GAAGCCTCGGTTTATCCTATCATCGTTAGGTTGCTTTGAGAAGTT-GTGCGTGT 592
JIIII\IIII\IIII\IIIHIIIHIIII\IlI\IIII\IIII\III [l
sbjct 540 GGGATGGAAGCCTCGGTTTATCCTATCATCGTCAGGTTGCTTTGAGAAATCAGTGCATAT 599

Query 593 CCCTGTCTAACCTAACTCACTTGTCACTGGAAGACAACTGACAT 636
LUL D DERE R R e e eeerenent et
shjct 600 CCCGGGCTAACCTAACTCACTTGTCATTGGAAGACAGCTGACAT 643

Sekil 9: Orchis anatolica ve Orchis mascula taksonlarinin hizalama (alignment) sonucu

(Query: Orchis anatolica, Sbjct: Orchis mascula).
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NCBI sitesinde BLAST (BLASTN 2.2.24+) (Zhang ve ark., 2000) islemi

uygulandiginda, Orchis anatolica tiirii ile yakinlik gosteren diger bir turiin Dactylorhiza

markusii oldugu goriilmiistiir. Benzerlik degerleri ve hizalama karsilastirmasi Sekil 10° da

verilmistir. Benzerlik yiizdesi 604 / 644 (%94), olusan gap sayis1 9 (%]1) ve toplam puan

959 olarak hesaplanmustir.

Score = 859 bits (519%9), Expect = 0.0
Identities = 604/644 (94%), Gaps = 9/644 (1%)
Strand=Plus/Elus
Query 1 TCCARGRCCC T AL A ARG AT CEAGTCAT TTCACARCTTGTGRARCACTTTTAGCAGCACATTA
TRTRRRien ey e Pennrennin i nnninnnl
Sbjct 1 TCoCAGRCCC T AL L R G ATTEAGCGAT TTCACARCTTCTGARCACTTTTAGCAGCACLATTR
Query &l ATGETGCCETGCACCCGTCCATTTGCTGCATGAAGRRCCCEATGEETGCATGTTGCAGGT
i P e tnennnnnnni
Sbjct 61 AL CETGCCECRCACCCGTCCATT TGO TGCATGRAGRRCCCGATGEGTACATCTTGCAGGE
Puery 121 GGRGGGGRGATCCATTCGGCGCAGCTTTGCGTCAAGGRARRRTACGCAGCATGAGCGRALCT
Frrerrreenrr reeenrrerrreerreerreerrr reeerrerrrerrrenrrnnni
Sbjct 121 GGRGGGGRGATCARATTCGGCGCAGCTTTGCGTCRAGGTARRATACGCAGCATGRAGCGEALCT
guery 181 TTCAACC——-—-A——-TTCARAGCAATTTGTTTTGGGGAGTTGTTGTTTGCTCCGARAGAGT
ARRAAN L T e e e e e e rrennnl
Skjct 1Bl TTCAACCATATATCTTCARAGCAATTTGTTTTGGGGAGTTGTTCTTTGCTCCTARRAGALT
Query 235 TGTAGGGCTICTCGGCAATGGATATCTTIGGCTCTCGCATCGATGARGAGCGCAGCGRALTS
TR rrenn e e renrrerrrnnnl
Sbjct 241 TGIAGGGCTCTICGGCAATGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAACAGCGCAGCGRARTG
Query 295 CGATACGIGGTIGCGRATTGCAGRATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCARGTTGCG
Frrrrrrrerrrerrrrrrren e rerrrrrrrnnnl
Sbjct 301 CGATACGTGGTIGCGRATTGCAGRATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCARGTTGCG
Query 355 CCTGAGGCCAGCTGGCTARGGGCACGTCCGCCTGEECETCARGCGCTGRARTCGCTCCATR
Prreerreeer reer reeeerrerrrrrrreerrerrreerr  rrerrrerrrnnni
Sbjct 36l CCTIGAGGCCAGTTGGCCARGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCARGCATTGARTCGCTCCATR
Query 415 AGGCCTTC-CATGCTATGCGGIGGCCTTATCTAGGATGCGETGAATGGCCCGTCATGTGE
PE o 1rre o rerrrrnrr v rrrrrr e rerr o rrrn e
Shjct 421 AGATCTTCGC-TGCTATGCGATGGTCTTATCTAGGACGCGGGGAATGGCCCGTCATGTGE
Query 474 TGATGCGTGGCAGGCTGARGAGCGGEATGATTTTCTCTTGECARTGARCGATTARTGGET
Porrrnre e e e ven e el
Skjct 480 TTATGCGIGGCAGGCTGARGAGCGEGATGGTTTITCTCTTGECAATCARCGATTAATCGEET
Query 534 GGGATGGRAGCCTCGGTTTATCCTATCATCGTTAGETTGCTTTGAGAAGTT-GTGCGTGT
T T N T
Sbjct 540 GGEGATGGRAGCCTCGGTTTATCCTATCATCGTCAGGTTIGCTTTGAGARATCAGTGCATAT
Query 593 CCCTGTCTAACCTARRCTCRCTTGTCACTGGRAGRCRACTGACAT 636
PR TR e rennenner rrrennl
Skijct 600 CCCGGGCTRAACCTAACTCACTTGTCATTGGAAGACAGCTGACAT 643

]

a0

120
120
180
180
234
240
284
300
354
360
414
420
473
4749
533
539
582

589

Sekil 10: Orchis anatolica ve Dactylorhiza markusii taksonlarinin hizalama (alignment)

sonucu (Query: Orchis anatolica, Sbjct: Dactylorhiza markusii).
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4.1.3.3 Orchis tridentata turtne ait bulgular

Orchis tridentata tiiriiniin ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolge sekanst National Center

for Biotechnology Information (NCBI) kurumuna gonderilerek, “HQ657132” benzersiz

erisim numarasi (accession number) alinmistir.

NCBI sitesinde BLAST (BLASTN 2.2.24+) (Zhang ve ark., 2000) islemi

uygulandiginda, Orchis tridentata tiiriintin, aralarinda dogal olarak hibritlesebilen Neotinea

ustulata tiirii ile benzerlik degerleri ve hizalama karsilastirmas: Sekil 11° de verilmistir.

Benzerlik yiizdesi 629 / 629 (%100), olusan gap sayis1 0 (%0) ve toplam puan 1162 olarak

hesaplanmistir.

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Skjct
Query
Skjct
Query
Skjct
Query
Skjct
Query
sbict
Query
sbict
Query
Sbijct
Query
Sbijct

Query

sbijct

1

1
el
el
121
121

181
241
241
301
301
3l
3el
421
421
481
481
541
541
601

601

Score = 1le2 bits (628), Expect = 0.0
Identities = 620/628 (100%), Gaps = 0/620 (0%)
Strand=Flus/Plus

ITCGEAGARCCCT T AR G TCGAGCGAT T TGACARCTIGTGARCTTATICAGCATCTIATAG
PERRETE T e e b e e e e e e b e e e e ey
TCERGRCCCTTARLAGRTCGRAGCGATTTGACARCTTGTGRACTTATTCAGCATCTTATRAG

CCTECATRLAALACCCEATREELACATATARTAGEC
Prrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrreenn
CCTGCATELAAALACCCEATGEELACATETAATAGEC

=0
H—

TEATGGEEAGATCARTTCEECECAGATT TECECCARGETATATATGTAGCATGAGCAGRGT
RN RN R R NN RN RN
TGATGEGAGATCRARTTCEGCECAGATTTGCECCRARGETATATATGTAGCATGRGCAGRGT

TCARCRACRTTTCCTCAARGCRATTTGTTTTATGGRGTTGTTCTTTGCTCTTARGTTET
| FEETEER e e e e v v e v v e v v e v v e e e v e el
TCARCRACATTTCCTCARRGCRAATTTGTTTTATGERAGTTETTCTTTGCTCTTARGTTGT

ATGGCTCTCGGCAATGEATATCT TEGCTCTCGCATCGATGARGAGCGCAGCGRARTECGR
RN N R N RN RN RN RN RN R R
ATGGECTCTCGGCARTGEATATCTTGGCTCTCGCATCGATGARGAGCGCAGCGARATCECGE

TACGTEETGCEART TECAGALTCCCETRAACCATCGAGTTTTTGARCGCARGTTGCGCCT
FEETEET e e e e v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TACGTGEETECEART TECAGAATCCCETGAACCATCGAGTTTTTGARCGCARGTTGCGCCT

GAGGCCAGCCEETCANGEECACGTCCGCCTIGEECEICARGCATTGARTCGCTCCATARTE
NN R RN RN R R R R RN R R RN R RN R R R RN R RN
GAGGECCAGCCEETCARGGECACGTCCGCCTGEECETCARGCATTGARTCGCTCCATARTE

CCITCGAT G I TATGICEIGEICI AT TTAGGAT GCGEAGAATGGCCCETCATGCGATGAT
NN RN R RN RN RN R R RN RN RN RN RN RA RN
CCITCGAT G I A TG ICETGEICI TAT I TAGGATGCEEAGAATGGCCCETCATGCGATGAT

GIGTGECAGECTERAGRGTEGEEATGATTTTCTCTTTGCARATGATCGATTRATGEETGGEE
R RN R RN RN R R R RN RN R R R R RN
GIGTGECAGECTRRAGRGTGEEATGATTTTCTCTTTGCARATGATCGATTRARATGEETGEE

ATGGEALGCCCCRGTTGATTCATCGTCAGET TGCTTGAGRARGCTATGCATTCCCCAGTTR
FERTTTR e e e e e e e e e e e e b e e e e e
ATGGARGCCCCAGTTGATTCATCGTCAGGTTGCTTGAGRAAGCTATGCATTCCCCAGTTA

ACCCRACTCRCRTTGGRAGRARTTGACRT 620
AR RN R
ACCCRACTCRCRTTGGRAGRARTTGRCAT 623

249
300
300
3e0
380
4240
420
480

540
549
e 00

600

Sekil 11: Orchis tridentata ve Neotinea ustulata taksonlarmin hizalama (alignment)

sonucu (Query: Orchis tridentata, Sbjct: Neotinea ustulata).
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NCBI sitesinde BLAST (BLASTN 2.2.24+) (Zhang ve ark., 2000) islemi

uygulandiktan sonra elde edilen diger bir bulgu ise Orchis conica tlriine olan benzerligi

olmustur. Orchis tridentata tiiriiniin dogal allopatrik tiirii olan Neotinea conica turu ile

benzerlik degerleri ve hizalama karsilastirmast Sekil 12” de verilmistir. Benzerlik yiizdesi

618 /630 (%99), olusan gap sayis1 5 (%0) ve toplam puan 1092 olarak hesaplanmustir.

Score = 1082 bits (591), Expect = 0.0
Identities = 618/630 (99%), Gaps = 5/630 (0%)
Strand=Flus/Flus
Query 1 TCGRGACCCT T AR L A TCCACGC AT TTCACARC T TETGARCTTATTCAGCATCTTATAG
PP e el
Sbjct 1 T CAGACCCT T AR A A TCEAGC AT TTCACAACTTETCAACTTATTCAGCATCTTATAL
Query 6l AT T TGT TG T GCACCCATTCGTCTCCTGCAT GRRRRRCCCGATGEGRRCATETARTAGET
PR EREr e reereener eerrnrrenerrerrrnnnnn
Sbjct 6l AT T TET TECGCACCCATTCETCTCCTRACATGAR AR TCCGATEEEARCATGTARTAGEC
Query 121 TCGATGGGAGATCAATTCGGCGCAGATTTGECGCCAAGETATATATGTAGCATGAGCAGAGT
Frrrrrrrenrrrerrrerren e rrerrrnnnnnl
Sbjct 121 TEATGGGAGATCAATTCGGCGCAGATTTGCGCCARGGTATATATGTAGCATGAGCAGRST
Query 181 TTCAACAACATTTCCTCAARGCAATTTGTTTTATGGAGTTGTTCTTITGCTCTT-AMGTTG
RN R R R R R R EE R EREEE RN EERE R
Sbkject 181 TTCAACAACATTTCCTCAAAGCAATTTGTTTTATGGAGTTGTTCTTTGCTCTTARAGTTG
Query 240 TATGGCTICTCGGCAATGGATATCTITGGCTCTCGCATCGATGARGAGCGCAGCGARATECE
R R R R R R R R R R R R R R RERRRR R
Skjct 241 TATGGCTCTCGGCAATGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGRAGAGCGCAGCGRARATGCG
Query 300 ATACRTGGETGCGAATTGCAGRATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGRACGCARGTTGCGECC
PP e e rrrrrnnnnnl
Skject 301 ATACGTGGTGCGAATTGCAGLRATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCLRAGTTGCGCC
guery 360 TGAGGCCAGCCGGTCAAGGGCACGTCCGCCTGEECGTCARGCATTGAATCGCTCCATART
PR TRRRe e e e e e e el
Sbjct 36] TEAGACCRAGCCGGETCAAGGGCACGTCCGCCTGEECETCAMGCATTGRAATCGCTCCATLAT
Query 420 ACCTTCGL TCGTGGETCTTAT TTAGEATGCGEAGARTEECCCGTCATGCGATGR
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Skject 421 TCCTTCGATGITATGTCGTGGTCTTATTTAGGATGCGGAGAATECGCCCGTCATGCGATGR
Query 480 TGTGTGGCAGGCTGARGRAGTGGGATGATTTTCTCTTTGCARRATGATCGATTARTGGETGG
PERETTRR e e e e e e el
Sbjct 481 TGETGTGECAGGCTGLAGAGTGEGEEATGATTTTCTCTTTGCARATGATCGATTAATGEGETEGE
Query 540 CGATGGRRAGCCCCAGTTGATTCATCGTCAGCTTGCTTGAGAARAGCTATGCATTCCCCAGTT
PP e e I TIrrrnn
Skjct 541 GATGGEAAGCCCCAGTTGATTCATCGTCAGGTTGCTTGAGRAAAGCTAT-——T-CCCCAGTT
Query 600 ARCCCRACTCACATTGGAAGARLTTGACAT 628
PR reeeer reer rennennnnernd
Skjet 597 ALCCCRAACTCATATTGAAAGRAATTGACAT ele

&0

60

120

120

180

180

2349

249

299

300

339

360

419

420

4749

480

539

540

589

5946

Sekil 12: Orchis tridentata ve Neotinea conica taksonlarinin hizalama (alignment) sonucu

(Query: Orchis tridentata, Sbjct Neotinea conica).
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NCBI sitesinde BLAST meniisii altinda “Align two or more sequences” secenegi
altinda hizalanan Orchis anatolica ve Orchis tridentata taksonlarindan elde edilen veriler
Sekil 13’ te verilmistir. Benzerlik ytlizdesi 540 / 632 (%86), olusan gap sayist 34 (%5) ve

toplam puan 627 olarak hesaplanmistir

Score = €27 bits (339), Expect = 0.0

Identities = 540/632 (B6%), Gaps = 34/632 (5%)

Strand=Flus/Plus

Query 1 TCGAGACCC-TARAGAGATCGAGTGATT TGACARCTTGTGAACACTT-TTAGCAGCA-CA 37
R R N R R R R R O AR A

Sbjct 1 TCGAGACCCTTARA - AGATCGAGCGATT TGACARCTTGTG-A-ACTTATT--CAGCATCT 335

Query 38 T-TA-ATGGTGCCGTGCACCCGTCCATT TGCTGCATGARGAACCCGATGEGTGCATGTTE 115
I e N N e e e R R R RN R R R R
Sbijct 36 TATAGATGTTGTTGTGCACCCATTCGTCTCCTGCATGARARACCCGATGEGRACATGTAR 115

Query 1le CAGGCGGAGGGGAGATCCATTCGGCGCAGCTTTGCGTCAAGRAARATACECAGCATGAGC 175
Sbjct 116 TAGGCTCATGGGACATCAATICGGCGCAGATTIGCGCCAAGGTATATATGTAGCAIGASE 175
Query 176 GGACTTTCAAC--CA--T--TCAARAGCAATTTGTTTTGGGGAGTTGTT GRR 229
Shict 176 AGAGTTTCRACRACATTICCTCAAAGCRATTIGIMTATGEAGTIGT

GTTTGCT

LI

CTTTGCT-C-TT 233

Query 230 AGRGTTGTAGGGCTCTCGGCRATGGATATCTTGSCTCTCGCATCGATGRAGRGCGCAGCE 289
R N NN NN NN,

Sbjct 234 A-AGTTGTATGGCTCTCGGCAATGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGRAGRGCGCAGCE 202

Query 290 ARATGCGATACGTGGTGCGRATTGCAGAATCCCGTGRACCATCGAGTTTTTGRACGCARAG 349
FERTERRr e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 293 ARATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGARTCCCGTGRACCATCGAGTTTTTGRACGCAAG 352
Query 350 TTIGCGCCTGAGGCCAGCTGG-CTARGGGCACGTCCGCCTGEECGTCARGCGCTERATCGE 408
LERTRTRRRReennner ve n R ey il
Sbjct 353 TTGCGCCTGAGGCCAGCCGGTC-ARGGEGCACGTCCGCCTGGECETCARGCATTERRATCGE 411
Query 409 TCCATAAGGCCTTCCATGCTATG-CGETGECCTTATCTAGGATGCGGTGRATGECCCETC 467
LT e O N O NN NN N NNRRANEY
Sbjct 412 TCCATARTACCTTCGATGTTATGTCG-TGETCTTATTTAGGATGCGGAGRATGECCCETC 470

Ruery 468 ATGTGCTGATGCGTGGCAGGCTGAAGAGCGGGATGATTTTCTCTTGGCAR-TGRACGATT 526
PP 0 Tnnr Py Prr e e ey venn ey il
Sbijct 471 ATGCGATGATGTGTGGCAGGCTGAAGAGTGGGATGATTTTCTCTTTGCARATGATCGATT 530
Query 327 RATGGGTGGGATGGRAGCCTCGGTTTAT ITGAGRAR-GTTE SBS
LERERRRTRT iy 1 1t i
Sbjct 331 AATGGGTGGGATGGAAGCCCCAGTTGA

o=

i
TT-GRAGARRGECTL 5BS

Query 586 TGCGTGTCCCT-GTCTARCCTAACTCAC-TTG 615
L Leer e e renenen i
Sbjct 586 TGECAT-TCCCCAGT-TRACCCRACTCACRTTG 615

Sekil 13: Orchis anatolica ve Orchis tridentata taksonlarinin hizalama (alignment) sonucu
(Query: Orchis anatolica, Sbjct: Orchis tridentata).

Tez calismasinda kullanilan her iki taksonun NCBI sitesindeki BLAST isleminden
sonra distance matrix hesaplanmasi ve filogenetik agac¢ olusturulmasi i¢in AY351379
(Orchis  mascula), AY369085 (Dactylorhiza markusii), AY364869 (Orchis
anthropophora), AM711745 (Orchis italica), AY364882 (Orchis purpurea), AY364880
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(Neotinea conica), AY364883 (Neotinea ustulata), AY699977 (Orchis militaris),
DQ303382 (Dactylorhiza ochroleuca), AY699510 (Dactylorhiza incarnata), DQ074228
(Dactylorhiza traunsteineri), AY364871 (Dactylorhiza sambucina), AY704975
(Platanthera chlorantha), AY699507 (Dactylorhiza saccifera), AY699441 (Dactylorhiza
fuchsii), AY699509 (Gymnadenia conopsea), AY699487 (Dactylorhiza foliosa) erisim

numarali (accession number) 17 Orchidaceae iiyesi secilmistir.

4.1.3.3 Filogenetik ve taksonomik bulgular

Orchis anatolica ve Orchis tridentata tiirleri ile birlikte, Orchidaceae familyasina ait
toplam 19 taksonun hizalanmasiyla olusturulan CLUSTAL formatindaki dosya, MEGA

formatina gevrilerek filogenetik aga¢ olusturulma yoluna gidilmistir.

Distance matrix islemi, Maximum Composite Likelihood (Tamura ve Kumar, 2004)
ve filogenetik aga¢ ise Neighbour — Join (Saitou ve Nei, 1987) yontemine gore yapilmis
olup ilgili parametreler Materyal ve Yontem béliimiinde verilmistir. Ilgili parametrelerde

olusturulan distance matrix Cizelge 8’ de, filogenetik agac ise Cizelge 9’ da gosterilmistir.

DNA sekans verilerine gore olusturulmus filogenetik agaca (Cizelge 9) genel olarak
bakildiginda; Dactylorhiza turlerinin ve Orchis tiirlerinin bulundugu iki ana kolun varlig

acikca goriilmektedir.

Filogenetik agac¢ bulgularma gore Orchis tridentata turl, Neotinea conica ve
Neotinea ustulata tiirleri ile ayni ortak atadan evrildikleri, birbirlerine ¢ok yakin olduklari
ve aynt kladin icinde yerlestikleri goriilmektedir. Sekans hizalama sonuglari
incelendiginde, Orchis tridentata ve Neotinea ustulata taksonlarinin ITS1, 5.8s rDNA ve
ITS2 bolgelerinin dizilerinin tamamen ayni oldugu goriilmekte ve kardes tiirler olarak
filogenetik agacta yer almiglardir. Sekans verilerine gore bu iki tiirdeki ITS1, 5.8S rDNA
ve ITS2 bolgelerinin tamamen korundugu sonucuna varilmaktadir. Bu iki tiir dogal olarak
hibritlesmeleri ile bilinmektedir ve Orchis x dietrichiana hibrit tlrini vermektedirler.
Ayrica bu iki tiir, tek niikleotid degisimiyle Neotinea conica tiirtinden ayrilmaktadir ve bu

ayrilik filogenetik agagta Neotinea conica tiiriiniin bir alt kladda yer almasi ile sematize
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edilmistir. Orchis tridentata tiirtiniin yakin benzerlik gosterdigi diger tiirler; Platanthera

chlorantha ve Gymnadenia conopsea turleridir.

Klasik taksonomik smiflandirma ilkelerine goére verilen isimlendirmeler
incelendiginde; NCBI sitesi taksonomik siniflandirma veritabanina gére Neotinea conica
tirindn sinonim isminin Neotinea tridentata subsp. conica oldugu goriilmektedir. Fakat
Royal Botanic Garden, KEW sitesindeki “world checklist” verilerine gore ise bu tlrln
giinlimiizde kabul edilen adinin Neotinea tridentata subsp. conica oldugu bilgisine
ulagilmistir. Ayrica ayni kaynakta Orchis tridentata tlrinun sinonim isminin, Neotinea
tridentata oldugu goriilmektedir Hem klasik taksonomi verilerine gore, hem de tez
calismasinda elde edilen filogenetik agag¢ goriintiisine gdre Orchis tridentata tlrdndn,
Neotinea tridentata subsp. conica (filogenetik agagtaki adi: Neotinea conica) turi ile ¢ok
yakin benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Literatiirde Orchis tridentata ve Neotinea conica
trlerinin, birbirleri ile karistirilmaya acik tiirler oldugu ve ayni1 zamanda Neotinea conica
tirindn, Orchis tridentata tiiriiniin allopatrik bir tiirii oldugu belirtilmektedir (Delforge,
2006). Bu bilgiler 1s1ginda, Orchis tridentata tiiriiniin, DNA sekans verileri tarafindan
olusturulan filogenetik agagtaki yerinin ve klasik taksonomideki yerlesiminin ¢ift tarafl
olarak birbirini destekledigi fakat Neotinea ustulata tiri ile %100 benzerlik ytzdesi
gosterdiginden dolayr taksonomik olarak iki tiiriin birbirinden sadece bu bdlgenin
sekanslanmasi ile ayrilamadigi goriilmektedir. Distance matrix tablosuna (Cizelge 8) bu

tiirlerin birbirlerine olan uzakliklari sayisal veriler esliginde sunulmustur.

Orchis anatolica tiiriiniin filogenetik agactaki yerlesimine bakilacak olursa; Orchis
mascula ve Dactylorhiza markusii tiirleri ile yakin yerlesimi goriilmektedir ve ayni ortak
atadan evrildikleri sematize edilmistir. Dogada Orchis anatolica ve Orchis mascula
taksonlariin hibritlesebildikleri, ilgili literatiirde belirtilmektedir (Kreutz, 2009). NCBI
sitesi taksonomik siniflandirma veritabanindan elde edilen verilere gore adi Dactylorhiza
markusii olan tdriin, Royal Botanic Garden, KEW sitesindeki “world checklist”
literatiiriinde kabul edilen admin Dactylorhiza romana subsp. romana oldugu
gorilmektedir. Bu tlrin her ne kadar floral karakteristik Ozellikler bakimindan Orchis
anatolica tiirline benzedigi goriilse de, yumrularindaki morfolojik farkliliklar ve diger
anatomik ve morfolojik 6zellikler bakimindan cins bazinda birbirlerinden ayrilmaktadirlar.

Bu nedenle Orchis anatolica tiirtiniin, Orchis mascula tiiriine yakin, Dactylorhiza markusii
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tiirline de gorece daha uzak oldugu sonucuna varilmaktadir. Filogenetik aga¢ ve distance
matrix verilerine gére Orchis anatolica tirunin, Orchis mascula ve Dactylorhiza markusii
tirlerine olan uzakligmin ayni oldugu gorintiisiinden, ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2
bolgesinin bu iki tiirde ayn1 derecede korundugu sonucuna varilmaktadir. Filogenetik
agacin ust bolgelerinde yer alan Platanthera chlorantha ve Gymnadenia conopsea tirleri
ile Dactylorhiza saccifera, Dactylorhiza fuchsii, Dactylorhiza sambucina, Dactylorhiza
foliosa, Dactylorhiza incarnata, Dactylorhiza traunsteineri, Dactylorhiza ochroleuca

tiirlerinin ayni1 atadan farklilastiklar1 goriilmektedir.
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Cizelge 9: Orchis tridentata ve Orchis anatolica taksonlarinin da dahil oldugu toplam 19

Orkide tiiriiniin, ITS1, 5.8s IDNA ve ITS2 bolgelerinin dizi analizlerine gore olusturulmus

filogenetik agaci.

ﬂ[ Dactylorhiza saccifera
Dactylorhiza fuchsii

100
— Dactylorhiza sambucina
ﬂ Dactylorhiza foliosa
Dactylorhiza incarnata
95 - Dactylorhiza traunsteineri
Dactylorhiza ochroleuca
| Platanthera chlorantha
[ 100 Gymnadenia conopsea
Neotinea conica
100 | | Orehis tridentata
BE—I Neotinea ustulata
100 Orchis mascula,
100 |Dacty|orhiza mark usii
Orchis anatolica
g5 — Orchis anthropophora
100[ | Orchis italica
Orchis purpurea
100 /———— Orchis militaris
bom
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4.2 Tartisma

DNA barkodlama teknigi ile filogenetik agaclar olusturulmasi ve taksonomik
siiflandirma yontemleri, Sitokrom C Oksidaz 1 (CO1) sekans analizlerinin, barkod olarak
kullanildig1 hayvan sistematigi caligmalarinda net ve basarili sonuglar vermektedir. Fakat
bu bolgenin yliksek bitkilerde kullanilmaya uygun olmayacak diizeyde yavas evrildigi
bilinmektedir (Kress ve ark., 2005). Literatiir 6zeti incelendiginde bitkilere uygun bir DNA
barkod bolgesinin aranmasi1 90’ 1 yillarin sonlarinda baglamaktadir. Bu asamada bir¢ok
gen bolgesi (ITS, trnH — psbA, matK, COl v.b.) tir diizeyinde tanimlamalarin
yapilabilmesine uyumlulugu agisindan arastirilmistir. Bu yillardan itibaren baslanan
denemelerde DNA barkodlama, DNA sekans verileri ile elde edilen filogenetik incelemeler
ve taksonomik c¢alismalarin, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilirligi ve kesin sonuglar

verebilecegi, konuyla ilgili birgcok makalenin sonug ciimlelerini olusturmustur.

Bitki filogenetigi ve taksonomisi konularinda kullanilabilecek evrensel bir DNA
bolgesinin bulunmast i¢in gergeklestirilen ¢alismalarin biiyiik bir bdliimiinde, tez
calismamizda kullanilan ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerinin kullanildigi, Alvarez ve
Wendel (2003) tarafindan yazilmis olan makalede acik¢a goriilmektedir. Bu ¢alismaya
gore 2003 yilina kadar yayimlanmig olan DNA barkodlama ile ilgili 244 makalenin %66’
sinin ITS bolgesi ¢alismalarini igerdigi goriilmektedir. Bu aragtirmalar arasindaki basarisiz
sonuglar irdelenerek ayni arastiricilar elde edilen verilere gore ITS bolgesinin, bitki

sistematiginde heniiz tamamen giivenilir olmadig1 yoniinde goriis belirtmislerdir.

Gilinlimiiz arastiricilarindan Kress ve Erickson (2008)’ yaptiklar1 ¢calismada, lizerinde
onemle durduklar1 konu olarak belirledikleri, barkodlama ig¢in kullanilacak bdlgedeki
ozellikleri olan (1) tiir seviyesinde genetik varyabilite ve farklilasma igermesi, (2) universal
primerlerin baglanabilecegi bolgeler icermesi, (3) DNA izolasyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in
elverigli ve kisa olmasi gerektigi gibi ozellikler, nedeniyle ¢alismamizda kullandigimiz ITS
bolgesinin filogenetik agacgta iyi sonu¢ vermesi sonraki ¢aligmalar i¢in de bu bdlgenin

umut verici oldugunu rapor etmislerdir.

Yakin gegmisten glinimiize bu konuda pozitif sonug¢ alan arastiricilar incelendiginde
ise azzmsanmayacak kadar fazla olduklar1 goriilmektedir. Ornegin; Cox ve ark. (1997)

tarafindan yapilan ¢alismada yaklasik 100 orkide tiiriiniin parsinomi analiziyle iliskileri
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arastirllmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler esliginde ITS bolgesinde meydana gelen
invertion / deletion (indel) aktivitesinin, evrimsel degisimler oldugunu ve bunun, iki tiirlin
ticiincii bir tiirle olan iliskisini gostermede acik bir bilgi sagladigi sonucuna varilmistir. Tez
calismamizda kullandigimiz ITS bdlgesinin, tiir bazinda isleyisini destekleyen bu
calismada, daha onceden yapilmis olan sistematik calismalarla kismi anlamda hemfikir

olundugu aciklanmaktadir.

Aceto ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada Orchis ve baglantili Aceras,
Anacamptis, Neotinea, Ophrys, Platanthera ve Serapias cinslerinin filogenetik iliskileri,
niikleer ribozomal DNA’ nin Internal Transcribed Spacer bolgesi incelenerek ortaya
koyulmustur. Calismada olusturulan filogenetik agacin, daha 6nceki vejetatif ve floral
morfolojik verileri desteklemedigi fakat izoenzim, karyolojik ve kloroplast DNA verileri
ile uyumlu oldugu agiklanmistir. Bu g¢alismanin sonucunda, bazi floral karakteristik
Ozelliklerin molekiiler verilerle uyumluluk gosterse de, cogu filogenetik yeniden
diizenlemelere uyumsuz oldugu, floral morfolojinin bircok etkileyici nedenden 6tiri
degisiklik gdsterebilecegi, ekolojik yakinlagsma ozelliklerinin ve / veya palinator
etkilesimlerinin, cins bazinda degisikliklere neden olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu
sonuclar 1s18inda morfolojik ozelliklerin her an, herhangi bir nedenle degisebilecegi ve
bunun, morfolojiye dayanan simiflandirma ydntemlerini yaniltabilecegini ve molekiiler
veriler kullanilarak olusturulacak yeniden diizenlemelerin iizerinde daha fazla durulmasi
gerektigi diisiincesini ortaya atmiglardir. Bu olumlu yaklagimin, tez ¢alismamizin amaciyla

bagdastirilabilecegi kanisini tagimaktayiz.

Orkidelerin hibritlesme potansiyellerinin ne kadar yiiksek oldugundan ve bunun
somut Orneklerinden “Bitki materyali” ve “Bulgular” basliklar1 altinda bahsedilmisti. Tez
calismamizda kullanilan her iki Orkide tiirlinlin de dogada hibritlerinin bulundugu
bilinmektedir. ITS bolgesinin, hibrit turlerin belirlenmesinde de ne kadar etkili bir yontem
oldugu Pellegrino ve ark. (2000) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ortaya koyulmustur.
Ribozomal fragmentlerin PCR ile ¢ogaltildigi ve dot blot analizlerinin yapildigi bu
calismada, Orchis x colemanii, Orchis mascula ve Orchis pauciflora tiirlerinin hibritlesme
dereceleri belirlenmistir. Bu ¢alismayla niikleer ribozomal fragmentlerin, hibrit tirlerin

belirlenmesi ve hibritlesme dereceleri konusunda fikir edinimi agisindan ne kadar etkili
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olabilecegi, blot analizlerinin sekans analizleri ile desteklenerek kesin ve tatmin edici

netlikte sonuglar alinabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Pleurothallidinae (Epidendreae: Orchidaceae) subtribusunun monofilik olusunu
degerlendirmek ve filogenetik iligkilerini belirlemek igin Pridgeon ve ark. (2001)
tarafindan yapilan ¢alismada 185 Orkide taksonunun ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgesi
sekanslanmigtir. Ayrica ITS bolgesinin yani sira matK, trnL intron, ve trnL-F bolgeleri de
sekanslanmistir. Calisma sonucunda elde edilen biitiin verilerin birbirleri ile uyumlu
oldugunu belirten arastiricilar, yalnizca floral karakterler basta olmak {izere morfolojik
Ozellik  benzesimlerinin  (homoplasy), subtribus diizeyinde filogenetik agaclar

olusturulmasinda kullanigsiz oldugunu bildirmislerdir.

Daha once Pridgeon ve ark. (2001)’ nin isaret ettikleri floral karakterler acisindan
yasanan olumsuzluklarin bu arastiricilar tarafindan da yasanmasi ancak diger karakter ve
sekans incelemesi yapilan bolgelerin sonuglarimin uyumlu olmasi bizlerde floral
karakterlerin ¢evresel faktorlerden fazlaca etkilendiklerini ve bu konuda gergeklestirilecek
calismalarda ozellikle floral morfolojik karakterlerin incelenmesinde dikkatli olunmasi
geregini gostermektedir. Tez c¢aligmamizin amacinda da bahsedildigi gibi morfolojik
verilerin, molekuler verilerle desteklenmesine (Orchis anatolica ve Orchis tridentata
tiirlerinde) yardimc1 olacak olan sekans verilerimizle, Orchidaceae sistematiginde
yapilacak olan yeni taksonomik ve filogenetik calismalara veri saglamis bulunmaktayiz.
Cunkd morfolojik-taksonomik verilere gore, sekanz analizi ile elde edilen verilerin surekli
bir sekilde tekrarlanabilmesi ve karsilastirlabilmesi olanagi ¢cok daha yiiksek giivenirlik ve

kesinlik saglamaktadir.

Tsai ve ark. (2004)’ nin gergeklestirdikleri ¢alismada, ribozomal DNA’ daki internal
transcribed spacer bolgesinin sekans analizine dayanilarak 12 Dendrobium (Orchidaceae)
tiriniin genetik iligkileri incelenerek bir filogenetik aga¢ olusturulmustur. Calismanin
sonucunda Dendrobium (Orchidaceae) tiirlerinin tanimlanmasinin ve genetik iliskilerinin
belirlenmesinin, ITS bolge sekansi ile kolayca yapilabildigi yargisina ulagilmistir. Boylece
Orchidaceae {iyelerinde ITS bdlgesinin filogenetik ve taksonomik islerlilik ozelligi

desteklenmektedir.
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Tez calismasinda  kullandigimiz  ITS  bdlgesinin, tiir tanimlamalarinda
kullanilabilecek diizeyde yeterli degisime sahip oldugu sonucuna Chase ve ark. (2005)
tarafindan yapilan ¢alisma ile varilmistir. Alglerde, hayvanlarda ve mantarlarda kullanilan
DNA bolgelerinin, bitkilerde kullanilamayacak kadar diisiik varyasyona sahip olmasi,
bitkiler i¢in farkli bir DNA bolgesinin sekanslanmasi gerekliligini dogurmustur.
Arastiricilar plastid DNA’ sinin psbA — trnH ile rbel bolgeleri ve genomik DNA’ nin ITS
bolgesinin, karasal bitkilerde kullanilabilir oldugunu belirtmiglerdir. Ayn1 zamanda Gulyas
ve ark. (2005) tarafindan da, nrITS bolgesinin Ophrys sistematigi ve filogenisi, ayrica

hibrit bolgeleri ve derecelerinin belirlenmesinde kullanisl oldugu belirtilmistir.

Calisma objemiz olarak segtigimiz Orchis anatolica ve Orchis tridentata
taksonlarmin ilk defa ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 boélgelerinin tamamen sekanslandig1 goz
Oniine alindiginda, onceki ¢aligmalarla bu iki tiiriin kiyaslanmasi ve tartisilmasi s6z konusu
olamamaktadir. Hizalama bulgulari incelendiginde Orchis tridentata ve Neotinea ustulata
taksonlarinin, c¢alistigimiz bolge dizilerinin tamamen ayni olmasi, sadece ITS bdlgesi
kullanilarak giivenli ve basarili bir taksonomik sonu¢ elde edilmesi yoniinde siiphe
uyandirmakta, ITS bolgesi ile birlikte baska gen ve / veya genler arasi bolgelerin de
sekanslanarak daha givenli sonuclar elde edilip edilmeyecegi diislincesini ortaya
cikarmaktadir. Bu noktada, Chase ve ark. (2005) ve Gulyas ve ark. (2005) adh
aragtiricilarin 6nerdikleri plastid DNA’ sinin psbA — trnH ile rbcl bolgeleri ve genomik
DNA’ simin ile bizim uygulama yaptigimiz ITS bolgelerinin birlikte analiz edilerek daha

basarili sonuglara ulasilabilecegi diisiincesini tagimaktayiz.
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

1990’ 11 yillarin basindan itibaren giin gectikge dnemi ve giivenirliligi artan, yani sira
diger yontemlere oranla daha kisa zamanda sonug veren molekdiler biyoloji tekniklerinden
birisi olan DNA dizileme yontemi ile elde edilen verilerle canlilarin teshisleri ve evrimsel
yollarinin yeniden ¢izilmesi, giiniimiizde bir¢cok arastiric1 tarafindan kabul goéren bir
tekniktir. Bir¢ok hayvanin teshisinde basarili ve giiven verici sonuglar elde edilen Sitokrom
Oksidaz 1 (CO1) geninin bitkiler aleminde kullanilamayacak kadar yavas evrilmesi,
aragtiricilart givenilir sonuclar elde edebilecekleri yeni genler ve genler arasi bolgeler
aramaya yoneltmistir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda tiim bitki gruplarinda kesin
sonug olarak kullanilabilecek bir DNA bolgesi heniiz ortaya konulamamig olmakla birlikte
bazi bitki gruplart icin baz1 bdlgelerin kesin ve gilivenilir sonug¢ verdigi, yakin ge¢cmiste
gerceklestirilen ¢aligmalarda rapor edilmistir. Arastiricilarca Onem tasiyan ve sikga
inceleme objesi olarak degerlendirilen Orchidaceae familyasi icin birgok molekiiler
filogenetik ve taksonomi g¢alismalarinda ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bdlgelerinin
kullanildig: ve biiyiik bir oranla da basarili sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu nedenle tez
calismamizda genomik DNA’ nin ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerinin sekans analizleri
gerceklestirilerek, Orchis anatolica ve Orchis tridentata taksonlarinda molekiiler filogeni
ve taksonomik yerlerinin belirlenmesinde basarili sonug verip veremeyecegi arastirilmistir.
Daha o6nceden sekans veritabanlarinda kaydi bulunmayan bu iki orkide taksonunun ayni
zamanda Kazdag: gibi {i¢ floristik bolgenin etkisi altinda bulunmasindan dolay1 Tiirkiye’
nin en 6nemli bitkisel zenginlik bolgelerinden birinde var olmasi, tibbi ve ekonomik
Onemini 6n plana ¢ikaracak 6l¢iide salep elde edilmesi ve ayrica bu bitkilerin soganlarinin
yurtdisina ¢ikarilma yasagi konularak koruma altina alinmis olmasi ¢alisma objemizin de

calisma konumuz kadar 6nem teskil ettigini gostermektedir.

Calismamizda elde edilen Orchis anatolica ve Orchis tridentata taksonlarina ait
ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerinin tamaminin olusturdugu sekans verileri basarili
olarak elde edilmistir. Bununla birlikte Angiosperm Uyelerinde ITS bdlgelerinin ¢cok kicuk

boyut farkliliklartyla varyasyon gostermesi, Orchis anatolica ve Orchis tridentata
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taksonlar1 ile birlikte toplam 19 taksonun hizalanmasi sirasinda herhangi bir sorunun
yasanmamast sonucunu dogurmus, hizalama sonucu olusan bosluk (GAP) sayisi,
filogenetik aga¢ olusturulmasimni engellemeyecek diizeyde sinirhi kalmistir. Elde edilen
veriler bilim diinyasinda orijinal olarak ilk defa ortaya koyuldugundan, Amerika’ da
bulunan NCBI veritabanina gonderilmistir. Merkez tarafindan verilerimizin dogrulugu
onaylanmis ve 26.12.2010 tarihi itibariyle NCBI (National Center for Biotechnology
Information), EBI (European Bioinformatics Institute) ve DDBJ (DNA Databank of Japan)

veritabanlarinda erisime agilmustir.

Orchis anatolica taksonundan elde edilen sekanslama verileri ile yapilan hizalama
sonucunda ve filogenetik agagtaki yerlesimi dikkate alindiginda pozisyonun dogru ve genel

olarak Orchis tiirleri ile birlikte gruplandig1 gériilmiistiir.

Diger bir agidan, hizalama sonucunda Orchis tridentata ve Neotinea ustulata
taksonlarmin %100 benzerlik gostermesi, klasik taksonomide de birbirlerine benzer olan
bu taksonlarin her ikisinde de ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bdlgelerinin korunmus oldugunu
gostermektedir. Bu goézlemle birlikte yalmizca 1TS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bdlgelerinin
sekanslamasiyla elde edilen verilerin, Orchis tridentata ve Neotinea ustulata turlerinin
ayirt edilmesinde yeterli olmadig1 sonucuna varilmistir. Bu konuda kesinlik ve yeterliligin
elde edilebilmesi igin bu taksonlarin kloroplast ve mitokondrial genomlarinda matK, trnL-
F ve trnH — psbA v.b. bolgelerinin arastirilmasi geregi ortaya ¢ikmaktadir. Bu konu da,
fazladan zaman ve islem gerektirdiginden, keza ayrica yeni bir yuksek lisans tezi
olabilecek kapasiteye sahip oldugu i¢in daha ileri bir donemde serbest ¢alisma yada yiiksek

lisans caligmasi olarak gerceklestirilmesi sonucuna ulagilmistir.

Hizli, kolay ve dijital tanimlama olanaklarinin yani sira, her seviyedeki arastiricinin
licretsiz  erisime  sahip  oldugu  veritabanlarindan  aldiklar1  sekanslar  ile
gerceklestirebilecekleri  taksonomik ve filogenetik caligmalar1 destekleyen farkl
organellerde molekiiler tekniklerin kullanilabildigi barkodlama ydnteminin gin gegctikce
artan onemi ve kesinligi, ileride yaygin olarak kullanilacak ve arazi ¢alismalarinda biiyiik
bir kolaylik saglayacak elektronik el tipi tamimlama cihazlarinin tasarlanma siirecinde
oldugu giiniimiizde, bu teknigin iizerinde ©nemle durulmasi ve gelistirilmesinin bir
gereklilik oldugu diisiincesini tasimaktayiz. Bilindigi gibi gerek eczacilik gerek tip

alanlarinda yada ticari meta olarak kullanilan bir¢ok kimyasal, biyolojik c¢esitlilik
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iiyelerinden elde edilmektedir. Ornegin antibiyotiklerin yaklasitk %25 i bitkisel
0zdeklerden tretilmektedir. Canlilar diinyasinda hibritlesme oraninin yiiksekliginin yan
sira degiskenlik gosteren fiziksel ve ekolojik faktorler neticesinde, ortama uyum gosterme
potansiyeline sahip taksonlarin birincil asamada sekonder metabolit iiretmeleri, daha
sonraki agamalarda ise genomik yapilarinda yeni genler olusturduklar bir gergektir. Birgcok
mikroorganizmanin kendi genomunun yani sira birden fazla sayida plazmid olusturmasi da
bu konuya 6rnek olarak verilebilir. Bu noktalardan hareketle yeni tiir olarak degerlendirilen
veya varligi daha Once bilinmeyen ancak giiniimiizde yeni tamimlanan taksonlarin
barkodlama yontemi ile akrabalik iligkilerinden yola ¢ikilarak sentezledikleri maddelere
ulagilmast keza dogru taksondan dogru maddenin iiretilebilmesi olasiligi ortaya
cikmaktadir. Bilimsel gergeklerin yani sira giiniimiiz diinyasi, ekonomik iligkilerin basat
olarak yasandigi bir sosyal yapilanma igerisine girmistir. Tiim bu O6zellikler gbz oniine
alindiginda barkodlama g¢aligmalarinin ¢ok yonlii faydalar1 oldugu ve insanlik aleminin

yasam kalitesine katkilar saglayabilecegi agik¢a goriilmektedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda; Orchidaceae familyasina dahil Orchis anatolica
ve Orchis tridentata taksonlar i¢in ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgelerinin genel anlamda
dogruya yakin sonuglar verdigini, fakat kesin ve tam anlamiyla giivenilir filogenetik ve
taksonomik sonuglarin eldesi i¢cin birden fazla gen ve / veya genler arasi bolgenin
sekanslanarak elde edilen veriler egliginde gozlemlenen sonuglarin degerlendirilmesi

gerektigi, tarafimizca onerilmektedir.
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