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OZET

Bu tez ¢alismasinda Orchidaceaea familyasina ait Orchis laxiflora ve Orchis
punctulata taksonlarinin, sistematik ve molekiiler filogenetik dzellikleri sahip olduklar
genomik DNA’larinin 18S ve ITS1 bolgeleri sekanslanarak ortaya konulmustur.

Slika — jel yontemiyle kurutulmus bitki 6rneklerinin basal yaprak hiicrelerinden
genomik DNA’lar1 izole edilmis ve 18S rDNA ve ITS1 bolgeleri 6nceden hazirlanmis
primerler kullanilarak cogaltilmistir. Bu c¢ogaltilmis bolgelerin DNA sekanslamasi
yapilarak elde edilen veriler, baz1 biyoinformatik ve filogeni programlar ile ¢aligilarak
bu bitkilerin molekiiler diizeyde simniflandirilmalar1 ilk kez ortaya koyulmustur.
CLUSTALW?2 yazilimi kullanilarak iizerinde calisilan bitkilerin diger Orchidaceae
tiyeleri ile olan hizalamalar1 tespit edilitken MEGA 4,0 (STABLE) yaziliminin
Neighbour — Joining (Saitou ve Nei, 1987) metoduyla da filogenetik agaglari
olusturulmustur. Hizalama sonucu olusan matrix — join tablosu ve filogenetik agac
olusturma islemi sonucu elde edilen veriler klasik taksonomi verileri ile karsilastirilmistir.

Bu tez ¢alismasi ile O. laxiflora ve O. palustris’in A. coriophora, A. morio, A.
champagneuxii ve A. pyramidalis ile ayr1 bir grup olusturdugu, O. punctulata’nin ise O.
italica, O. mascula, O. militaris, ve O. purpurea ile ayri bir grup olusturdugu, ayrica O.
punctulata’min Orchis cinsi i¢inde kalmaya devam etmesinin, O. laxiflora ve O.

palustris’in ise Anacamptis cinsine aktarilmasinin dogru olacagi sonuglarina varilmustir.
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ABSTRACT

In this study systematic and phylogenetic properties of the taxons of Orchis laxiflora
and Orchis punctulata from the Orchidaceae family were determined by sequencing
18S rDNA and ITS2 regions of their genomic DNA.

Genomic DNA’s were isolated from basal leaf cells of plant samples which were
dessicated by silica-gel method. The 18S rDNA an ITS1 regions were amplified by
previously prepared primers. The classification of these orchid species at the molecular
level was accomplished for the first time, by applying bioinfomation and phylogenesis
programs on the data obtained from the DNA sequences of these amplified regions.
CLUSTALW?2 program was used to determine the leveling of the species in question,
with the other Orchidaceae species. Their phylogenetic trees were built by using the
Neighbour-Joining (Saitou and Nei, 1987) method of MEGA 4,0 (STABLE) program.
The data obtained from the matrix-join table and phylogenetic trees were compared with
the classical taxonomical data.

In conclusion, O. laxiflora and O. palustris were grouped together with A.

coriophora, A. morio, A. champagneuxii and A. pyramidalis, in the same group, whereas



O. punctulata was grouped with O. italica, O. mascula, O. militaris, and O. purpurea.
Therefore it was proposed to keep O. punctulata to belong to the genera Orchis, but O.

laxiflora and O. palustris to be transferred to the genus Anacamptis
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BOLUM 1

1. GIRIS

Orchidaceae familyasi ismini Tip cinsi olan Orchis cinsinden almistir. Cezb edici,
gizemli, egzotik goriiniisleriyle insanlarin kalbinde ayri bir yere sahip olan Orchidaceae
familyasina ait taksonlarin tamami orkide ismiyle bilinmektedir. Orkideler sadece
insanlarin kalbinde degil sergiledikleri ¢esitlilik sayesinde botanik diinyasinda da dikkat
¢eken bir noktadadir. Yeryiiziinde Orchidaceae familyasinin igerdigi tiir sayilart ile ilgili
farkli bilgiler vardir; Arditti’ye gore, bitkiler aleminin en zengin familyasi olan
Orchidaceae; Sezik’e gore yaklasik 450 cins ve 18.000-20.000 tiir, Cullen’e gore 700 cins
ve 22.000-25.000 tir ve Allaby’e gore yaklasik 800 cins ve 18.000-22.000 tiir
icermektedir. Govaerts tarafindan yapilan son bir ¢alismaya gore yaklagik 25.000 ismin
islem gordiigii ve bu saymin 30.000’1 bulabilecegi, ¢iinkii her yil yeni tiirlerin hizli bir
sekilde artarak yayimlanmaya devam ettigi ifade edilmektedir. KEW Garden kayitlarina
gore ise bu sayr 26.000’in iizerindedir ve her yil 100 — 200 yeni tiir bu sayiya
eklenmektedir [1,2,3,4,5].

En sert kosullara sahip soguk veya kurak iklimler hari¢ kuzeyde Alaska ve
Isve¢’den giineyde Tierra del Fuego ve Macquarie Adalari’na kadar Diinya’nin her

yerinde orkidelere rastlamak miimkiindiir [6].

Tablo 1.1. Orchidaceae familyasinin diinyadaki dagilisi [7].

Yayihs Alam Cins Sayis1 (adet) Toplam Cins Sayis1
Tropik Amerika 250-270
Tropik Asya 260-300 740-840
Tropik Afrika 230-270
Okyanusya 50-70 50-70
A 1l A 40-60

vrupa ve .lman sya 60-85
Kuzey Amerika 20-25

Genel Toplam 850-995




1.1. Orchidaceae familyasinin genel 6zellikleri

Orkideler ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Genellikle ototrofiktirler, bazen heterotrofik
olabilirler, hatta bazen endotrofik mikorizalarla simbiyotik olarak hayatlarini devam
ettirirler. Orkidelerin yaklasik %70’1 epifit, %25°1 toprakta ve %5’ ise toprak altinda,
kayalar {izerinde, c¢iirlimekte olan bitkiler {zerinde, vb. sekilde yasamini
stirdiirmektedirler [2,8,9].

Ekvatoral kusagin “Jungle” denilen, ¢ok sik agagli veya yiiksek yogun otlu
tropikal ormanlarinda, agacglarin meydana getirdigi koyu golge nedeniyle, zeminde bitki
cok azdir. Bu ylizden bitkilerin biiyiik bir kismi epifittir. Epifitizmin en ¢ok bilinen
karakteristik Orneklerinden biri Orchidaceae familyasidir. Diinyanin epifit florasinin
biiyiik bir kismini- yaklasik 2/3’{inii- orkideler olusturmaktadir. Kiiltiirii en fazla yapilan
bitkilerin basinda, gosterisli ¢icekleri ile epifit orkideler gelmektedir. Ulkemizde de
bunlari bazi ¢igekgilerde gormek miimkiindiir [1,2].

Orkidelerde boylar1 birka¢ milimetreden metreye, agirliklar1 1-2 gramdan birkag
tona kadar olabilen tiirlere rastlanmaktadir. Ustelik bu gesitlilik bitkinin tiim kisimlarinda
kendini gostermektedir [10].

Toprakta yasayan orta kusak orkidelerinin, morfolojik olarak, toprak alt1 ve toprak
istii organlar tagidig1 goriilmektedir. Toprak alt1 organlar olarak, kok ve depo organlari
(yumru veya rizom) bulunmaktadir. Toprak altinda rizom veya yumru olmasi, toprak {istii
organlar1 (gévde, yaprak ve ¢icek durumu) tek yillik otsu olan bu bitkilere, ¢ok yillik olma
0zelligi kazandirmaktadir.

Kokler Listera’da oldugu gibi sacak seklinde, indirgenmis lifli veya
Epipogium’daki gibi korolloit, Spiranthes spiralis’daki gibi etli veya tuber (yumru)
seklinde olabilmektedir. Yumru bulunduran cinslerde, yumrunun sekli, sayisi ve
biiyiikliigii ayirt edici varyasyonlar gosterebilir. Yumrular elipsoit (Himantoglossum,
Orchis,...), parcalanmis (Dactylorhiza, Gymnadenia,...) veya Anacamptis, Neotinea,
Orchis, Ophrys, Serapias cinslerinde oldugu gibi yuvarlak ya da Platanthera’daki gibi
uzamig olabilir. Yumrulu orkidelerde, genellikle her bitkinin iki yumru tagidigi goriliir.
Bir onceki yilin yumrusuyla kist toprak altinda gegiren bitki bahar aylarina dogru ek
koklerinden birinin kalinlagmaya baglamasiyla ucunda bir yumru daha meydana getirir.

Yeni yumrunun gelismesiyle birlikte de yeni yilin siirgiin sistemi olusur. Bitki gelistikce



olusan yeni yumru da besin depolar ve gelisir. Eski yumru da kis aylarinda besin
deposunu tiikettigi i¢in i¢i bosalmis ve burusmus olarak yeni yumrunun yaninda, ona
yapisik bir halde bulunur [2,8].

Govdeler toprak iizerinde dik, ince veya kalin, genellikle dallanmamus, iizerinde
yaprak bulunduran bir goériinlimdedir ve ucta bir ¢icek durumunu tasir. Toprak alt1
govdeleri ise Cephalanthera, Epipactis, Limodorum, Listera cinslerinin bazi Tiir’lerinde
oldugu gibi metamorfoza ugramis ve besin depo eden rizom seklini almistir [1,2,8].

Yapraklar ince veya az ¢ok kalin ve etli, basit ve tam, sapsiz ve paralel damarlidir
ve ayrica yapraklarin sekilleri de linear, lanseolat, oblong, ovat veya orbikular gibi ¢esitli
sekillerde goriilebilir. Yapraklarin {ist yiizeyleri genellikle parlak, alt yiizeyleri ise mattir.
Yapraklar dizilisleri tabanda veya govde iizerinde sarmal veya karsiliklidir (Listera),
nadiren de bulunmaz. Tabanda olanlarda yapraklar ise Ophrys, Orchis cinslerinde oldugu
gibi govdenin etrafinda rozet olusturacak sekilde, bir araya toplanmis ve topragin {izerine
yayilmis olarak bulunur veya Orchis, Dactylorhiza’da oldugu gibi govde ile degisik agilar
teskil edecek sekilde yukar1 dogru dizilmislerdir. Govde ilizerinde sarmal dizilisli olanlar
ise, ¢igek durumuna kadar olan kisimda, ya Orchis, Limodorum, Neottia’daki gibi
gbvdeyi sararak bir kin meydana getirmisler ya da belirli araliklarla diizgiin sekilde,
govde tizerine aralikli olarak dizilmislerdir (Cephalanthera, Epipactis,...) [1,2,8,11].

Cigek durumu, rasemus (salkim) olabildigi gibi birkac veya cok cicekli bir spika
(basak) veya seklinde de goriilebilir. Cigekler bir braktenin koltugunda konumlanmigtir
ve zigomorfik, boy, sekil ve renkleri ¢cok degisken, genellikle resupinat (biikiilmiis,
burulmus) sekillerde bulunurlar. Brakteler genellikle pulsu, zarsi, otsu veya yapraksi bir
yapiya sahiptir. Dactylorhiza’da otsu Orchis’de ise zarst braktelerin bulunmasi
Dactylorhiza ve Orchis cinslerini ayiran temel 6zelliklerden biridir. Ovaryumdan daha
uzun brakteler olabildigi gibi ¢ok kisa pulsu bir yapiya indirgenmis brakteler de
goriilebilir. Bazi tiirlerde ise bir kin gibi ovaryumun {izerinde sarilidir [2,8].

Orkidelerin ¢icek yapilarinda, pek ¢ok bitkide oldugu gibi kaliks, korolla, erkek
ve disi organlar gibi kisimlar bulunur. Diger Monokotillerde goriilen ii¢lii gruplar
halindeki c¢icek yapilari orkidelerde de goriilmektedir ancak birgok tiirde agikga
goriilebilen 3 sepal ve 3 petal baz1 tiirlerde degisiklige ugradiklart icin kolayca ayirt
edilmezler. Periant yapist iki halkadan olugsmaktadir. Birinci halkada ii¢ii de birbirine

benzeyen parcali “sepal”, icteki halkada ise ikisi esit boydaki “petal” ve boyutlar1 bu
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ikisinden farkli olan “labellum” bulunur. Labellum genellikle renk, sekil ve yapi
bakimindan ileri derecede farklilasma gostermektedir. Sepaller bir iicgen meydana
getirecek sekilde dizilmistir. Ortada veya iist tarafta bulunan sepallere “dorsal sepal”,
yanlarda bulunan iki sepale ise “lateral sepal” ad1 verilir. Orkidelerin teshisinde sepal ve
petal yapilarinin; renk, sekil, yapi, bliyiikliik 6l¢iileri, birbirlerine olan oranlar1 ve yonleri
(dik, iki yana agilmus, geriye kivrilmis, one biikiilmiis) gibi 6zellikleri onemli 6l¢iitlerdir.
Sepallerin kolumna ve labellumun tabanini, bazen tamamini 6rtmesiyle migfer”’(baslik =
galea, hood) adi verilen 6zel bir yapt olusur. Migfer ii¢ sepalin birlesmesiyle veya
yalmizca dorsal sepalin iki petalle birlikte ileriye dogru egilerek birbirlerine yaklagmasiyla
meydana gelir. O. morio ve O. pinetorum’da migfer gevsek yapili veya O. simia ve O.
coriophora’daki gibi bitismis olabilmektedir. Labellumlar diger parcalardan daha biiyiik,
orkide ¢igeginin en goz alic1 kismidir. Tamami ayni1 renkte olabildigi gibi cins ve tiirlere
gore ¢ok degisik sekiller almistir. Pek c¢ok tiirde sekil ve renk bakimindan ¢ok biiyiik
farklilagmalar gosteren labellumlar canli, ¢esit ¢esit renklerle bezenmis ¢izgiler, benekler,
lekeler veya kendine has desenler sergilemektedir. Labellum, Orchis, Platanthera
cinslerinde basit, pargalanmamig (tam), Anacamptis, Dactylorhiza, Orchis gibi cinslerde
pargali olabildigi gibi Ophrys cinsinde de loblu veya kars1 dollenmede bocekleri gekmek
icin belirli boceklere asir1 derecede benzeyen, 6zel sekiller almis olabilir. Serapias,
Epipactis, Cephalanthera gibi loblu olan cinslerde labellum ortadan iki kisma ayrilmistir.
Bu iki kisimdan tabandaki parcaya “hipokil”, ugtakine de “epikil” denir. Cogu tiirde
goriildiigl iizere labellumun alt tarafi ters yonde uzamasiyla “mahmuz” adi verilen bir
uzant1 meydana gelir. Mahmuz, kisa veya uzun; ince veya kalin; konik, filiform veya
genislemis; torba seklinde, silindirik, ucta daralmis veya genislemis olabilir, degisik
yonlerde uzayabilir ve genellikle i¢ kisminda nektar tasir [2,8].

Orkidelerin genelinde goriildiigii gibi gelisme devresinde iistte bulunmasi gereken
labellum her ¢icegin kendi etrafinda 180° dénmesiyle ¢icegin alt kisminda konumlanir.
Bu degisime “resupinasyon” (biikiilme, burulma) denir. Orkidelerin biiyiik bir kisminda
meydana gelen bu olay sonrasinda ovaryum veya sap1 halat gibi burulur. Epipogium gibi
bazi cinslerde resupinasyon goriilmez ve labellum ¢igegin iist kisminda normal halinde
kalir [2].

Ureme organlari, birlikte uzayarak kaynasmis stigma, kolumna, anter ve iki kabul

organinin birlesmesiyle olusan stigmalardan olusur. Kolumna; stamenlerden olusan
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(ginostemiyum veya ginandriyum) bir organken, anter; merkezinde etli bir organ igeren
(rostellum) iki lokuluslu, lokuluslar1 bir dokuyla (konnektif) kaynasmis, bazen uzamis
gagams1t veya subulat sekilde, kolumna tabaninin yakinlarinda, her iki tarafta
staminodlara indirgenmis bir haldedir. Bir steril stigma rostellum seklindedir ve bu
rostellum anter ve fertil stigmalar1 birbirinden ayirir. Bazi cinslerde fertil 2 stigma,
rostellum ve labellumun tabani arasinda meydana gelen “stigmatik oyuk™ ad1 verilen bir
oyuk igersine konumlanmustir [2,8].

Polen tanelerinin birbirine yapisarak daha biiyiik bir kiitle olusturmus haline
monat adi verilir. Monat yapilarina Apostasideae, Cypripedioideae ve Neottioideae’de
goriilebilir. Diger orkidelerde polen taneleri tetrat adi verilen dortlii hiicre gruplarindan
olusur. Tetratlar ise sayist iki sekiz arasinda degisen poliniya olarak bilinen biiyiik
kiitlelerden olusur. Poliniya 2 tane ve 2 veya 4 parcalidir ve poliniyadaki polenler yapisma
ozelligi olan maddeler araciligi ile bir arada tutulur. Poliniya ve polen tanelerinin
Ozellikleri de taksonomik teshislerde biiylik 6neme sahiptir. Poliniya, 1 veya 2 tane
olabilen, yapiskan disk seklinde olan ve viskidiyum adi verilen bir yapiya baglanir.
Poliniyanin viskidiyuma baglandig1 sap da kavdikula olarak bilinir. Bu yapiya
“polinariyum” denir. Viskidiyum, polinariyumun olgunlasmadan kurumasini engelleyen
kapak seklinde sarkik bir doku ile ortiiliidiir. Bu yap1 rostellumun bir pargasidir ve
bursikula adin1 almistir. Bazi orkide tiirlerinde iki (diandrous), bazilarinda (sadece iki
genusta) 3 fertil stamen bulunsa da ¢ogu orkide tiirii bir fertil stamene sahiptir
(monandrous) ve stamenler daima ¢igegin bir tarafinda yerlesmistir [2,8,12].

Tozlagma, ozellikle ari, oriimcek, sinek, esek arisi, pervane gibi bdceklerin
vasitasiyla (entomofil veya entomogam) olabildigi gibi arikuslar1 da tozlagmay1 saglar.
Bu canlilari, genellikle mahmuzda bulunan nektar ve diger salgilar cezp etmektedir.
Tozlasma aracis1 canli, mahmuzdaki nektara ulasmak icin labelluma kondugunda
bursikula yerinden oynar, a¢ilir. Viskidiyum ve dolayisiyla polinariyum bdcegin bas veya
toraksina yapisir. Viskidiyum tabanindaki yapigkan sivi yaklasik 30 saniye icinde
kuruyup sertlesir ve bu yiizden polinariyum yapistig1 yerden kolayca ayrilmaz. Bu olayin
hemen ardindan polinariyum stigmaya temas edebilmek icin kendi ekseni etrafinda 90°
kivrilir ve 6ne dogru egilir. Bdylece bocek baska bir orkideyi ziyaret ettiginde
polinariyum sap1 kuruyup 90° déndiigii i¢in, stigma cukuruna temas edecek ve polenler

stigmaya tasinmis olacaktir [2,13,14].
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Ovaryum inferiyor (alt durumlu), sapsiz veya nadiren sapli, kivrilmis veya diiz,
plasentasyon parietal, olgun meyve kapsiildiir [8].

Orkide tohumlart minimum agirlikta maksimum hacme sahiptir ve i¢inde oval bir
embriyo bulunduran genellikle seffaf, ¢ogu kez fusiform seklinde bir testadan meydana
gelmektedir. Tohumlar sayilamayacak kadar ¢ok sayida, kiiciik, seffaf, endospermasiz ve
fusiform sekildedir. Farkli orkide cinslerinde ve tiirlerde testa ve embriyo renk, sekil ve
boyut agisinda cesitlilik gosterirler. Testa hiicrelerinin duvarlar1 diiz olabildigi gibi
kalinlagsmalar, retikulasyonlar veya katlanmalar da goriilebilir. Tohumlarin gostermis
oldugu bu varyasyonlar orkidelerin taksonomisinde ayirt edici kistaslar olarak
kullanilmaktadir [15].

Tohum sadece testa ve embriyodan ibarettir yani embriyoda besidoku
gelismemistir. Bu sayede besidokunun bulunmasi gereken yerde bir hava boslugu
olusmus ve tohumun riizgarla ugusmasi, havada daha uzun siire kalmasi, daha genis
cografyalara yayilmasi kolaylastirilmig olur. Orkide tohumlar1 su kaybindan dolay1
hacminin kii¢lilmesini engellemek ve bdylece minimum agirlikta maksimum hacimde
kalbilmek icin periklinal ve antiklinal yiizeylerinde kalinlagmalar ve retikulasyonlar
meydana getirmislerdir [1,16,17,18].

Orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in diistiigli yerin mikroklimasinin uygun
181, 151k, oksijen, nem ve toprak sartlarina sahip olmasi gerekmektedir. Ayrica orkide
tohumlar1 besidoku bulundurmadigi i¢in tohumlarin distiigli yerde embriyoya
cimlenebilmesi i¢in gerekli besini temin edecek mikrofunguslarin bulunmasi ve tohumun
bunlarla infekte olmas1 gerekir. Mikrofungus ortamdaki organik humusun
parcalanmasiyla olusan nigasta ve benzeri bilesikleri, suda ¢6ziinen maddeler haline
cevirerek geng orkide bitkisine gonderir. Baslangigta orkide tohumuna parazit olarak
infekte olan mikrofungus tohum tarafindan asimile edilir ve sonraki siiregte tohum ile
mikrofungus arasinda mutualist bir iligki baglar. Tohum ¢imlenmesinde 6nemli bir agsama
da yumru veya kdoklerin ve toprak yiizeyine ¢ikmaya baslayan siirgiin sisteminde ilk
yapraklarin olusmasidir. Yumru ve yapraklar ortalama 2-4 yil gibi uzun yillar sonunda
meydana gelirler. Cigceklenme igin ise ortalama siire ise 9-12 yildir. Bazi orkide tiirleri

mikrofungustan ayrilirken bazilar1 6miir boyu ortak yasama devam ederler [2, 11].



1.1.2. Orchis L. Cinsinin Genel o6zellikleri ve Trakya’da bulunan tiirlerinin

tayin anahtar

Pargalanmamuis, kiiremsi veya elipsoit yumrulu ¢ok yillik dik, otsu bitkilerdir. Yapraklar
beneksiz veya benekli, + tabana yakin dizilmistir. Spika brakte benzeri yapraklar tarafindan
sarilir, ¢ok cicekli, + silindiriktir. Cigekler sari, mor ve kirmizinin ¢esitli tonlarinda, nadiren
beyazdir. Brakteler zarsidir. Lateral sepaller yayilmig veya geriye dogru kivrilmig veya biitiin
sepaller petallerle birlikte bir baglik (migfer) seklinde birbirine yaklasmistir. Labellum + asag1
dogru yonelmis, parcalanmamis (tam kenarli) veya 3 loblu; orta lob parcalanmamis veya
parcalanmus, tiiysiiz veya yukariya dogru + papillos, sakkat ve filiform sekilleri arasinda bir
mahmuz tagir. Anter ovaryuma bagh kisa dik kolumna seklinde, anter hiicreleri (lokulus)
rostellumun katlanmig orta par¢asinin arasina parelel yerlesmistir. Polinariyum 2 tane, topuz
biciminde kavdikula’ya dogru daralmis, yalniz bir kese iginde sarilmig olarak (bursikula) bulunur.

Ovaryum silindirik, sesil, kivrilmis, tiiysiizdiir.

Arastirma bolgesinde tespit edilen 13 Orchis tiiriiniin tayin anahtar1 Tiirkiye
Florasi’ndan degistirilerek hazirlanmistir [8]:
1. Mahmuz kivrilmig ve yukariya dogru veya diiz ve yukar1 dogru yonelmis, bazen +
yatay (nadiren asagiya yonelir ama ucu daima yukariya yonelmistir: O. anatolica)

2. Cigekler sar1 veya sarimsi beyaz 11. provincialis

2. Cigekler kirmizidan pembeye kadar, nadiren beyaz
3. Sepaller ve petaller birbirine gevsek bir migfer seklinde birbirine yaklagmis
_______________________________________________________________________________________________ 7. morio subsp. morio
3. Sepaller yayilmis, lateraller dik veya geriye dogru
4. Yapraklar rozette, oblong-lanseolat, +obtus veya akuminat, orman bitkisi

_________________________________________________________________________________________________________ 10. pinetorum
4. Yapraklar rozette degil, lanseolattan lineara kadar, uca dogru sivrilir, bataklik
bitkileri
5. Labellum 3 loblu, daima beneksiz, lateral loblar belirgin sekilde geriye kivrilmus,

orta lob c¢ok kisa, emerginat, bazen yoktur 13. laxiflora

5. Labellum + yassi, 3 loblu veya bazen tam, koyu mor benekli, orta lob lateral
loblar Kadar uzun, 12. palustris

1. Mahmuz belirgin sekilde asagiya dogru yonelmis

6. Labellum tam, bazen 0n tarafinda hafifce emerginat
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6. Labellum 3 loblu, orta lob + pargalanmis

8. Labellumun orta lobu oldukg¢a kii¢iik, tiggenimsi, akut 1. coriophora

8. Labellumun orta lobu genislemis, iki lobiillii veya derin emerginat
9. Brakteler belirgin, gbze ¢arpici, ovaryuma esit uzunlukta, labellumun orta lobu +
emerginat, bazen ¢entik dar sivridisli 2. tridentata
9. Brakteler ovaryumdan c¢ok kisa, labellumun orta lobu derin bilobat, lobiiller
arasindaki dis belirgin
10. Labellumun orta lobunun pargalari lateral loblara benzer
11. Labellumun biitiin lobiilleri lanseolat, akut, bazen zigzagl veya + kivrilmig
_______________________________________________________________________________________________________________ 6. italica
10. Labellumun orta lobunun parcgalar1 + eliptikten oblonga kadar veya genis
kuneat, lateral loblardan farkl
12. Labellumun loblar1 diizensiz krenulat veya dentat kenarli, sepal migferi koyu

kahverengimsi mor 4. purpurea

12. Labellumun loblar diiz kenarli, sepal migferi kiil grisi veya sarimsi yesil

3. punctulata

1.1.3. Orkidelerin tibbi ve ekonomik onemi

Diinyada orkideler gida alaninda, parfiim eldesinde ve tibbi amaglarla

kullanilmaktadir. Ayrica siis bitkisi olarak da orkideler sektdrde degerli bir yere sahiptir.

Ulkemizde ise orkide tiirlerinden elde edilen salep asil kullanim alanini olusturmakta ve

cok eski devirlerden beri bilinen 6zellikle afrodizyak amacli kullanilan bir ila¢ olarak

taninmaktadir.

Orkide yumrularindan salep ismi verilen sicak bir igecek yapilir. Ayrica dondurma

vb. gida maddelerinin yapiminda ve siis ¢icekgiliginde de kullanilir. Son derece nadir ve

pahali bir bitki olan orkideler ¢ok yiiksek ekonomik degerlere sahiptir. Tiirkiye’de

bulunan orkidelerin yaklasik % 85’1 yumruludur. Bu orkidelerin ise yaklasik % 90’1 salep

elde edilmekte kullanilir. Her y1l 100 den fazla taksona ait yumrular salep elde edilmek
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lizere toplanmakta ve 40 tona yakin salep elde edilmektedir. Yapilan arastirmalara gore
ortalama iki salep yumrusunun kuru agirliginin yaklasik 1 gr oldugu belirlenmistir. Buna
gore her yil yaklasik 80 milyon orkide bitkisinin salep elde edilmek iizere dogadan
toplandig1 bilinmektedir. Diger taraftan sehirlesme, asir1 otlatma ve ormanlarin tarim
arazisine donistiriilmesi ve diger tarimsal faaliyetler ile de orkidelere zarar
verilmektedir. Bu durum bazi orkide tiirlerini nesillerinin yok olmasiyla kars1 karsiya
birakmaktadir. Bu nedenlerle, Tiirkiye orkideleriyle yapilan ¢aligmalara dnderlik yapan
Ekrem Sezik, tilkemizdeki biitiin yumrulu orkidelerin IUCN risk kategorilerine gore EN
kategorisine alinmasint ve salep elde edilmesinin yasaklanmasini Onermektedir.
Ulkemizde ticari salep elde edilen 6 ana bdlge belirlenmistir. Bunlar; Kuzey Anadolu
(Kastamonu), Giiney Bati Anadolu (Mugla), Giliney Anadolu (Antalya, Silifke), Giliney
Dogu Anadolu (Marag Salebi, Cayir Salebi), Dogu Anadolu (Dag Salebi, Cayir Salebi)
ve I¢ Anadolu (Akdag Madeni Salebi)’dir [20,21,22,23,24].

Tablo 1.2. Diinya genelinde orkidelerin kullanim alanlar1 [19].

Sira | Kullanim Alam1 | Onemli Baz: Tiirler Aciklama

Aceras, Anacamptis, Cephalanthera, Barlia,
Dactylorhiza, Comperia, Coeloglossum,

Epipactis, Goodyear, Gymnadenia, vanilya, salep,
Himantaglossum, Limodorum, Listera, dondurma,
1 Guda Neotinea, Neottia, Ophrys, Orchis, yogurt, pasta
Platanthera, Serapias, Spiranthes, yapimi

Traunsteinera

2 Parfiim-Koku Orchis punctulata | -
antikanserojen
3 Tibbi Vanda parviflora ve antiviral
Dendrobium, Phalaenopsis, Vanda, kesme cicek,
4 Siis Bitkisi Cymbidium, Paphiopedilum, Oncidium sakst bitkisi

Phalaenopsis, Cattleya

Salebin gida ve ila¢ sanayinde kullanilmasi, ekonomik degerini artirmakta, bu
durum ise orkideler tizerindeki baskiy1 artirmaktadir. Tiirkiye’de yilda 120 milyon orkide
sokiilmektedir. Bu bitkilerin iki yumrusu vardir. Bunlardan birisi digerinden daha kiigiik,
kahverengi ve biiziismiis yapilidir. Diger yumru ise daha biiylik, siskin ve parlak
goriiniimli olup, salep iiretimi i¢in bu yumru kullanilmaktadir. Sert ve seffaf goriiniimlii

olan yumrular 5-30 mm genislik ve 10-40 mm uzunlugunda yumurta seklindedir. Salep
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orkideleri yaklagik olarak % 50 bitki miisilaji, % 24 nisasta, % 1 seker ve % 10 protein
igerirler. Bu bilesenler salep olarak kullanimda 6nem tasimakla birlikte, salep nisastanin
suda ¢oziilen degisik bir tiirii olarak nitelendirilmektedir. Ancak salebin kimyasal yapisi
tam belirlenememistir. Sertligi saglayan glikomannan maddesi orkideler digindaki
bitkilerde de bulunabilmektedir. Tiirkiye’de bulunan 9 cinse ait 30 orkide tiiriinden salep

elde edilmektedir [25,26,27].

Tablo 1.3. Tiirkiye’de salep elde edilen orkide cins ve tiirleri [11,26,27,28].

Cins Tiirler

1 Aceras A. anthropophorum

2 Anacamptis A. pyramidalis

3 Barlia B. robertiana

4 Dactylorhiza D. iberica, D. osmanica

5 Himantoglossum  H. afine

6  Neotinea N. maculata

7  Ophrys 0. bombyliflora, O. ferrumequinum, O. fusca

8 Orchis 0. anatolica, O. coriophora, O. italica, O. laxiflora, O. morio, O.
pallens, O. palustris, O. pinetorum, O. provincialis, O. purpurea,
O. sancta, O. simia, O. spitzelii, O. tridentata

9  Serapias S. vomeracea

1.2 Barkodlama, molekiiler taksonomi ve filogeni

1.2.1. Barkodlama hakkinda genel bilgiler

DNA barkodlama terimi, literatiirde yaygin olarak kullanilmaya baglanan bir
ifadedir. Bu yontem temelde mitokondriyal DNA’nin 600-700 baz ¢ifti uzunlugundaki
standart bir bolgesinin hizli, dogru ve otomatik bir sekilde tiir tanimlamada
kullanilmasina dayanmaktadir [29]. Fakat DNA barkodlamanin, incelendiginde ¢ok da
yeni bir kavram olmadig1 goriilmektedir. “DNA barkodu” terimi ilk kez 1993 yilinda,
bilimsel ¢evrelerin ¢ok da dikkatini ¢ekmeyen bir ¢alismada (Arnot DE, Roper C,
Bayoumi RA. 1993) kullanilmistir. Hatta molekiiler araclar kullanilarak tiir
tanimlamalarinin gergeklestirilmesi ifadesi, bundan da eski bir kavram olarak, Sanger

dizileme tekniginden de once ortaya ¢ikmistir. Fakat DNA barkodlamanin gergek “altin
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cag1” 2003 yilinda baslamis ve konuyla ilgili yayimnlarin sayis1 hizla artarak, giinlimiizde
bu konuda yayinlanmis makale sayis1 10001 asmistir [30]. DNA barkodlamanin
potansiyel kullanicilar1 sadece taksonomistler degildir. Bu yontem adli bilimler,
biyoteknoloji, gida endiistrisi, hayvan besleme, genetik ¢esitlilik ve tiir ayrimi gibi bir¢ok
alanda kullanilabilecek bir arag olarak literatiirdeki yerini almistir [31].

Tirlere 6zgii DNA profillerini ortaya ¢ikaran DNA barkodlama yontemi, temelde
basit bir onermeye dayanmaktadir. Bu Onerme, organizmalarin genomlarinin kii¢iik
parcalarindaki DNA dizisi farkliliklarinin herhangi bir canlinin tiir seviyesinde
tanimlanmasini saglayacak biyolojik barkodlar olarak kullanilabilecegidir. Boylece,
tanimlanamayan tiirlerin DNA dizileri ile DNA barkod veri tabanlarindaki DNA
dizilerinin eslestirilmesi yontemiyle bu tiirlerin tanimlanmasin1 saglayacak evrensel bir
tiir teshis anahtart1 olusturulmasi miimkiin olmaktadir. Kisa DNA dizilerinin
kullanilmasinin temelinde, dizinin tiir i¢erisindeki farklilik seviyesinin tiirler arasindaki
farklilik seviyesinden daha diisiik oldugu varsayimi bulunmaktadir. Yontem, canlilardan
elde edilen doku 6rneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmesi, bu DNA’nin PCR ile
hedeflenen bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilmasi ve cogaltilan bolgenin DNA dizi
analizinin gerceklestirilmesi asamalarindan olusmaktadir. Bu islemler sonucunda elde
edilen DNA dizileri tiirlerin tanimlanmasinda kullanilan barkodlar olarak veri
bankalarina kayit edilmektedir [31].

DNA dizisi verilerinin isin igine girmesiyle filogenetik caligmalarda son yirmi
yilda ¢ok dnemli bir gelisme yasanmis ve farkli canli gruplarina yonelik genis 6lgekli
projelerin sayisinda artig goriilmiistiir. Molekiiler filogeni temelli bir projede éncelikle
analiz edilecek hedef grubun dl¢eginin (6rnegin familya) belirlenmesi, hedef grubu temsil
edecek taksonlarin belirlenmesi, DNA dizisi bilgilerinin elde edilmesi ve filogenetik
agaclarin olusturtulmasinda en uygun yontemin belirlenmesi (Maximum Likelihood,
Maximum Parsimony, Bayesian analizi vb.) gerekmektedir. Bu islemler detayli olarak
farkli calismalarda anlatilmakla beraber giiclii bir sekilde desteklenebilen filogenetik
agaclarin olusturulmasinda lokuslarin ve hedef grubu temsil edecek taksonlarin se¢imi
cok onemlidir. Kisa bir zaman dncesine kadar hedef gen se¢iminde dizi analizinde sikinti
yaratmayan 0zellikte dizilere sahip olan ve evrensel primerler ile cogaltilabilen ribozomal
genler tercih edilmekteydi. Fakat giiniimiizde, mevcut teknolojik gelismeler 15181nda daha

stratejik gen secimleri miimkiin hale gelmistir. Dolayisiyla, son zamanlarda

11



gerceklestirilen caligmalardaki filogenetik analizlerde farkli genomik kisimlardan
(6rnegin niikleus, mitokondri veya kloroplast), birden fazla lokustan, toplamda birkag
kilobaz uzunlugunda DNA dizileri elde edilmektedir. Boylece farkli taksonomik
seviyelerden elde edilen filogenetik ¢oziiniirligilin artirtlmast saglanmaktadir [32].
i. Bir gen bolgesinin DNA barkodu kadar kullanigh olabilmesi i¢in ii¢ 6zellige sahip
olmas1 gerekmektedir. Bu 6zellikler;
ii. tiir seviyesinde belirgin bir genetik varyasyon ve ayrim giiciine sahip olmasi,
ili. genis bir taksonomik oOlgekten canlilar i¢in uygun evrensel primerler ile
cogaltilabilen, korunmus ug bolgelerine sahip olmast,
iv. DNA ekstraksiyonu ve PCR sirasinda sorun yaratmayacak kisa dizi uzunluguna

sahip olmasi seklinde siralanabilir [33].

Genis veri dijitallestirme projeleri sayesinde, tiim diinyada biyogesitlilik calisan
arastirmacilar taksonomik literatiire rahatlikla ulasabilmektedir. internet erisimi tabanl
veri bankalari ile gegerli taksonomik isimlendirmeler ve sinonimlerinin de takip edilmesi
kolaylasmis durumdadir. Tiim bunlar c¢evrimig¢i tiir tayin anahtarlar1 ve yiiksek
coziinlirliikte dijital gorlintiiler ile birlikte degerlendirildiginde taksonomik bilgi hig
olmadig1 kadar kolay ulagilabilir hale gelmektedir. Tim bu gelismelere ragmen
morfolojik analizler halen ayrimi zor tiirlerin, larvalarin, yavrularin ve viicut parcalarinin
tiir seviyesinde tanimlanmasina yetecek kadar olanak saglamamaktadir. Tiirlerin daha iyi
karakterize edilmesi ve tanimlanmasinda, morfolojik tanimlanmasi gergeklestirilmis
orneklerden elde edilen standart, referans DNA dizilerinden yararlanilabilir. Cok genis
taksonomik Olgekteki Ornekler arasindan elde edilen belirli standartta DNA dizileri
herkesin ulasabilecegi ortak bir veri tabani altinda toplanabilir. Bilinmeyen tiirlerin
tanimlanmasi i¢in bu sekilde bir veri tabaninin olusturulmasi ve kullanilmasi zorunludur
[34].

Barkodlama yolu ile tiir tanimlanmas1 genel olarak, incelenen 6rnekten elde edilen
genomun standart bir kismindan elde edilmis ve DNA barkodu adi verilen kisa DNA
dizisinin kullanilmasiyla gerceklestirilir. Bilinmeyen tiir 6rneklerinden elde edilen bu
barkod dizileri, tanimlanmas1 gergeklestirilmis ve veri tabanina kaydedilmis barkodlar ile
karsilastirilir. Veri tabaninda kayitli barkodlardan biri ile eslesirse tiir tanimlamasi

gerceklesir. Eslesme gergeklesmedigi takdirde, benzerlik oranlarina gore, kayith tiirlere
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iliskin yeni bir barkod kaydi olarak (haplotip veya cografik varyete) veya potansiyel yeni
bir tiir olarak degerlendirilir [32].

Barkodlama c¢aligmalar1 genel olarak belirli taksonomik gruplardan 6rneklerin
elde edilmesi (miimkiinse morfolojik karakterler gibi klasik taksonomik ydntemler
kullanilarak tanimlanmasi), DNA barkod dizilerinin (COI geninin 655 baz ¢iftlik kismi)
elde edilmesi ve diger bilgiler ile bir araya getirilerek kataloglanmasi seklinde
yapilmaktadir. DNA barkod verilerinin analiz asamasi1 ise elde edilen niikleotid
dizilerinin hizalanmasi ile baslar. Hizalanan diziler, kontrol amaci ile kodon analizinden
gecirilir ve herhangi bir delesyon, insersiyon veya stop kodon olusumu olup olmadigi
tespit edilir. Ardindan Kimura 2-parameter (K2P) modeline gore genetik uzaklik matrisi
olusturulur ve karsilagtirilan diger tiirler ile iligkisi neighbor-joining (NJ) yontemine gore
cizilen agaclar ile gosterilerek tiir i¢i ve tiirler arasi sonuglart degerlendirilebilmektedir
[33].

1.2.2. Molekiiler taksonomi ve filogeni

Canlilarin taksonomik yerlerinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in kimi zaman
degisik tiirler arasinda morfolojik ve anatomik Ozelliklerin farkliliklar1 yeterli
olmamaktadir. Ayrica canlilarin yasadiklar farkli habitatlar da morfolojik ve anatomik
yapilarinda farkli degisimler meydana gelmesine neden olacagindan, ayni tiirlere ait
bireyler morfolojik ve anatomik olarak birbirinden farkliliklar gosterebilirler.
Taksonomik ¢aligmalarda bizi genetik yapidan faydalanmaya iten en dnemli neden de
genotipin fenotipten daha iistiin, kararli bir yapiya sahip olmasidir. Bir karakteri birden
fazla lokusun belirlemesi, bir genin birden fazla karakteri etkilemesi ve genotip-gevre
etkilesimi gibi iliskiler morfoloji yoluyla elde edilen bilgilerin tek basina yeterli olmasini
engellemektedir [35].

Delforge’e gore; giiniimiizde molekiiler taksonomi biiyiik hizla gelisen ve en ¢cok
tercih edilen sistematik metodu olarak gosterilmektedir. Bunun sebepleri ise: klasik
siniflandirma yontemlerinin karmasik bitki gruplarinin tayininde yetersiz kalmasi, melez
tirleri tanimlamada morfolojik, anatomik, vb yoOntemlerin yetersizliginden dolay1
hatalarin yasanmasi, yeni kesfedilen canlilarin mevcut sistematik birimlere dahil
edilmesinde yasanan sikintilar ve molekiiler biyoloji tekniklerinin hizli gelisimi olarak

belirtilmistir [36].

13



Bitkiler aleminin genis taksonlarinda habitat farkliliklari, klimatik faktorler,
kozmopolit yayilis, sik hibritlesme potansiyeli, toprak yapisinin degiskenligi gibi ¢esitli
sebeplerden dolay1 genotipik ve fenotipik varyasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Klasik
taksonomi yontemleri bu cesitlilikleri yorumlamakta yetersiz kalip ayni tiiriin
varyasyonlarini farkli tiirlermis gibi teshis ederek sistematik hatalara yol agmaktadirlar.
Genetik karakterizasyon ve klasik sistematik yontemlerinin birlestirilmesi sonucu ise
canlilarin adlandirilmas1 dogru yapilmakta ve filogenetik agaglara dogru olarak
yerlestirilerek akrabalik iligkileri hatasiz olarak belirlenmektedir. En kesin ve kaliteli
siniflandirma, evrimsel siirecin isler halde oldugunu gostermekte ve bununla birlikte
canlilarin tarihsel iliskilerine 151k tutmaktadir [36]

Gilinlimiizde, taksonomik 6zellikleri ve filogenisi arastiralan bir canlinin farkl bir
anatomik, fizyolojik ve morfolojik 6zellik gostermesi farkli bir tiir veya alttiir olarak
teshisinde yeterli bulunmamaktadir. Cilinkii bir tiire ait bireyler icinde bulunduklar1 farkli
ekolojik uyaranlardan dolay1 farkli fenotipik ve genotipik varyasyonlar gelistirebilirler.
Jens Causen, David Kech ve William Heisey (1958)’ in kayitlarina gore canlilarin
Ozellikleri sadece genetik faktorler tarafindan degil, bulunduklar1 ekolojik cevre
tarafindan da belirlenebilmektedir [37].

Filogenetik sistematik; hem nesli tiikenmis hem de yasayan canli tiirleri arasindaki
evrimsel iligkileri tanimlayan ve anlamaya galisan, biyolojinin bir ¢alisma alanidir. Bir
tiiriin evrim tarihini, dolayisiyla onun filogenisi, soy veya onlarin organ ve pargalarini ve
genetiksel iliskilerini agiklar. Molekiiler filogeni ise DNA ve proteinlerdeki degisimlerin
oranlarini ve seklini belirleyerek, genlerin ve organizmalarin evrimsel tarihini yeniden
diizenlemeye g¢alisir [38]. Bu ifadeden de anlasildig1 gibi molekiiler filogeni; gecmiste
yeryliziinde yasadigi bilinen ancak cesitli sebeplerden dolayi seleksiyona ugramas tiirlerin
glinlimiizde yasayan hangi canlilarla ne derecede akrabalik iliskilerinin bulundugu, bir
tirlin yeryliziinde ortaya c¢iktig1 giinden itibaren genotipik, fenotipik, morfolojik vb
ozellikler bakimindan ne gibi degisimler gosterip ge¢miste hangi canlidan koken almis

olabilecegi gibi sorulara cevap aramaktadir.

1.2.3. Niikleer ribozomal internal transcribed spacer (nrITS) bolgesi

Kodlanmayan iki degisken boélgeden meydana gelen ITS bolgesi, oldukca
korunmus kiiciik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bolgesi) ve de biiyiik
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alt birim (LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bélgede (ITS2) yer almaktadir.
ITS bolgesi 4 temel nedenle molekiiler karakterizasyon calismalar1 igin o6zellikle
kullanighdir [40,41,42]: (i) ITS bolgesi nisbeten kiigiiktiir (500-800 bp) ve evrensel tek
bir primer ¢ifti (rRNA alt birimleri igindeki korunmus bdolgelerin komplementeri)
kullanilarak PCR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir (i1) rDNA birimlerinin ¢ok sayida
tekrarlarinin  olmast nedeniyle, seyreltik ya da olduk¢a degrade olmus DNA
orneklerinden bile ITS bolgesi kolaylikla ¢ogaltilabilir (ii1) morfolojik a¢idan farkl tiirler
arasinda ITS bolgesi yeterince degisken olabilir ve bundan dolay1 ITSRFLP restriksiyon
verileri genetik uzakligi tahmin etmek i¢in kullanilabilir boylece filogenetik ve sistematik
analizler i¢in karakterler saglayabilir (iv) ITS tiire 6zgii problari, bir kromozomal
kiitiiphane olusturmaya gerek kalmaksizin hizli bir sekilde PCR ile {iretilebilir. Bir ¢ok
aragtirict dizilerin tekrarlayan birimler seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir
icinde benzer olma egiliminde olmasindan dolayi, tiire 6zgii problart gelistirmek i¢in
dizileri ITS bolgesinden segmektedir.

Gernandt ve Liston’a gore ITS bdlgesi angiosperm {iiyelerinde yaklasik 565 —
700bp uzunlugunda iken, gymnosperm iiyelerinde ise daha uzundur (1550 — 3125bp)
[42]. Yiiksek bitkilerde niikleer ribozomal RNA (nrDNA) genleri art arda gelen uzun
tekrarlar olusturur ve her biri 18S, 5.8S, 28S single transcribed bolgesi igerir. Bunlardan
ikisi kisa internal transcribed spacer (ITS1 ve ITS2), biri ise uzun extarnal
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 sekanslar1 daha derin filogenetik diizeylerde bilgi saglayabilir [43].

1.3 Biyoinformatik

Biyoinformatik terimi ilk defa 1990’larda kullanilmistir. Biyoloji ve enformasyon
teknolojilerinin birlesimi olarak dogan biyoinformatik ¢ok sayida verinin bilgisayar
programlari ile analiz edilip birbiriyle iligkilendirildigi bilim dal1 haline gelmistir. Bunun
yani sira onceki bilimsel aragtirmalardan elde edilen sonuglarin arsivlenip veritabanlari
olusturulmasi, taranmasi ve kayit edilmesi isleri de biyoinformatik biliminin dahilindedir.

Glinlimiizde biyoinformatik terimi birgcok farkli biyolojik veri ile iliskili olarak

kullanilmaktadir ve 6zellikle DNA, RNA ve proteinlerin analizleri ve yonetimlerinin yeni
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nesil ismi olmustur. 1960’lardan beri hesaplamaya dayali sekans analiz araglar
kullanilmaktadir ancak sekans tekniklerinin gelisimi, sekans verilerine ulasilabilecek
veritabanlarinin kurulumu ile birlikte hizli bir gelisim gdstermistir.

Biyoinformatik sadece bilgisayar teknolojisine bagli bir bilim olmamakla birlikte;
(i) birgok biyoinformatik probleminin milyonlarca defa tekrar edilmesi gereken
durumlarin varligi. Ornegin; her yeni bir sekansi, veritabaninda var olan sekanslarla
karsilastirmak igin, (ii) bilgisayarlara problem ¢6zme giicleri icin ihtiyac vardir. Ornegin;
amino asit sekansi verilmis bir protein i¢in katlama yollarmin olusturulmas: gibi iki
sebepten dolayi bilgisayarlar biyoinformatik bilimi i¢in 6nemlidir [44,45].

Internet lizerindeki bazi biyoinformatik siteleri ve veritabanlari:

http://www.ebi.ac.uk - The EMBL European Bioinformatics Institute

http://www.ncbi.nlm.nih.gov - National Center for Biotechnology Information

http://lwww.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.html - 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

Elde edilen veriler bilgisayar programlari tarafindan islenip analiz edilecegi igin
s0z konusu veriler metin dosyasi haline getirilmelidir. Bu sekilde verilerin bilgisayar ve
insanlar tarafindan goriiliip okunmasindaki sorunlar engellenmis olacaktir.
Biyoinformatik veritabanlarina gonderilecek sonuglari igeren sekans bilgileri de pek ¢cok
veritabaninda kullanilan standart bir diizende hazirlanmalidir. Bu formatlardan; FASTA,
GDE ve NBRF/PIR en yaygin olarak kullanilanlaridir. Veritabanlarinda kullanilan bu
formatlar ayn1 zamanda hizalama (alignment) islemi icin de kullanilabilmektedir ancak
MSF, PHYLIP ve CLUSTALW/X yaziliminin ALN formati gibi hizalama igin

tasarlanmis baska 6zel formatlar da bulunmaktadir [45].
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1.4. Calismanin amaci

Calismamizin amaci, klasik sistematik yontemler kullanilarak tanimlanan
Orchidaceae familyasinin iki tiyesini (Orchis laxiflora ve Orchis punctulata) molekiiler
sistematik yontemleri kullanarak yeniden teshis etmektir. Ciinkii glinlimiiz taksonomi
biliminde canlilarin tiirlerinin ve diger canlilarla olan akrabalik iliskilerinin
belirlenmesinde, filogenetik agaglardaki yerinin hatasiz ve kesin bir sekilde tespitinde
klasik sistematik yontemlerin yetersiz kaldigi goriilmektedir. Orchidaceae familyasinin
yeryliziinde en genis yayilis gosteren bitki taksonlarindan biri olmasi, ¢ok sayida hibrit
orneginin bulunmasi, tibbi alanda kullanilan tiirlere sahip olmasi, bazi ticari girisimlerde
ekonomik gelir saglamasi ve estetik agidan pek ¢ok insanda ayricalikli bir yere konulmasi
bu familya iiyelerinin tek tek taksonomik tespitlerinin yapilip filogenetik agaglarinin
cikarilmasi, veritabanlarinin olusturulmasi i¢in gecerli sebeplerdir. Gelismis lilkelere
bakildiginda gerek siyasi otoritelerden gerek sivil toplum orgiitlerinden gerekse sahsi
girisimlerden aktarilan kaynaklar ile iilke cografyasinin sahip oldugu biyolojik cesitliligi
arastirip tiim yonleriyle acgiga c¢ikarmak i¢in yogun ¢aligmalar oldugu goriilmektedir.
Ulkemizde ise bu ydndeki calismalarin énemi heniiz anlasiimaya basladigindan, sahip
oldugumuz canli ¢esitliliginin arastirilmasi, tespiti ve insanlara tanitilmasi i¢in daha
donanimli bilim insanlar1 yetistirilmekte ve bilim insanlarina daha fazla kaynak ve olanak
saglanmaktadir. Bu durum gz oniinde bulunduruldugunda yaptigimiz calismanin
tilkemizdeki Orchidaceae familyasinin gesitliliginin ortaya ¢ikarilmasinda biiyiik yarar
saglayacagl goriilmektedir. Ayrica aragtirma sonucu elde ettigimiz bilgilerin diinya
literatiirlerinde ilk kez yayimlanacak sonuglar i¢ermesi ¢alismamizin énemini daha da
arttirmaktadir.

Trakya Bolgesinde Gelibolu Yarimadasi’ndan, Yildiz Daglar1 ve g¢evresinden,
Saroz Korfezi civarindan topladigimiz, klasik taksonomi sonuclarina gére ayni tiire ait
oldugu diisiiniilen bitki 6rneklerinin molekiiler taksonomi yontemleri ile tiir tespitlerinin
yapildig1 bu tez caligmasinda yasadigimiz yakin ¢evremizdeki orkide ¢esitliligini ortaya
cikarmak da amaglanmistir. Farkli cografyalarda yasayan ve klasik tasonomiye gore ayni
tiir olan canlilarin molekiiler genetik diizeyinde de ayni olup olmadiginin arastirildig:
calismalar sayesinde daha kesin sonuclar elde edilecegi ve daha giivenilir veritabanlar
olusturulacag: asikardir. Zira yakin ge¢miste icat edilip ¢esitli yontemlerle gelistirilen,

bilimsel ¢aligmalarda daha hizli ve kolay sonu¢ alinmasini saglayan barkodlama teknigi
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molekiiler sistematik ¢alismalarinin en giiclii destekleyici elemani olarak goze
carpmaktadir. Barkodlama tekniginin molekiiler sistematige hiz, kolaylik ve kesinlik
kazandirmasinin yani sira tehlike altindaki tiirlerin tahrip edilmeden teshis edilebilmesine
olanak saglamasi da 6nemli bir 6zellik olarak gosterilebilir. Arastirilacak bitkinin tam
olarak elde edilemedigi durumlarda bile sadece kok, yaprak gibi kiigiik bir parcasi
kullanilarak bile teshisine imkan veren molekiiler taksonomi ve barkodlama tekniginin
morfolojik ve anatomik igerik agisindan biiyiik benzerlik gosterdiklerinden dolay1
karistirilan taksonlarin daha dogru ve kesin teshislerinin yapilabilmesi, hibritlesmis
orkide tiirlerinin ne derecede hibritlik gosterdiklerinin tespiti, kokenlerinin hangi
taksonlara dayandiginin saptanmasinda giivenilir sonuglar vermesi bu yontemin yakin
gelecekte daha da genis alanlarda kullanilacaginin habercisi olarak nitelendirilebilir.

Bu amagla bu ¢aligmada O. laxiflora, O. punctulata tiirlerine ilave olarak,
karsilagtirma amaci ile O. laxiflora ile ayni ortamlar1 paylasan O. palustris tiirii ve dis
grup olarak orkidelere yakin olan Liliaceae familyasindan Fritillaria stribnyi Velen tiirii

secilmistir. Bu sekilde aralarindaki farkliliklarin daha iyi anlasilacag: diistiniilmiistiir.
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BOLUM 2

2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Morfolojik ¢calismalar ve Tiirkiye’de Orchidaceae familyasi

Ulkemiz orkideleri hakkindaki en genis calismalar; J. Renz ve G. Taubenheim’in
Flora of Turkey’de yazdig1 Orchidaceae familyasi, Sezik’in yazdigi Orkidelerimiz ve en
son olarak Kreutz’'un Almanca ve Tiirk¢e olarak yazdigi Tiirkiye Orkideleri adli
eserlerinde verilmektedir. Kreutz’un bu eserinde iilkemizde dogal yayilis gosteren 170
orkide taksonu renkli resimleri ile birlikte yayilis alanlar1 Tirkiye haritas1 lizerinde
isaretlenerek gosterilmistir. Ayrica bu eserde Tiirkiye orkidelerinin, botanik 6zellikleri,
ekolojik istekleri, dogal yayilig alanlari, yasam tehditleri ve koruma onlemleri oldukca
ayrintili bir sekilde verilmistir [2,8,46,47].

Tirkiye’de dogal yayilis gosteren orkideler de orta kusak orkideleridir. Bu
orkideler toprakta yasar, yasadiklar1 bolge ve yer géz oniine alinarak orta kusak orkideleri
veya toprak orkideleri olarak adlandirilirlar. Orta kusak orkideleri, morfolojik olarak
toprak alt1 ve toprak {iistii organlar tasimaktadir. Toprak alt1 organ1 olarak kok ve depo
organ (yumru veya rizom) bulunmaktadir. Toprak altinda yumru veya rizom
bulundurmalari, toprak {stli organlar1 (govde, yaprak, cicek) tek yillik otsu olan bu
bitkilere ¢ok yillik olma 6zelligi kazandirmaktadir. Ulkemizde dogal yayilis gdsteren
orkidelerin biiyiik ¢ogunlugu ototrof, az bir kismu saprofittir. Anadolu orijin merkezi
olarak adlandirilan gen merkezlerinden Kiiciik Asya ve Akdeniz gen merkezlerinin
sinirlart i¢inde yer almasindan ve sahip oldugu iklim, toprak, fitocografik bolge ve
jeolojik yap1 6zelliklerinden dolay1 ¢ok zengin bir floraya sahiptir. Dogal olarak genel
floradaki bu zenginlik orkide zenginligine de yansimaktadir.

Tiirkiye orkide bakimindan Avrupa ve Ortadogu’nun en zengin cografyalarindan

biridir. Ulkemizin hemen her yerinde degisik orkide tiirlerine rastlanabilir. Ulkemiz
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orkideleri ile ilgili ilk bilgi Boissier tarafindan verilmistir. Bu ¢alismada Tiirkiye’de 15
cinse ait 60 tiiriin yayilis gosterdigi bildirilmistir [48].

Daha sonra ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda Tiirkiye
orkidelerinin cins, tiir, varyete sayilari ile yayiliglart verilmis, bazilarinda ise orkidelerle
ilgili anatomik, morfolojik ve korolojik bilgiler verilmistir. Orkidelere 6zel bu
caligmalarin diginda iilkemizde yapilan ¢ok sayidaki floristik ¢alismayla da Tirkiye
orkideleri ile ilgili 6nemli veriler elde edilmistir. S6z konusu bu c¢alismalarin disinda,
orkidelerin ekonomik, molekiiler, eczacilik, ekolojik, korolojik, etnobotanik, doku
kiltiirii, anatomik ve morfolojik ag¢idan incelendigi bazi calismalarda gergeklestirilmistir
[49-61].

En son literatiir bilgilerine gore; lilkemizde Orchidaceae familyasi, 24 cinse ait
170 takson ile temsil edilmektedir. Bu taksonlardan 146°s1 tiir, 32’si alttiir ve 10°u
varyete kategorisindedir. Tiirkiye’nin Tehdit Altindaki Nadir Tiir ve Endemik
Bitkilerini risk kategorilerine gore siniflandiran Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi’nda
sadece endemik olan 14, endemik olmayan 10 orkide taksonunun tehlike kategorileri
belirtilmistir. Diger taraftan, CITES (The Conversion on International Trade in
Endengered Species of Wild Fauna and Flora)’in listesinde ise Tiirkiye orkidelerinden
55 takson yer aldig1 goriilmektedir [62,63]

Trakya orkideleri lizerinde yapilan ayrintili caligmalar ise azdir. Yapilan literatiir
arastirmalarinda Trakya Bolgesi’nde Orchidaceae Familyasi ile ilgili bilgi veren en eski
kaynaklardan biri Trakya Floras1 Webb tarafindan yapilmis ve bu ¢alismada Trakya’da
31 taksonun bulundugu belirtilmistir [64]. Trakya Bolgesinde orkidelerle ilgili ilk
ayrintili ¢alisma Ertem tarafindan Ophrys bombyliflora Link. iizerinde yapilmis
morfolojik ¢alismadir [66]. Tiirkiye Florasi ile ilgili en 6nemli floristik ¢aligmalardan biri
olan Flora of Turkey and East Aegean Island adl1 eserin 8. cildinde Trakya bdlgesinde 30
taksonun varligi belirtilmektedir [8]. Tiirkiye orkideleri ile ilgili bir bagska 6nemli eser
olan Orkidelerimiz 22 takson bulunmaktadir [2]. Edirne ili Ophrys L. tiirleri ile ilgili (O.
sphegodes, O. mammosa, O. oestrifera subsp. oestrifera, O. apifera) Dane ve Aybeke
[67], Olgun ve Aybeke [68], Aybeke [69,70,71], Aybeke ve ark. [72], tarafindan yapilmis
karyolojik, morfolojik ve tohum morfolojisi {izerine arastirmalar bulunmaktadir. Edirne
ili Orchis L. tiirlerinin (O. morio, O. laxiflora, O. mascula, O. purpurea, O. tridentata,

O. simia) Giiler ve Basak [73] ve Giiler [74] tarafindan morfolojik, korolojik, palinolojik
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ve karyolojik arastirmalar yapilmistir. Bolgede orkidelerle ilgili olarak yapilan en detayli
calismalardan biri Olgun, Sezik ve Aybeke [72], tarafindan yapilan ve T.U. Arastirma
Fonu tarafindan desteklenen (TUBAP-396) proje ile 40 taksonun incelendigi “Trakya
Orkideleri Uzerinde Anatomik Arastirmalar” bashikli calismadir. Bu calisma bolge
orkideleri ile ilgili cok 6nemli bir ¢alisma olmasina ragmen sadece anatomik ¢aligsma
olmas1 nedeniyle yetersiz kalmaktadir. Trakya Bolgesi orkidelerinin ayrintili morfolojik

ozellikleri ve dagilimlari ortaya konulmamustir.

{ :",1

Sekil 2.1. Tiirkiye florasinda orkidelerin bulundugu alanlar [8,75].
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Tablo 2.1. Tirkiye (Tr) ve Trakya (T)’da yayilis gosteren Orchidaceae tyeleri ve tiir
sayilar1 [76].

Genera Species Subspecies Varyete Takson
Tr T Tr T Tr T Tr T

1. Aceras 1 1

2. Anacamptis 1 1 1 1

3. Barlia 1 1

4. Cephalanthera 6 4 6 4

5. Coeloglossum 1 1

6. Comperia 1 1

7. Corollarhiza 1 1

8. Dactylorhiza 12 2 2 1 4 15 2

9. Epipactis 9 4 9 4

10. Epipogium 1 1

11. Goodyera 1 1

12. Gymnadenia 1 1

13. Himantoglossum 3 1 3 1

14. Limodorum 1 1 2 1 2 1

15. Listera 2 1 2 1

16. Neotinea 1 1 1 1

17. Neottia 1 1 1 1

18. Ophrys 64 10 20 6 74 14

19. Orchis 26 12 7 5 3 2 33 14

20. Platanthera 3 2 2 4 2

21. Serapias 6 2 3 2 1 9 2

22. Spiranthes 1 1 1 1

23. Steveniella 1 1

24. Traunsteinera 1 1

Total 146 42 32 14 10 3 171 46
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2.2. Molekiiler calismalar

Orchidaceae familyasi liyeleri ile ilgili daha 6nceden yapilmis ve tez ¢aligmasi ile
iliskilendirilebilecek molekiiler filogenetik, barkodlama ve molekiiler taksonomik
calismalarindan bazilarina bu boliimde yer verilmistir.

Coks ve ark. [77] yaptiklar1 ¢alismada Orchidaceae familyasindan 100’¢ yakin
orkide tiirli incelenmistir. 150 — 170 tiirii bulunan Cypripedioideae (Orchidaceae)
taksonunda klasik yontemlerle filogenetik siniflandirma yapmak pek ¢ok yanlis yanlis
sonuca sebep oldugu i¢in bu arastirmada kullanilan orkide tiirlerinin ITS sekanslari
cikarilmis ve 5 cinsi bulunan Cypripedioideae taksonunda her cinsin monofiletik oldugu
tespit edilmistir.

Aceto ve ark. [78] Aceras, Anacamptis, Neotinea, Ophrys, Platanthera, Serapias,
cinslerinin temsilcileri kullanilmistir. ITS bolgeleri sekanslanan ve bu bolgelerde
varyasyonlar tespit edilen bu orkide tiirlerinde varyasyonlarin sebep oldugu filogenetik
iligkiler arastirilmistir. Calisma sonucunda floral morfolojinin degiskenlik gosterdigi,
giiniimiizde bu cinsler i¢in yapilan morfolojik genellemelerin yapay(glivenilmez mi)
yargisina ulagilmistir.

Cameron ve ark. [79] Orchideceae familyasindan 171 taksonun rbcL niikleotid
sekans analizi metoduyla kladistik parsinomi analizleri incelenmistir. Analizlere gore;
Orchidaceae familyas1 apostasioid, cypripedioid, epidendroid, orchidoid ve vanilloid
kladodlarina boliinmiistiir.

Douzery ve ark. [80], Orchidaceae familyasindan Diseae tribusunun ITS1, 5.8S
rDNA ve ITS2 sekanslar1 ¢ikarilmig, molekiiler filogeni teknikleri kullanilarak
Cranichideae, Diseae, Diurideae, Orchideae familyalar1 arasindaki iliskiler ilk defa
yayimlanmigtir. Klasik taksonomi sonucu tespit edilen karakterlerin ITS filogenisi
sonugclari ile Ortiistiigli gdsterilmistir.

Berg ve ark. [81] Laeniilae (Orchidaceae) subtribusundan 295 aksesyon ve ¢ok
sayida dis grup i¢in niikleer ribozomlarindan ITS1 ve ITS2 DNA sekanslari filogenetik
caligmalar i¢in kullanilmistir. Calismanin ardindan Arpophyllum’ un diger Laeliinae

tiyeleri ile kardes oldugu sonucuna varilmistir.
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Gravendeel B. [82] ¢alismasinda matK plastid bolgesinin ve ntDNA’larmin ITS1,
5.8S r DNA ve ITS2 bolgelerinin sekanslandigi Coelogyne taksonunun filogenisi
arastirmistir.

Pellegrino ve ark. [83] Orchis x colemanii, O. mascula ve P. pauciflora tiirlerinin
dogal hibritidir. Bu bitki tiirlerinin rDNA’larindan ITS1, 5.8S r DNA ve ITS2 bolgeleri
PCR ile gogaltilip sekanslar1 ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma sonucunda hibrit tiirde hangi atasal
bireyden ne oranda genetik materyal bulundugu tespit edilmistir.

Kores ve ark. [84] Diurideae taksonunun filogenetik analizi amaglanmigtir. MatK
ve trnL-F plastid bolgelerinin DNA sekanslamalar1 yapilmistir. Bu analiz sonuglarina
gore; olusturulan filogenide daha oOnce klasik taksonomi sonucu elde edilen bazi
morfolojik karakterlerin de yer aldig1 goriilmiis ancak gelecekte yapilacak yeni ¢caligmalar
ile tekrar degerlendirme yapilmasi tavsiye edilmistir.

Pridgeon ve ark. [85] Orchidaceae familyasinin Pleurothallidinae subtribusundan
185 taksonun niikleer ribozomal DNA’larindan ITS1 ve ITS2 bélgeleri ve 5.8S geni
sekanslar1 yapilmistir. Ayrica elde edilen sonuglarin kesinligini arttirmak i¢in matK, trnL
intron ve trnL-F intergenic spacer bolgeleri de c¢alisilmistir. Sonu¢ olarak da
Pleurothallidinae taksonunun monofiletik bir grup oldugu tespit edilmistir.

Soliva ve ark. [86] bu ¢alismada alt taksonlarinin teshisinde sorunlar ¢ikan Ophrys
(Orchidaceae) taksonunun filogenetik analizi yapilmistir. Analiz i¢in ribozomal
DNA’dan ITS (internal spacer region) boliimii ve kloroplast DNA’sindan trnL- trnL-F
boliimleri sekanslanmistir. Calisma sonucunda Ophrys cinsi Euophrys ve Pseudoophrys
ana gruplarina ayrilmstir.

Alvarez ve Wendel [87] filogenetik ifadenin cins ve cins 6tesi seviyelerde ortaya
¢ikarilabilmesi i¢in en sik kullanilan sekans dizileri arastirilmistir. Calisma sonucunda;
niikleer ribozomal sistronun 18S-5.8S-26S boélgesinde bulunan Internal Transcribed
Spacer (ITS) bolgesinin filogenetik ¢alismalarda en sik kullanilan sekans dizilerinden biri
oldugu belirtilmistir. Buna ragmen bu sekans dizilerinin molekiiler filogeni
calismalarinda tam anlamiyla giivenilir olmadig tespit edilmistir.

Salazar ve ark. [88] Cranichideae ve Spiranthirae taksonlarinin birbirleriyle olan
filogenetik iligkileri arastirllmistir. Arastirmada niikleer ribozomal DNA’nin ITS
bolgelerinin sekans analizi sonuglarindan ve plastid DNA’larin trnL-F bolgesinin ile

rbcL ve matK genlerinin sekans analizi sonuglarindan faydalanilmistir. Ayrica bu

24



sonuglara gore Pachyplectroninae, Goodyerinane, Galeottiellinae, Manniellinae ve
Prescottiinae taksonlarina olan filogenetik konumlar1 da belirlenmistir.

Tsai ve ark. [89] ntDNA’larin ITS bolgelerinin sekanslanmasiyla 12 Dendrobium
tirtiniin filogenetik iligkilerini belirlemektir. Calisma sonucuna gore; D. aurantiacum
grubunun D. falconeri, D. leptoclandum, D. linawianum, D. moniliforme ve D. tosaense
tirlerini barindirdigi, D. equitans grubunun D. crumenatum tiiriinii barmdirdig: ve D.
chameleon tiirtiniin de D. miyakei grubuna ait oldugu tespit edilmistir.

Chase ve ark. [90] bitkilerde barkodlamada kullanilan DNA bolgeleri az sayida
varyasyon gostermektedir. Bu ¢alismada bitki filogenisinde yiiksek varyasyon 6zelligi
gosteren baska DNA bolgeleri arastirilmis ve plastid DNA’sinin ITS ve psbA — trnH
bolgelerinin bitkilerin molekiiler filogenisinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Devos ve ark. [91] Dactylorhiza fuchsii ve Dactylorhiza maculata tiirlerinin DNA
polimorfizmleri ¢ikarilmistir. Ayrica Dactylorhiza fuchsii ve Dactylorhiza maculata ile
birlikte Dactylorhiza saccifera, Dactylorhiza foliosa tiirlerinin de nrDNA’larmin ITS
(Internal transcribed spacers) ve ETS (External transcribed spacers) bolgeleri
sekanslanmustir.

Gulyas ve ark. [92] molekiiler filogeni kanitlari olmamasina ragmen Ophrys
holubyana Andrasovzskiy (Orchidaceae) tiirti Carpatho — Pannonian bélgesinde hibrit
kokenli bir bitki tiirli olarak bilinir. Bu bolgedeki tiirlerin tamamina yakini 6rneklenip
Ophrys holubyana, Ophrys fuciflora ve Ophrys bicornis tiirlerinin niikleer ribozomal
DNA’larinin ITS bolgeleri sekanslanmistir. Calisma sonucuna gore; Ophrys holubyana
tirtinden elde edilen ntDNA ITS bolgesinin Ophrys taksonomisinde kullanilabilecegi
yargisina varilmistir.

Kress ve ark. [93] DNA barkodlama tekniginden hangi alanlarda yararlanildig:
bilgilerine yer verilmistir. Ayrica bitki ve hayvanlarda dogru ve kesin sonug i¢in hangi
DNA dizilerinin barkodlamada kullanigh olabilecegi arastirilmistir.

Williams ve ark. [94] Orchidaceae familyasinin Ornithocephalus ve Telipogon
taksonlarinin 30 temsilcisiyle calismislardir. Arastirmalarinda nrDNA’larinin ITS
bolgeleri ve plastidlerinin matK, trnL-F genleri ile atpB-rbcL bolgeleri sekanslanarak bu
iki taksonon taksonomik iligkileri tespit edilmistir. Calisma sonuglarina gore

Hofmeistrelle ve Stellilabium Telipogon taksonuna dahil edilmistir.
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Whitten ve ark. [95] Zygopetalinae (Orchidaceae) taksonundan Dichaea,
Huntleya, Chaubardia ve Chondrorhyncha cinsleri arasindaki filogenetik iliski
nrDNA’larinin ve plastid genomunun trnL ve trnL-F bolgeleri ile matK genleri
sekanslanarak ortaya ¢ikarilmigtir.

Carlsward ve ark. [96] Vandeae (Orchidaceae) taksonunun molekiiler filogenisi
lizerine bir ¢alisma yapilmistir. ntDNA’dan ITS boélgeleri, plastid DNA’sindan trnL-F
bolgeleri ve matK genleri sekanslanarak Angroecinae ile Aerongidinae taksonlarinin
filogenetik agaclar1 olusturulmustur.

Hollingsworth ve ark. [97] Epipoctis youngiana ve Epipoctis helleborine
tiirlerinin kloroplast DNA’lar1 RFLPs yontemi ile analiz edilmis ve endemik bir tiir olan
E. youngiana ve teshislerinde ¢ok sik karistirilan E. helleborine bitkilerinin tamamen ayr1
tiirler olduklar tespit edilmistir.

Sass ve ark. [98] Cycadales taksonu iiyelerinin, niikleer ribozomal internal
transcribed spacer (nrITS) bolgeleri ve kloroplast psbA — trnH bolgeleri gogaltilarak
analiz edilmistir. Bu tip calismalarda kullanilmasi tavsiye edilen hi¢bir marker analiz
edilen tiirlerin higbiri i¢in kusursuz bir tamamlayici olugturmamistir. nriTS bdlgesinin
dizilemede zorluklar yasatmasina ragmen degiskenlik bakimindan filogenetik
calismalarda kullanima uygun oldugu belirtilmistir.

Barret ve ark. [99] bu ¢aligmada Corallorhiza taksonundan sekiz tiir rbcL genleri
sekanslanarak elde edilen sonuglar analiz edilmistir. rbcL geninin bitki filogenisi
calismalarinda siklikla kullanildig1 400’1 agkin calismayla desteklendigi belirtilmistir.

Kress ve Erickson [100] DNA barkodu olarak kullanilacak bélgenin tagimasi
gereken oOzellikler tamtilmistir. Buna gore; 1) tiir seviyesinde genetik varyabilite ve
farklilagma igermesi, ii) universal primerlerin baglanabilecegi bolgeler icermesi, iii) DNA
izolasyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in elverisli ve kisa olmas1 bir DNA barkodlama bdlgesinde
bulunmasi gereken ozellikler olarak belirtilmistir. Asil amaglanan husus ise DNA
barkodlamanin sadece birka¢ ¢alismada sans eseri sonug alinan bir yontem olmadiginin
aksine tiim diinyada biitiin molekiiler analizlerde kullanilabilineceginin ispatlanmasidir.

Lahaye ve ark. [101] DNA barkodlama yontemi hakkinda genel bilgilere yer
verilmistir. 1000’in {izerinde taksona sahip Mesoamerican orkidelerinin matK genleri
barkodlanmis, elde edilen analiz sonuglarina gore de ¢icekli bitkilerin barkodlanmasinda

matK geninin kullanilabilecegi belirtilmistir.
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Salazar G. [102] DNA analizi ile taksonomik iliski belirlemenin klasik
yontemlerle ortaya konan taksonomik iligkilerden daha kesin ve giivenilir oldugu
belirtilmistir. Ayrica Galeoglossum thysanochilum ve Galeoglossum tubolosum
tirlerinin nrDNA bolgeleri sekanslanmis ve aralarindaki filogenetik iligkiler
arastirilmistir.

Neubig ve ark. [103] Sobralia taksonu ve yakin akrabalarinin ilk defa molekiiler
filogenisi cikarilmistir. 200l askin iiyesi ile neotropik florada baskin bir yere sahip
Sobralia taksonunun Elleanthus, Epilyna, Sertifera ve Sobralia cinslerini igerdigi ve DNA
sekans sonuglarma gore Elleanthus, Epilyna ve Sertifera’nin monofilik oldugu ancak
Sobralia’nin bu 6zelligi gostermedigi belirtilmistir. Buna ilaveten daha kesin sonuglar
icin daha genis kapsamli ve ¢ok sayida bilimsel ¢alismanin yapilmasi da vurgulanmaigtir.

Schuiteman A. [104] orkidelerin en genis soyagaclarindan birine sahip
Dendrobium taksonu hakkinda farkli bilim adamlarinin molekiiler diizeyde yaptig1 ¢cok
sayida analize yer verilmistir. 1580’in iizerinde iiyesi bulunan bu taksonun daha kiiciik
filogenetik agaclara ayristirilarak yeni bir filogenetik agac olusturulup olusturulmama
tartismalarinin yapildig: belirtilmektedir.

Hiirkan K. [45] tarfindan yapilan ¢alismada Orchis anatolica ve Orchis tridentata
(Orchidaceac) taksonlarinin, genomik DNA’larinin ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 bolgeleri
sekanslanarak bu iki tiirtin ilk kez molekiiler diizeyde filogenetik ve taksonomik iliskileri
incelenmistir.

Rakotoarivelo ve ark. [105] Jumellea (Orchidaceae) taksonunun molekiiler
sistematik yontemler kullanilarak evrimsel gelisimi incelenmistir. Jumellea’nin 47 iiyesi
kloroplastlarinin matK genleri, trnL-F, rps16, ycfl bolgeleri ile ntDNA’larinin ITS

sekanslari ¢ikarilarak filogenetik iliskileri ¢ikarilmustir.
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BOLUM 3

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma materyalini olusturan orkidelere ve ters laleye ait 6rnekler 2011 — 2014
yillar1 arasinda Trakya Bolgesi’nden toplanmustir. Arastirma gezileri bitkilerin ¢igcek
acma ve meyve verme zamani olan Mart-Eyliil aylarinda yapilmistir. Arazi ¢aligmalari
sirasinda once canli 6rnekler incelenmis, resimleri ¢ekilmis ve toplanan materyalin biiyiik
bir kismi herbiye kurallarina uygun olarak, kurutulup herbaryum 06rnegi haline
getirilmistir. Bu &rnekler Edirne Trakya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu
(EDTU)’nda saklanmaktadir. Araziden toplanan oOrneklerin bir kismi saksi igersine
almmig ve morfolojik caligmalar i¢in botanik bahgesine saksi i¢inde konulmustur.
Tirlerin tayininde canli materyalin, ¢icek rengi ve 6zellikle ¢igek yapisinin 6nemli olmasi
nedeniyle, arazide 6rneklerin fotograflar1 ¢ekilmis, bir kismi %70 alkol i¢ine alinarak
saklanmigtir. Araziden toplanan &rnekler, Edirne Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi
Herbaryumu (EDTU) ve 1.U. Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE)’ndaki 6rnekler

arastirma materyalimizi olusturmustur.

Molekiiler c¢alismada iki yontem denenmistir: Birincisinde DNA c¢alismasi
yapilacak materyaller arazide toplandiktan sonra silika-jel yontemi ile kurutulmus ve
izolasyonuna kadar muhafaza edilmistir. Birinci yontemde taze drneklerden kesilen yesil
govde yapraklar1 kurutma kagidindan yapilmis zarflarin igerisine konularak plastik
posetlere konulmus ve bu posetlere toplam yaprak agirhigmin 10 kat1 kadar silika — jel
ilave edilerek hava almayacak sekilde agzi kapatilmistir. Boylece hizli ve etkin bir sekilde
kurutma saglanarak bitki yapraklarindaki DNA yapis1 bozulmadan izolasyon siirecine

kadar saklanmistir.
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Yapilan incelemelerde bu yontem basarisi istenen sonucu vermeyince ikinci
denemede olarak araziden canli getirilen materyal molekiiler ¢alismalarda kullanilmistir.
Bu denemede elde edilen sonuglar daha basarili olmus ve bu c¢alismada

degerlendirilmistir.

3.2. Yontem

3.1. Morfolojik yontemler

Toplanan 6rneklerin teshisinde; Flora of Turkey and the East Aegean Islands vol.
8 [8], vol 11 [53], Orkidelerimiz [2], Orchids of Britain and Europe [106,107] ve Die
Orchideen der Turkei [46] ve Tiirkiye Orkideleri [47], Orchideen [108], Flora Europaea
[109] adli eserler kaynak olarak kullanilmistir. Tiirlerin tanimlar1 araziden toplanan ve
Herbaryumlarda bulunan 6rneklere gore yapilmistir. Bu amaca uygun olarak araziden
farkli populasyonlardan ¢ok sayida ornek toplanmus, bitkinin genel goriiniisii ile birlikte
habitat1 ve ¢icek yapisin1 gostermek amaciyla fotograflar ¢ekilmis, 6l¢iimleri yapilmistir.
Araziden canli olarak getirilen 6rnekler laboratuvar altinda ayrintili olarak incelenmis ve
tiirlerin morfolojik 6zellikleri hakkinda daha detayli bilgiler elde edilmistir. Teshis edilen
ornekler Edirne Trakya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu (EDTU), 1.U.
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE) ve I.U. Fen Fakiiltesi Herbaryumu (ISTF)’ndaki
orneklerlerle karsilastirilmistir.

Morfolojik ¢alismalar sonucunda arastirma bdolgesinde O. laxiflora ve O.
punctulata asagidaki diizende incelenmistir: Tiirlerin sinonimleri, genel o6zellikleri,
cigeklenme zamani, yetisme ortami, tip Orneginin tanimlandig1 yer, arastirma
bolgesindeki, Tirkiye’deki ve Diinyadaki yayilisi verilmistir. Tiirlerin sinonimleri
yazilirken Floranin 8 ve 11. ciltlerine ek olarak “Check list of the Iberian and Balearic
orchids. 2. Ophrys L.—Spiranthes Rich.” [110], “Kompendium der Europaischen
Orchideen. - Catalogue of European Orchids” [111,112], Jay Renz Herbaryumu Sinonim
Listesi [114], IPNI [115], Kew Checklist [116] ve Giiler [117] gibi checklistler, kaynaklar
ve uluslararasi indeksler kullanilmustir. Tiirlerin morfolojik 6zelliklerini belirtmek
amaciyla bazi tiirlerin araziden ¢ekilmis genel goriiniisii ve spika fotograflari renkli olarak

konulmustur. Sekil numaralar1 sinonimlerin hemen arkasinda belirtilmistir. Tirlerin

29



aragtirma bolgesindeki yayilislar1 harita iizerinde gosterilmistir. Her tiiriin Diinya
tizerindeki ve Tiirkiye’deki yayilislar1 da ilgili kaynaklara gore verilmistir. Yaziminda
Tiirk Dil Kurumu Imla Kilavuzu [118] ve botanik terimlerinin yaziminda Ingilizce-

Tiirk¢e Botanik Kilavuzu [119] kullanilmistir.

3.2. Molekiiler yontemler

Molekiiler analizler TUTAGEM de asagidaki yonergelere gore yaptirilmistir.
3.2.1. Bitki 6rneklerinin homojenizasyonu ve DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in DNeasy Plant Mini Kit Qiagen (Cat: 69106) kullanilmis ve
asagidaki kit yonergeleri uygulanmustir:

1) Doku parg¢alama i¢in 100 mg 6l¢iilen 6rnekler ependorfa alindi ve iglerine 5-6
bead (Dnase free, ZrOBZO) eklendi. Ornekler -150°C de 5-10 dk bekletildi ve
doku pargalayicida en yiiksek devirde 2 dakika boyunca parcalandi. 400ul AP1
buffer ve 4 ul RNase A(100mg/ml) eklendi ve 65°C’de 10 dk galkalayicida
tutuldu.

2) 130ul AP2 buffer eklendi. 5 dk 0°C de bekletildi.

3) 20,000 x g (14,000 rpm) de 5 dk santrifiij edildi.

4) Supernatant kismi1 QIAshredder Mini spin kolonlara alindi.

5) 20,000 x g (14,000 rpm) de 5 dk santrifiij edildi.

6) Spin kolonun altinda kalan sividan 400ul ependorf tiiplerine alind1. Uzerine 600
ul AP3/E buffer eklendi ve karistirildi. Bundan 650ul alinip DNeasy mini spin
kolona alindi. 6000g de 1 dk santrifiij edildi.

7) Alttaki siv1 atildi kalan miktar tekrar spin kolona uygulandi. Tekrar santrifiij
edildi. DNeasy mini spin kolon yeni koleksiyon tiipiine alindi.

8) 500 ul AW buffer eklendi. 6000g de 1 dk santrifiij edildi.

9) Alttaki siv1 atildi. Tekrar 500 ul AW buffer eklendi ve 20.000g de 2 dk santrifiij
edildi.

10) Spin kolon yeni bir ependorfa alindi ve {izerine 80 ul AE buffer eklenerek 6000g
de 1 dk santrifiij edildi ve elde edilen DNA’lar 6l¢iilerek -20°C ye kaldirildi.

3.2.2. DNA saflik kontrolii ve miktar dl¢iimii

Elde edilen DNA’larin saflik kontrolii nanodrop (Thermo, Multiscan Go) ile
Az60/Az2g0 orani dlgiilerek belirlendi. DNA miktarlari ise Qubit cihazi ile Qubit protokolii
ile belirlendi. Bunun i¢in, 199 ul Qubit buffer ve 1 pl Qubit reagent eklenip mix
hazirlanarak Qubit 6l¢lim tiiplerine 198 pl paylastirilmis ve 2 pl DNA eklenerek 2 dk oda
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sicakliginda ve karanlikta bekletilen o6rnekler cihazda okunmus degerler ng/ pl olarak

cihaz tarafindan hesaplanmistir.

3.2.3 RAPD (Random Amplified Primer Design) PCR (Polimeraz Zincir

Reaksiyonlari)

Calismada kullanilan 6rneklerin PAPD PCR analizleri yapildi. Bu 6rneklerin
cogaltilmasinda Life Tech Firmasi tarafindan sentezlenen sirasiyla 2 OPA 02, 3 OPA 07,
24 OPC 20, 18 OPC 13, 26 OPN 02, 23 OPC 19, 14 OPC 09, 1 OPA 01 primerleri ve
ayrica Taq Polimeraz Mix olarak AmpliTaq Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems)
kullanildi.

Tablo 3.1. PCR reaksiyonunda kullanilan primer dizileri

Primer Ad1 Dizi
2 OPC 02 (10 baz) 5-ACCAGGGGCA- 3
3 OPA 07 (11 baz) 5-GAAACGGGGTG- 3
24 OPC 20 (10 baz) 5-ACTTCGCCAC- 3
18 OPC 13 (10 baz) 5-AAGCCTCGTC- 3

Her bir RAPD PCR reaksiyonu i¢in gerekli olan sarflar ve miktarlar1 asagidaki

gibidir:
0,5ul Primer
12,5ul AmpliTaq Gold 360 Master Mix
11ul dH20
Tul Genomik DNA

RAPD PCR reaksiyonu Applied Biosystems'in Veriti 96 Well Thermal Cycler
Modeli olan PCR cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Kullanilan protokol asagida Tablo
3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2. RAPD igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) protokolii

islem Sicaklik Degeri Siire Dongii Sayis1
[k Denatiirasyon 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 37°C 30 dakika 40
Uzama 72 °C 1.5 dakika
Son Uzama 72°C 30 dakika 1
Saklama +4 °C o0 -

3.2.4 Genomik DNA'larin 18S ve ITS bolgesinin PCR"1

Orkide 6rneklerinden izole edilmis 45 adet Genomik DNA 6rneginin 18S ve ITS
gen bolgesinin PCR'1 yapildi. 18S bdlgesi i¢in 18S ve 18SV4 (Life Tech) primerleri
(Carmen ve ark. 1992, White ve ark. 1990), ITS bolgesi i¢in ITS F ve ITS R primerleri
(Campbell et al. 2000) kullanildi. Kullanilan primerler asagida verilmistir.

18S rDNA 18S: 5'-TGG TTG ATC CTG CCA GTA G-3'

18SV4: 5-CRT HYT YGG CAAATG CTT TCG C-3'
ITS F: 5-GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGS'
ITSR: 5-CTTTTCCTCCGCTTATTGATATG-3'

Reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢in kullanilan biyolojik sarflar ve miktarlar
asagida belirtilmigtir:

0,25ul 18S primeri

0,25ul 18SV4 primeri

12,5u] AmpliTaq Gold 360 Master Mix

10ul dH20

2ul Genomik DNA
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PCR reaksiyonu Applied Biosystems'in Veriti 96 Well Thermal Cycler modeli
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kullanilan PCR Protokolii Tablo 3.3’de verilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu karisiminin hazirlanmasi sirasinda reaksiyonun istem
dis1 baglamasini engellemek i¢in PCR tiipleri buza gémiilmiis ve enzim, karigima en son

eklenmistir.

Tablo 3.3. 18S ve ITS gen bolgesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) protokolii

islem Sicaklik Degeri Siire Dongii Sayisi
ik Denatiirasyon 96 °C 1 dakika 1
Denatiirasyon 96 °C 30 saniye
Baglanma 55°C 30 dakika 35
Uzama 72 °C 1.5 dakika
Son Uzama 72°C 30 dakika 1
Saklama +4 °C 00 -

Toplam 35 dongiiden olusan PCR siiresi yaklasik 1 saat 45 dakika olarak
hesaplanmistir. Reaksiyon sonrasi ornekler saflastirmaya kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.5 Agaroz jel elektroforezi

DNA izolatlar1 ve PCR iiriinleri %1’ lik agaroz jel (Prona — HS8012) elektroforezi
ile ayrilmis ve DNA’larin jelde yiiriitiilmesi iglemi bittikten sonra bantlar UV
goriintiileme sistemi ile (BioRAd chemoliimiinesans) goriintiilenerek ve cihaz yazilimi
ile analiz edildi.

DNA izolatlarinin agaroz jel -elektroforezinde kiiciik elektroforez tanki
kullanilmigtir. 0,5g agaroz jel, 50ml 1X TAE tampon ¢ozeltisi igerisinde, 150 °C’ de
eritilmistir. Jel sicakligi yaklasik 50 °C seviyelerindeyken 4ul Ethidium Bromide

eklenmistir. Jel katilagsmadan, icine tarak yerlestirilmis olan jel tepsisine dokiilmiistiir.
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Jel oda sicakliginda katilastiktan sonra igerisinden tarak cikartilarak elektroforez tankina
yerlestirilmistir ve lizerine jel seviyesini gegecek kadar 1X TAE tampon c¢ozeltisi ile
doldurulmustur.

PCR iiriinlerinin yuriitildiigl biiyiik elektroforez tanki i¢in 2g agaroz jel, 200ml
1 X TAE tampon ¢6zeltisinde 150 °C’ de eritilmistir. Yaklasik 50 °C’ ye soguyan jele 8ul
Ethidium Bromide eklenmistir. Jel katilasmadan, igine tarak yerlestirilmis olan jel
tepsisine dokiilmiistiir. Jel oda sicakliginda katilastiktan sonra igerisinden tarak
cikartilarak elektroforez tankina yerlestirilmistir ve iizerine jel seviyesini agacak kadar
1X TAE tampon ¢ozeltisi ile doldurulmustur.

DNA izolatlar1 ve PCR firiinleri kuyucuklara yiiklenirken 5yl 6rnek, 1pl 6X
yiikkleme tamponu ile karistirilmistir. Elektroforezde marker olarak Sul 100pb DNA
ladder (Fermentas — SM0313) kullanilmustir.

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

Elektroforez sonuglar1 U.V. tablasinda BIORAD Chemi Doc MP Universal hood3

fotograf makinesi ile U.V. filtre kullanarak fotograflanmistir.

3.2.6. PCR Saflastirma

Sekans &ncesi PCR ornekleri Purelink Quick PCR purification (Invitrogen) kiti ile
temizlendi. Temizleme islemi i¢in asagidaki kit yonergeleri uygulandi:

1) Bir hacim 6rnegine 4 hacim Binding Buffer B2 eklendi

2) Ornek koleksiyon tiipii i¢inde, PureLink Spin Column’a pipetlendi

3) 10.000g’de 1 dk. santrifiij edildi

4) Koleksiyon tiipii i¢indeki siviy1 atildi

5) Kolon tekrar koleksiyon tiipiine alindi, 650u] WASH BUFFER (etanollii)
eklendi, kolon 10.000g’de 1 dk santrifiij edildi

6) Koleksiyon tiipii igindeki s1viyi atildi, kolon ayni koleksiyon tiipiine alind1

7) Maksimum hizda (~20.000g) 2-3 dk santrifiij edildi

8) Kaolon elution tiipiine alindi, 50 pul elution buffer eklendi

9) Kolon oda sicakliginda 1 dk. bekletildi

10) Maksimum hizda 2 dk santrifiij edildi
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3.2.7 DNA dizileme

DNA dizisinin cycle sekans asamasi i¢in Big Dye v3.1 cycle sequencing Kit

kullanildi ve Tablo 3.4’de verilen protokol uygulandi:

Tablo 3.4. DNA dizisinin cycle sekans kit protokolii

Konsatrasyon Volume
Ready Reaksiyon mix 2.5x 4 ul
Big dye sequencing 5x 2 ul
buffer
Primer 3.2 ul (1 pmol/ pul)
DNA 1 pul (5-20ng)
DNA 20 pl ye tamamlandi

Cycle Sekans Protokolii:
Baslangi¢ denatiirasyonu: 96 °C de 1 dk

96 °C 10 sn
50 °C 5sn 25 dongi
60 °C 4 dk

4°Coo

Sekans sonrasi temizleme agsamasi Bigdye X terminator purification kit kullanildi.

Asagida ki kit yonergeleri uygulandi:
20 pl reaksiyon hacmi igin;
SAM soliisyonu: 90 ul
XTerminator soliisyonu: 20 pl

30 dk vortekslendi ve 1000g de 2 dk santrifiij edildi. Ornekler sekans cihazina
yiiklendi.
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3.2.8 Biyoinformatik caliymalar

Genetic Analyzer’dan gelen gen dizileri oncelikle DNAMAN 3,1 (Lynnon
Corporation, Pointe-Claire, Quebec, Canada) ile toplu halde diizenlenmis ve tiim tiirlerde
ortak baslangic ve bitis noktalari tespit edilmistir. Elde edilen bu tiirler toplu halde MEGA
6 [121] ile ac¢ilmis ve Oncelikle Clustal W kullanilarak (Open gap penalty = 15,0, extend
gap penalty = 6.66) diizenlenmistir. Elde edilen genel dizi goriiniimii manuel olarak
kontrol edilmistir. Gen dizileri tablolarla gosterilmistir.

Filogenetik analizlerin tiimiinde PAUP 4,0.010 (Sinauer Associates, Inc.
Sunderland, Mass.) kullanilmistir. Filogeni ve aga¢ olusturulurken, neighbour joining,
maximum parsimony ve maximum likelithood yontemleri kullanilmistir. Bu yontemle
filogenetik agac ve tiir farkliliklart ortaya konulmustur. Kullanilacak en iyi yontem tayini
Modeltest 3,7 ile yapilmistir. Bu program ile Aikake Information Criterion ¢iktisina gore
belirlenen model kullanilmistir. Kullanilan model dogrultusunda elde edilen agaglar
icinde fiologeniyi en dogru agiklayan agag¢, morfolojik 6zelliklerinde destegi ile TBR
branch swapping (Heuristic search, random=1000, PAUP 4,0.b10) analizi ile

belirlenmistir.
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BOLUM 4

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Morfolojik Bulgular

Sekil 4.1. O. punctulata: A. Bitkinin genel goriiniisii, B. Spika.
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4.1.1. O. punctulata Steven ex Lindley

Gen. Sp. Orchid. 273 (1835). Syn: O. sepulchralis Boiss. & Heldr. in Boiss.,
Diagn. ser. 1(13):10 (1854)! O. schelkownikowii Woronow in lzv. Kavkaz. Muz. 4:266
(1909)! Ic: Sunderm., Europ. Medit. Orchid. ed. 2:130, f. 7. 6 (1975); Renz in Rech. fil.,
FI. Iranica 126: t. 4f (1978). Sekil 68-69.

Genel Ozellikleri: Bitki oldukca giirbiiz, 20-70 cm. yumrular 2, oblong-ovat.
Govde tabanda toplanmus dik-hafif yayik 4-6 yaprakli; yapraklar parlak yesil, oblong-
lanseolat veya genis lanseolat, kenarlar1 hafif undulat, tabanda 3-6x7-25 cm, iistte kin
yapraklar 1-4 kiiciik. Spika silindirik, =+ yogun veya gevsek, zayif vanilya kokulu 20-70
cigekli; brakteler zarsi, pulsu, oldukca kiigiik, sarimsi veya seffaf-yesilimsi; sepaller obtus
gevsek ovoit migferde birbirine yaklagmis, dis kismi1 daha mat sarimsi-yesil, benekli ve
daha agik damarli, i¢ kisminda daha koyu ve canli renkte, ovalden lanseolata kadar, ucu
obustan akuta kadar, 3-5x8-15 mm; petaller linear, migferin iginde, 1-2x8-12 mm;
labellum derin 3 pargali, 7-15 mm uzunlugunda, sar1, bazen yesilimsi sar1, merkezinde
cok az kirmizi-kahverengi papillali; loblar sar1, kahverengimsi-kirmizi veya zeytin yesili-
yesil, uclara dogru daha koyu, hafif¢ce yukariya dogru ykivrilmis; lateral loblar + linear,
obtus, falkat; orta lob elongat, 2 oblong, trunkat birbirinden uzaklasan lobiilere ayrilmais,
aralarinda bir akut disli; mahmuz asagiya biikiik, 3-6 mm, silindirik ovaryumunun
yarisina esit. Ovaryum tiiysiiz kivrilmig, 7-13 mm.

Cigeklenme Zamani: Nisan-Maysis.

Yetisme Ortami: Calilik agikliklari, orman kenarlari, R. 20-1350 m.

Tip Ornegi: Kirim’dan tanimlanmuistr.

Arastirma Bolgesindeki Yayilisi: Arastirma bolgesinde 4 lokalitede az yogun
olarak bulunur.

A1/E Edirne, Kesan: Mecidiye, Ibrice liman1 yolu, italyan koyuna dogru 2,4
km'de, yolun solu, sirtlarda, patika yolda, 18.05.2002, M.Aybeke, Tes. M.Aybeke (EDTU
8368); Mecidiye koyii, Italyan koyu, sahile 1,5 km, sik makilik alan, tashik egimli arazi,
03.05.2007, N.Giiler, H.Ersoy, Tes. N.Gtiler (EDTU 10448).

A1/E Canakkale, Eceabat: Kilitbahir-Abide 15. km yolun solunda, Pinus'lar
altinda, 07.04.2001, M.Aybeke, Tes. M.Aybeke (EDTU 8188); Abide civari, 28.03.2008,
N.Giiler, Tes. N.Giiler (EDTU 10495).
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Sekil 4.2. O. punctulata arastirma bolgesindeki yayilis.

Tiirkiye'deki Yayihsi: Genelde Anadolu’nun dis kisimlar1 ve ona bitisik dogu
Anadolu; daginik. A1(A) Canakkale, A3 Bolu, A5 Amasya, A6 Samsun, Tokat, A7
Trabzon, A8 Artvin, B1 Canakkale, B7 Tunceli, B8 Bingol, C1 Aydin, C3 Antalya, C4
Konya, C5 Icel, C6 Adana, C9 Siirt.

Sekll 4.3. O. punctulata nin Turk1ye'dek1 yay1hs1 [8].

Diinya'daki Yayihisi: Yunanistan, Kibris, Filistin, Giircistan, Kafkasya,
Kuzeybati Iran. Dogu Akdeniz Elementi.
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Sekil 4.4. O. laxiflora: A. Bitkinin genel goriiniisii, B. Spika.

4.1.2. O. laxiflora Lam. FI. Fr.ed. 1, 3:504 (1779).

Syn: O. platychila C. Koch in Linnaea 19:13 (1846).

Ic: Reichb. fil., Ic. F1. Germ. 13/14: t. 41 £. I (1850); Danesch, Orch. Eur., Stideur.
204 (1969). Sekil 91-92.

Genel Ozellikleri: Bitki 25-62 cm, dik bazen hafif zigzagl; yumru 2-1.8x1.5-2.5
cm, yar1 kiiresel veya elipsoit. Govde boyunca dizilmis 5-9 yaprakli; yapraklar 1-2x11-
28 cm, linear veya lanseolat, yaklasik 45°°1ik bir agiyla gdvdeye baglanir. Spika 2.5-
5.5x4-23 cm, silindirik, gevsek, 5-28 ¢igekli; brakteler 3-6x9-26 mm, lanseolat, boyu
ovaryumdan kisa ya da uzun olabilir; ¢igekler menekse-mor renkli; dorsal sepal 3-6x7-10
mm, oval, geriye dogru uzanir, lateral sepaller 3.5-6x7.5-12.5 mm, oblong, obtus, + dik,
petaller 3-5x6.5-10 mm, oblik-oblong; labellum 10-18x8-17 mm, suborbikular, obovat
veya triangular-obovat, tabanda kuneat; lateral loblar oblong veya oblong orbikular,
ciceklenmeden sonra biikiiliir; orta lob tam gelismemis veya yiizeysel iki loblu; mahmuz
1.5-3x9-18 mm, silindirik, ucunda genislemis. Ovaryum 1-2x12-25 mm, silindirik,
kivrilmis, tiiysiiz, kolumna 3-5.5 mm.

Cigeklenme Zamani: Nisan-Mayis.

40



Yetisme Ortami: Nemli cayirlar ve batakliklar. R. 250-850 m.

Tip Ornegi: Fransa’dan tanimlanmistir.

Arastirma Bolgesindeki Yayilisi: Arastirma bolgesinde 49 lokalitede ¢cok yogun
olarak goriiliir.

Al/E Kirklareli, Kof¢az: Kocatarla-Devliaga¢ arasi, kopriiniin sol tarafi,
agacliklar arasindaki otlu alanlar, 24.05.2008, N.Giiler, H.Ersoy, Tes. N.Giiler (EDTU
10560).

Merkez: Derekdy-hudut arasi 4. km, yol kenar1 otlu alanlar, 23.05.2009, N.Gdiler,
H.Ersoy, Tes. N.Giiler (EDTU 10604).

Demirkoy: Igneada-Demirkdy 3. km, 16.06.1987, G.Olgun, A.Aydin, Tes.
N.Giiler (EDTU 1388); igneada, Mert gélii civari, 17.06.1987, G.Olgun, H.Arda, Tes.
N.Giiler (EDTU 1428); igneada burnu cevresi, bataklik, 03.06.1988, F.Dane, G.Dalgic,
Tes. N.Giiler (EDTU 2793).

Liileburgaz: Agackakan mevkii, 04.05.1992, G.Dalgig, Tes. N.Giiler (EDTU
5185).

Al/E Edirne, Lalapasa: Kiiglinli koyii, Yayla mevki, sulak cayir, 285 m,
16.05.1995, N.Giiler, Tes. N.Giiler (EDTU 6073).

Kesan: Beytepe-Erikli ¢ikisi, petrol ofisinin karsisi, sulak cayir, 11.05.1996,
N.Giiler, M.Aybeke, Tes. N.Giiler (EDTU 6133); Mecidiye, 17.05.1987, F.Dane, Tes.
N.Giiler (EDTU 2797); Mecidiye, sahil, 01.05.1988, G.Dalgi¢, Tes. N.Giiler (EDTU
1975); 17.04.1992, G.Dalgig, Tes. E.Sezik (EDTU 5903); 1slak c¢ayir, 06.05.1995,
N.Giiler, M.Aybeke, Tes. N.Giiler (EDTU 6074).

Ipsala: Ipsala-hudut arasi, 25.05.1973, G.Ertem, Tes. G.Ertem (ISTE 25048).

Enez: Enez-Yenicekdy arasi, 26.05.1973, G.Ertem, Tes. G.Ertem (ISTE 25028);
Enez, Kesan ¢ikisi, nemli ¢ayir, gol kenari, 02.06.1995, N.Gdiler, Tes. N.Giiler (EDTU
6072); Juncus sp. arasinda, 0 m, 25.05.1996, N.Giiler, M.Aybeke, Tes. N.Giiler (EDTU
6134); Abdiirrahim koyii civari, 26.05.1973, G.Ertem, Tes. G.Ertem (ISTE 25033).

Al/E Tekirdag, Corlu: Corlu civari, 20.05.1969, G.Ertem, Tes. A.Baytop (ISTE
15180).

Hayrabolu, Tekirdag-Hayrabolu arasi, Tekirdag’dan 26 km ileride, 21.05.1971,
A.Baytop, N.Ozhatay, Tes. G.Ertem (ISTE 19837).

41



Merkez: Tekirdag 14 km dogusu, 13.05.1968, T.Gozler, Tes. G.Ertem (ISTE
12680); Tekirdag ¢ikisi, yol kenari, 08.05.1989, F.Dane, Tes. N.Giiler (EDTU 3173);
Kumbag, Siitliice Manastir1 civari, dere kenari, 22.05.1974, N. ve E.Ozhatay, Tes.
G.Ertem (ISTE 28361); Tekirdag-inecik yolu, ¢esme kenarindaki ¢ayirda, 04.05.1971,
A.Baytop, G.Ertem, N.Ozhatay, Tes. A.Baytop (ISTE 19533); Tekirdag-Malkara arasi,
tarla kenari, 15.05.1987, G.Dalgig, N.Basak, Tes. N.Giiler (EDTU 772).

Malkara: Malkara-Inecik arasi, bataklik, 22.05.1973, G.Ertem, Tes. G.Ertem
(ISTE 25113); Malkara'nin dogusu, kesif bataklik, 25.05.1973, G.Ertem, Tes. G.Ertem
(ISTE 25008); Malkara-Kesan aras1, Malkara yakini, 17.05.1970, A.Baytop, F.Oktem,
Tes. A.Baytop (ISTE 17814).

Sarkdy: Sarkdy, sahil, 18.05.1989, F.Dane, Tes. N.Giiler (EDTU 4140).

Al/E Canakkale, Eceabat: K. Anafartalar gol civari, nemli ¢ayir, 18.05.2008,
N.Giiler, H.Ersoy, Tes. N.Giiler (EDTU 10542).

Gelibolu: Eceabat-Gelibolu yolu, Gelibolu’ya 1 km, nemli otlu ¢ayir, 06.05.2007,
N.Giiler, H.Ersoy, Tes. N.Giiler (EDTU 10468); Bolayir-Gelibolu arasi, 26.05.1973,
G.Ertem, Tes. G.Ertem (ISTE 25066).

A2/E istanbul, Sariyer: Kilyos bati tarafi, kumullarin isti nemli cayir,
11.05.1970, A.Baytop, F.Oktem, Tes. G.Ertem (ISTE 17738); Kilyos, sol taraftaki sahil
tepeleri, 22.05.1992, S.Siraneci, E.Akalin, Tes. S.Siraneci (ISTE 63931); Kilyos tepeleri,
29.04.1971, G.Ertem, F.Oktem, N. ve E.Ozhatay, Tes. G.Ertem (ISTE 19432); Belgrad
ormani, odun deposu, nemli ¢ayirlar, 16.05.1974, G.Ertem, N.Ozhatay, Tes. G.Taub.
1979 (ISTE 28150).

Eyiip: Kemerburgaz yolu, Atis Sahasi karsisi, 13.05.1967, M. ve N. Tanker, Tes.
A.Baytop (ISTE 11223); sirtlar, 29.04.1971, G.Ertem, F.Oktem, N. ve E.Ozhatay, Tes.
G.Ertem (ISTE 19415).

Catalca: Binkilig, Cilingoz mevkii, orman kenari, nemli yerler, 24.04.1999,
N.Giiler, Tes. N.Giiler (EDTU 7892); 06.06.2000, N.Giler, Tes. N.Giiler (EDTU 8134);
Terkos tistii, nemli ¢ayir, 10.04.1972, A.Baytop, Tes. G.Ertem (ISTE 21394a); Terkos
golii, 24.05.1973, E.Ozhatay, Tes. G.Ertem (ISTE 24997); Terkos, 15.05.1973, G.Ertem,
Tes. G.Ertem (ISTE 24565); Terkos koyii ¢ayiri, nemli yerler, 03.05.1971, A.Baytop,
G.Ertem, N.Ozhatay, Tes. A.Baytop (ISTE 19456); 01.05.1967, A. ve T.Baytop, Tes.
A.Baytop (ISTE 10928); Karaburun-Terkos, 24.05.1972, N.Ozhatay, E.Tuzlaci, Tes.
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N.Ozhatay (ISTE 21895); Ihsaniye-Terkos arasi, 01.05.1967, A. ve T.Baytop, Tes.
A.Baytop (ISTE 10916); Catalca-Subasi1 koyli ¢evresi, bugday tarlasi kenari, 24.05.1972,
N.Ozhatay, E.Tuzlaci, Tes. G.Ertem (ISTE 21879); Kisirmandira-ihsaniye arasi yol
kenari, 15.05.1973, G.Ertem, Tes. G.Ertem (ISTE 24567).

Arnavutkoy: Tayakadin koyii ¢ikisi, yolun solunda biiyiik meralik alanin sol alt
yamaclarinda mese alti, 14.04.2001, M.Aybeke, Tes. M.Aybeke (EDTU 8200);
Hadimkoy, 23.04.1961, A. ve T.Baytop, Tes. A.Baytop (ISTE 6344).

Silivri: Bizimkdy, 24.05.1971, G.Ertem, Tes. G.Ertem (ISTE 18003).

Biiyiikcekmece: Catalca'dan Hadimkoy'e gidiste B.Cekmece golii kenarinda,
Hezarfen havaalanina gelirken otoban kopriisiine 300 m kala g6l kenari, 14.04.2001,
M.Aybeke, Tes. M.Aybeke (EDTU 8201).

Aveallar: Istanbul-B. Cekmece yolu, Ambarli yol ayrimindan 1 km, 18.05.1975,
N. ve E.Ozhatay, Tes. G.Taub. 1979 (ISTE 31629).

Kiiciikcekmece: Halkali, 24.05.1965, A.Baytop, Tes. A.Baytop (ISTE 8191);
Halkali Tren Istasyonu karsisindaki sirtlar, 17.04.1973, G.Ertem, Tes. G.Ertem (ISTE
24179).
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Sekil 4.5. O. laxiflora arastirma bolgesindeki yayilisi.

Tiirkiye’deki yayilisi: Anadolu’nun dis kisimlari, Ege Adalari. A1(E) Tekirdag,
A1(A) Balikesir, A2(E) Istanbul, A2(A) Istanbul, A3 Zonguldak, A4 Zonguldak, A5
Samsun, A6 Samsun, B1 Izmir, B2 Izmir, B3 Eskisehir, B6 Sivas, B8 Diyarbakir, C1
Mugla, C2 Denizli, C3 Antalya, C5 igel, C6 Hatay, C8 Siirt

Diinya’daki yayihisi: Bati ve Orta Avrupa, Akdeniz Bolgesi. Akdeniz elementi.
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Sekil 4.6. O. laxiflora Tiirkiye’deki yayiligi.

4.2. Molekiiler Bulgular

4.2.1. RAPD (Random Amplified Primer Design) bulgulari

[zolasyonu yapilan DNA’larin safliklar1 nanodrop (Thermo, Multiscan Go) ile
miktarlar1 ise Qubit ile Ol¢iilmiis ve yeterli saflikta oldugu goriilmiistiir. Sekil 4,7’de,
izolasyonu yapilan DNA’larin % 0,8’lik agaroz jel iizerindeki goriiniimleri verilmektedir.
Spektrofotometre verileri ve Agaroz jel goriintiileri degerlendirilerek, genotiplere ait
DNA’larin RAPD-PCR uygulamalar1 i¢in yeterli miktar ve saflikta olduguna karar
verilmistir. Uygulanan 4 primerle elde edilen verilerin jel goriiniimii Sekil 4,7°de, bant

sayilar1 ve baz ¢iftleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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M 2 0PC 02 3 OPA 07 24 OPC 20 18 OPC 13

Sekil 4.7. 18S DNA bdlgesinin farkli primerlerle PCR’da olusan bantlarin agaroz jeldeki
goriiniimii: M Markar, 1,2 O. punctulata, 3. O. laxiflora, 4. O. palustris ve 5. F. stribnyi.

2 OPC 02 primeri ile 18S DNA bolgesinde yapilan incelemede O. punctulata 4
bant olusturmus ve baz cifti sayis1 319,74 ile 742,14 arasinda; O. laxiflora 7 bant
olusturmus ve baz ¢ifti sayis1 184,23 ile 970,32 arasinda, O. palustris 12 bant olusturmus
ve baz ¢ifti sayis1 193,50 ile 1.357,89 arasinda, F. stribnyi 7 bant olusturmus ve baz ¢ifti
sayist 171,48 ile 1.150,03 arasinda degistigi goriilmiistiir.

3 OPC 07 primeri ile 18S DNA bélgesinde yapilan incelemede O. punctulata 12
bant olusturmus ve baz ¢ifti sayis1 268,94 ile 1.357,89 arasinda; O. laxiflora 11 bant
olusturmus ve baz cifti sayis1 223,80 ile 1.437,04 arasinda, O. palustris 12 bant
olusturmus ve baz gifti sayis1 177,22 ile 1.253,62 arasinda, F. stribnyi 14 bant olusturmus
ve baz ¢ifti sayis1 199,15 ile 1.275,60 arasinda degistigi goriilmiistiir.

24 OPC 20 primeri ile 18S DNA boélgesinde yapilan incelemede O. punctulata 5
bant olusturmus ve baz g¢ifti sayis1 390,29 ile 1.256,74 arasinda; O. laxiflora 5 bant
olusturmus ve baz ¢ifti sayis1 443,84 ile 935,54 arasinda, O. palustris 7 bant olusturmus
ve baz ¢ifti sayis1 319,46 ile 1.496,82 arasinda, F. stribnyi 10 bant olusturmus ve baz gifti
say1st 335,49 ile 1.407,61 arasinda degistigi gorilmiistiir.

18 OPC 13 primeri ile18S DNA bolgesinde yapilan incelemede O. punctulata 12
bant olusturmus ve baz ¢ifti sayis1 398,42 ile 1.686,93 arasinda; O. laxiflora 12 bant
olusturmus ve baz ¢ifti sayis1 275,23 ile 1.486,17 arasinda, O. palustris 13 bant
olusturmus ve baz ¢ifti sayis1 227,28 ile 1.514,82 arasinda, F. stribnyi 12 bant olusturmus

PR

ve baz c¢ifti sayis1 201,64 ile 1.001,45 arasinda degistigi goriilmiistiir.
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Tablo 4.1. 18S DNA bolgesinin farkli primerlerle PCR’da olusan bant sayilar1 ve baz ¢iftleri: M Markar, 1,2 O. punctulata,3. O. laxiflora, 4.
O. palustris ve 5. F. stribnyi.

Primerler 2 OPC 02 3 OPA 07 24 OPC 20 18 OPC 13

Band

No. M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 2.072,00 742,14 742,14 970,32 1.357,89 1.150,03 1.357,89 1.353,92 1.437,04 1.253,62 1.275,60 1.256,74 1.253,62 935,54 1.496,82 1.407,61 1.686,93 1.685,81 1.486,17 1.514,82 1.001,45
2 1.500,00 681,53 647,81 812,53 1.111,60 948,58 1.026,20 1.053,63 1.225,92 1.072,11 896,61 1.072,11 1.072,11 890,07 1.282,61 1.134,29 1.438,33 1.427,74 1.181,78 1.268,31 882,71
3 1.400,00 386,18 401,53 650,26 948,58 711,94 954,73 966,54 1.038,05 898,84 828,13 842,65 842,65 784,53 904,97 978,44 1.261,49 1.264,79 1.103,26 1.190,85 823,24
4  1.300,00 323,03 319,74 557,00 831,15 607,53 907,71 910,07 881,16 848,91 740,59 473,69 473,69 640,65 734,11 868,17 1.186,31 1.184,04 1.010,47 1.122,39 760,63
5  1.200,00 432,50 776,54 512,60 791,94 784,11 720,64 780,23 634,93 390,29 390,29 443,84 59353 743,93 1.07558 1.078,27 953,38 936,16 689,21
6 1.100,00 318,53 738,19 377,53 692,57 689,14 633,36 638,09 574,91 520,55 672,26 896,00 901,07 897,64 830,03 616,78
7 1.000,00 184,23 688,37 171,48 565,00 565,00 477,23 523,15 506,53 319,46 618,69 802,98 806,59 808,13 671,47 541,72
8 900,00 614,77 541,72 536,34 409,15 432,12 455,24 524,89 726,80 72755 672,76 556,86 461,12
9 800,00 522,37 482,00 476,05 358,70 380,72 414,26 420,17 667,81 671,47 574,14 516,89 422,27
10 700,00 442,41 416,32 416,32 283,33 326,41 369,55 335,49 591,56 593,09 520,86 460,75 374,43
11 600,00 393,54 311,37 304,49 223,80 251,50 300,73 532,70 534,97 391,86 39596 309,03
12 500,00 193,50 274,78 268,94 177,22 263,00 398,42 401,71 27523 336,57 201,64
13 400,00 242,91 227,28
14 300,00 199,15
15 200,00
16 100,00
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4.2.2. 18S Sekans bulgulari

O. laxiflora, O. punctulata, O. palustris ve F. stribnyi tiirlerinin rDNA 18S bolge
sekans1 607 baz alinarak yapilmis, DNAMAN 3.1 (Lynnon Corporation, Pointe-Claire,
Quebec, Canada) ile toplu halde diizenlenmis ve tiim tiirlerde ortak baslangic ve bitis
noktalar tespit edilmistir. Elde edilen bu tiirler toplu halde MEGA 6 ile agilmis ve
oncelikle ClustalW kullanilarak (Open gap penalty = 15,0, extend gap penalty = 6.66)
diizenlenmistir. Elde edilen genel dizi goriinlimii manuel olarak kontrol edilmistir. Gen
dizileri Tablo 4,2°de verilmistir. Maksimum benzerlik prensibine gore olusturulan

filogenetik agac Sekil 4,8’de goriilen farkliliklar Tablo 4,3 ve 4,4’ de verilmistir.

O.laxiflora

0. palustris

L O.punctulata

F.stribnyi

0.01

Sekil 4.8. Calisilan tiirlerin filogenetik agaci.
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Tablo 4.2. Calisilan taksonlarinin 18S hizalama (alignment) sonucu

F. stribnyi GGC TTG CTT TGA GCA CTC TAA TTT CTT CAA AGT AAC GGC GCC GGA GGA ACG ACC CGG CCA GTG AAG GCC AGG AGC GCA
O. punctulata... A A.T . A

0. laxiflora A A.T . .T A

0. palustris A A.T . LT A

F. stribnyi TCG CCG GCA GAA GGG ACG GGA CGG CCG GTA CAT GCT TTT GAG GGC CGA CCG GCC GGC CCA ACC CAA GAT CCA ACT ACG
0. punctulata... ... ... A.. ... .TA ..C ACA G G ..C A.C G.- -GA G . A.. .A AG.

0. laxiflora ... ... ... T.. ... .TA ..C ACA G G ..C A.C G.- -GA G . A.. .A AG.

0. palustris ... ... ... T.. ... .TA ..C ACA G G ..C A.C G.- -GA G . A.. .A AG.

F.stribnyi AGC TTT TTA ACT GCA ACA ACT TAA ATA TAC GCT ATT GGA GCT GGA ATT ACC GCG GCT GCT GGC ACC AGA CTT GCC CTC
O.punctulata

O.laxiflora

O.palustris

F.stribnyi CAA TGG ATC CTC GTT AAG GGA TTT AGA TTG TAC TCA TTC CAA TTA CCA GAC TCG AAG AGC CCG GTA TTG TTA TTT ATT
O0.pUNCEULALA v vv v it iih e it e e eee e eee e e e e e A .. A

0.1axiflora «.. vee wcee tee eee eee eee eee eee aee wee ... ..N NN A .. A

O.palustris A .. A

F.stribnyi GTC ACT ACC TCC CCG TGT CAG GAT TGG GTA ATT TGC GCG CCT GCT GCC TTC CTT GGA TGT GGT AGC CGT TTC TCA GGC
O.punctulata C..
O.laxiflora C..
O.palustris C..
F.stribnyi TCC CTC TCC GGA ATC GAA CCC TAA TTC TCC GTC ACC CGT CAA TAC CAT GGT AGG CCC CTA TCC TAC CAT CGA AAG TTG
O.punctulata Cc C.. A

O.laxiflora C C.. A

O.palustris Cc C.. A

F.stribnyi ATA GGG CAG ATA TTT GAA TGA TGC GTC GCC GGC ACA AG- GGC CGT GCG ATC CGT CGA GTT ATC ATG AAT CAT CAG AGC
O.punctulata C . A.. .AA A ..A A .. G..
O.laxiflora C . A.. .AA A A A LA G..
O.palustris C . A.. .AA A A LA A G..
F.stribnyi ACC GGG CAA A-G CCC GTG TTG GCC TTT TAT CTA ATA AAT GCA TCC CTT CCG GAA GTC GGG G

O.punctulata .A. A.. ... .-A ..T .C. .C. A C ..G . AN

O.laxiflora .A. AA. ... .A. .TT .C. ... A C .G . A A .T

O.palustris .G. A.. .TG .-. ..T .C. .C. A C ..G . A A LT
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Tablo 4.3. Karakter degisiklikleri listesi

Karakter

CI

Changes

95

96

99

100
101
102
103
108
111
112
114
115
119
120
124
130
134
145
146
288
297
382
432
433
447
483
493
506
512
522
524
543
544
548

550
551
554
555
558
560
561
563
566

568
576
588
597
598
603

PR R R RRRPRRPRERRRRRRRRRRRRERERRRRERERERRRR R

O R R PP

e e el

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.500

.000
.000
.000
.000
.000
.000

PR R RPRPRRPRPRRPRRRRRPRRRRRRRPRRRRRRRRRERRRRPRRRRRRPRRPRRRERPEPRRPRPRRERRRRRRERRRRR R

QXFraoaQaroHQQ PP QPP roaQE PP rrQrOQQrP QX Proaraoaro QP QprpapE»raap e
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F.stribnyi
F.stribnyi
F.stribnyi
node 5
F.stribnyi
F.stribnyi
node 5
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.Stribnyi
.stribnyi
.Stribnyi
.stribnyi
.Stribnyi
.stribnyi
.Stribnyi
.stribnyi
.Stribnyi
.stribnyi
.Stribnyi
.stribnyi
.Stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.Sstribnyi
.stribnyi
node 5
.stribnyi
.stribnyi
.palustris
.stribnyi
.laxiflora
.palustris
.palustris
.punctulata
.laxiflora
.stribnyi
.stribnyi
.stribnyi
.laxiflora
.stribnyi
.Sstribnyi
.stribnyi
.Sstribnyi
.stribnyi
node 5
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Tablo 4.4. Apomorfi listesi

Branch

node 6 --> F.stribnyi 37

node 6
node 6

node 5

node 5

O.punctulata
node 5

O.laxiflora

O.palustris

61

63

74

88

95

96

99

100
101
102
103
108
111
112
114
115
119
120
124
130
134
145
146
288
297
382
432
433
447
483
493
506
512
522
524
544
548
550
561
563
566
568
576
588
597
598
558
69

88

543
603
551
560
566
548
554
555
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Tablo 4.5. Calisilan tiirlerin kendi arasindaki distance matrix tablosu

O. punctulata O. laxiflora O. palustris F. stribnyi
O. punctulata
O. laxiflora 0.0845
O. palustris 0.0905 0.0135
F. stribnyi 0.926 0.0135 0.0101

4.2.3. 18S Sekans bulgularimin NCBI sitesindeki verilerle karsilastirilmasi ve
Blast Analizi

O. punctulata ve O. laxiflora tiirlerine ait 18S verileri MEGA 6 programinda
degerlendirilmis ve online olarak http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi sitesine
girilmis ve blast analizi yapilarak en yakin tiirlerin dizi analizleri alinarak MEGA 6
programina girilmistir. Bunlarin i¢inden segilen 6 tiiriin sekans verileri ile yeniden analize
tabi tutulmus ve elde edilen sonuglar asagida verilmistir. Veriler analiz edilerek distance
matrix tablosu olusturulmus (Tablo 4.6) ve maksimium benzerlik prensibine gore
filogenetik agact cikarilmistir (Sekil 4.9). Secilen tiirler ve accession numaralari
sunlardir: Orchis quadripunctata (accession number gi|6752443|AF135194.1), Oncidium
sphacelatum (accession number gi|2138100/U59939.1), Cymbidium faberi (accession
number gi|343176240|JN418934.1), Cephalanthera longibracteata (accession number
0i|313756835|HM640777.1),
0i|2138094|U59948.1)
gi|11079186|/AB027309.1)

Neottia nidus-avis (accession number

ve Dendrobium nobile (accession number

Tablo 4.6. Calisilan taksonlarinin NCBI sitesinde elde edilen verilerle olusturulan 18S

bolgesine gore tiirlerin distance matrix tablosu.

No Takson 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 | Fritillaria stribrnyi (14-G-86)

2 | Orchis punctulata (14-H-38) | 0,035

3 | Orchis punctulata (14-A-01) 0,073 0,035

4 | Orchis laxiflora (14-M-73) 0,046 | 0,011 | 0,041

5 | Orchis palustris (14-M-78) 0,041]0,008 | 0,041 | 0,012

6 | Orchis quadripunctata 0,642 | 0,638 | 0,665 | 0,638 | 0,626

7 | Oncidium sphacelatum 0,641 | 0,637 | 0,664 | 0,635 | 0,625 | 0,011

8 | Cymbidium faberi 0,641|0,637|0,664 | 0,635 | 0,625 | 0,010 | 0,002

9 | Cephalanthera longibracteata | 0,650 | 0,646 | 0,673 | 0,644 | 0,633 | 0,011 | 0,004 | 0,004

10 | Neottia nidus-avis 0,640 | 0,640 | 0,667 | 0,638 | 0,628 | 0,015 | 0,010 | 0,010 | 0,013

11 | Dendrobium nobile 0,639 | 0,634 | 0,661 | 0,633 | 0,622 | 0,009 | 0,003 | 0,002 | 0,004 | 0,009
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

{ Cymbidium fabeni (gi|3431762401JN418934.1)
k0 Cephalanthera longibracteata (gil313756635|HMB40777 1)

B Oncidium sphacelatum (gi|2138100/U59939.1)

5 Dendrobium nobile (gi[11079186|AB027309.1)
Orchis quadripunctata (qil6752443|AF135194.1)
Neottia nidus-avis (gil2138094|LU59948.1)
Fritillaria stribmyi 165 14-G-86

o Orchis punctulata 185 14-H-33

Orchis punctulata 185 14-A-01

3 { Orchis laxiflora 185 14-M-73
54 Orchis palustris 185 14-M-78

]

Sekil 4.9. Calisilan tiirlerin 18S bolgesine gore NCBI sitesinden elde edilen verilerle elde

edilen maksimum benzerlik prensibine gore filogenetik agaci.

4.2.4. ITS Sekans bulgular

O. laxiflora, O. punctulata, O. palustris ve F. stribnyi tiirlerinin rDNA ITS
bolgesine ait 680 bazlik sekans verileri DNAMAN 3.1 (Lynnon Corporation, Pointe-
Claire, Quebec, Canada) ile toplu halde diizenlenmis ve tiim tiirlerde ortak baglangic ve
bitis noktalar1 tespit edilmistir. Okunmayan bastaki ve sondaki bolgeler atildiktan sonra
elde edilen bu tiirler toplu halde MEGA 6 ile a¢ilmis ve oncelikle Clustal W kullanilarak
(Open gap penalty = 15.0, extend gap penalty = 6.66) diizenlenmistir. Elde edilen genel
dizi goriinimii manuel olarak kontrol edilmistir. Gen dizileri Tablo 4.7°de verilmistir.
Tiirlerin distance matrix degerleri (Tablo 4.8) ve maksimum benzerlik prensibine gore
olusturulan filogenetik agaci1 (Sekil 4.10) internette yapilan arastirmada bulunan tiirle

birlikte verilmistir.
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O O O O = O O O O = o O O O =

O O O O o

Tablo 4.7. Calisilan taksonlarinin ITS1 hizalama (alignment) sonucu

stribrnyi ITS9 CCGTATGRRTGTATRAGGTTAATCATCCGTGGCCTAGCGCCCCGGATACGATC———————— TGACTGGGACTTATTACAACTTCGC-CTTCCCTGCGCC
laxiflora ITS60 AA.GCA.GTGC.GKGCAC.CGT..... TA.T..A.GASTAA.TTA..GTT.A.--ATGTTA.AGG...AGGAG.GAT...T.CG..G.AG.A.......
palustris ITS65 --.A.A.ACGY.GAGCMC.CTTCAGS.TA.C..A.CA.AAA.TT...GTT.C.--TTGTTA.ASA...TGGAS.AAT...T.CG..G.AG.AT......
punctulata ITS46 A---.A.GTGCCGCGCACCCGTC....T.CT..A.GAACAA..C...GG..A.--ATGTTG.AGGG.-A.GGG.GAT...T.CG..G.AG.TT T

punctulata ITS22 T.ACC.ACTGAA..GCAC.CGTC.T..TCCCT..CCA-CAA..C...GG..A.--ATGTTG.AGGG.-A.GGG.GAT...T.CG..G.AG.TT T

stribrnyi ITS9 AAGGAACAT-AATGGCAGGACGGA-———————————————— CGCACGTCAACGC----CTCGGCGGCGGCGCGGC-GCCCGCTCTCTA-—————— TCTA
laxiflora ITS60 ....T.A..-T..A...T..GCAT--CTTCAAC--CAT--C.T..AAG.GGTTT---GT..T.A..A.TT.TT.T---TT....C.A.--AGAG-.-.G
palustris ITS65 ....T.A..-T..A.T.T..GCTT--CTTCAAC--CAT--C.T..AAG.GGTTTTTTGT.TTRR.RAKTT.TT.T---TT....C.A.--RAAGT.G..
punctulata ITS46 ....T.A..ATG.A...T..GC..ATTTTCAACCATATATCTT..AAA...TTT---GT.TT.T..A.TT.TT.T---TT....CTA.--AGAG-.-.T
punctulata ITS22 ....T.A..ATG.A...T..GC..ATTTTCAACCATATATCTT..AAA...TTT---GT.TT.T..A.TT.TT.T-—--TT....CTA.--AGAG-.-.T

stribrnyi ITS9

laxiflora ITS60 T.Gevvvvnnnn. Tovevnvnn. Tt et e e G.
palustris ITS65 T.G...C.RA...G.R...... G..... Covnnn. R..A..A.G
punctulata ITS46 G.Govvenn. T, T e e e et e e e et e aeenn G.
punctulata ITS22 G.Govvvennn. T, T e e e et e e et G.

stribrnyi ITS9

laxiflora ITS60 .T.. ittt iinnnnnnn. Tooo... AGCT..C.A........ T
palustris ITS65 B Ro.o... S..G...... ASYT..C.A...SM...T
punctulata ITS46 .T.......... M.W...... T...... AGCT..C.A........ T
punctulata ITS22 .T. ...ttt ennnnenns T...... AGCT..C.A........ T
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Coniiii e G..... C
T GG.KG.C....... RA
Ceeeii e G..... C
Coviiii i i i G..... C

Covivvinna A..A. Govovnn
C...G..S..... A.MT. G

Covivvnnin. A..A...AA.......
Covivvnnin. A..A...AA.......

TACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAG

GTTCCCATTGCCCCCTT

-ATAGAACC.T.GC..TTATGCG
.S....-ATAGGACCAT.G...TTATGCR
—ATAAGACCTT.GA. .ATATGCG
—ATAAGACCTT.GA. .ATATGCG



O O O O = o O O O =

O O O O =

Tablo 4.7. Devam

stribrnyi ITS9
laxiflora ITS60
palustris ITS65
punctulata ITS46
punctulata ITS22

stribrnyi ITS9
laxiflora ITS60
palustris ITS65
punctulata ITS46
punctulata ITS22

stribrnyi ITS9
laxiflora ITS60
palustris ITS65
punctulata ITS46
punctulata ITS22

CGGGGGC--TGTCACGGATGCGGAGACTGGCCCTCCGTGC-CTCGTGTGCGGCGGGCTTAAGCGCGGG-—--CTGTCGGCGTCGGGATGGGCACGACGA
ATC.TCT--.A..TA........... A..... TGT.A...G..AA....T...T....G...A.A...-ATGA.T.TCT.C.G.CA.C-—-.AT...TT.
ACC.TCT--.A..TA....... A.AA..... GGT.A...C..AA....T.STT..T.G..AARA...-ATGA.T.TCT.T.GSMA..--.GY.A.TT.
GT..TCT--.A.TTA........ G..A....TTGT.A..TG..AA....T...A....G...A.T...-ATGA.T.TCT.T.G.CA.C--.AT...TT.
GT..TCT--.A.TTA........ G..A....TTGT.A..TG..AA....T...A....G...A.T...-ATGA.T.TCT.T.G.CA.C--.AT...TT.

GTGGT--GGACGGA-GCACCAGCTGGATGTCGTGGCC-CCCCGTCGCCTTAAGGGGGCTCAAGAGGCCCGGACCA-GGCGAGCCGTGCTCCGTAYGAGG

AC..GTG.T.T...A.TC...... ATTCC..T.CAT.GTTTG..
AC..KGG.TTT.R.A..T..RS..AATCC..T.CAT.KY.GG..
A...GTG...T.A.A..CT.G.T..ATCC.-A.CAT.GT.AG..
A...GTG...T.A.A..CT.G.T..ATCC.-A.CAT.GT.AG..

T.

T..T
T..G
T..G

.T

..G..AAA. . .GTGC.TATTTTAG.T.--A.CCAA.ACAA.TGTC.TCGCA
..G.RAAA...GKGC.TATT.CAS.T.--A.CCAA.ACAA.TGTA.TC.CA
..G..AAA...GTGC.TAT..C.GG.T-AA.CTAA.TCA. .TGTCCTTG.A
..G..AAA...GTGC.TAT..C.GG.T-AA.CTAA.TCA. .TGTCCTTG.A

AGGGCGTGCCGTCTCGCAACGCGACCCCAGGTCAGGCGGGGACACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAAGG -

T.ACAA-—————— T.AC.T........... ATG...... . AA
RAATAA-—————- . T.AC.T..R...oout ATG.S...RATG....SY.A.K. . W..S.W..... T...S..AR..——-
. .ACAA-—————- CT.AT.T........... ATG....... e A-—m——————
. .ACAA-—————— CT.AT.T........... ATG....... i G.A-—————-
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4.2.5 ITS Sekans bulgularinin NCBI sitesindeki verilerle karsilastirilmasi ve
Blast Analizi

O. punctulata ve O. laxiflora tiirlerine ait 18S verileri MEGA 6 programinda
degerlendirilmis ve online olarak http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi sitesine
girilmis ve blast analizi yapilarak en yakin tiirlerin dizi analizleri alinarak MEGA 6
programina girilmistir. Bunlarin i¢inden segilen 6 tiiriin sekans verileri ile yeniden analize
tabi tutulmus ve elde edilen sonuglar asagida verilmistir. Segilen tiirler ve accession
numaralar1 sunlardir:

Anacamptis champagneuxii (accession number gi|34333976/|AY364879.1)

A. coriophora subsp. coriophora (accession number gi|34493779|AY369086.1)

A. laxiflora (accession number gi|148879895|AM711747.1)

A. morio (accession number gi|148879861|AM711713.1)

A. pyramidalis (accession number gi|34333967|AY364870.1)

Dactylorhiza romana (accession number gi|66275687|DQ022873.1)

D. viridis (accession number gi|66275695|DQ022881.1)

Gymnadenia conopsea (accession number gi|148879895|AM711747.1)

Himantoglossum caprinum (accession number gi|327360344|FR750402.1)

Ophrys apifera (accession number gi|28865898|AJ539529.1)

Op. sicula (accession number gi|148879883|AM711735.1)

Orchis anthropophora (accession number gi|34333966/|AY 364869.1)

O. italica (accession number gi|545599946|KF499511.1)

O. mascula (accession number gi|33772624|AY351379.1)

O. militaris (accession number gi|51872527|AY699977.1)

O. palustris (accession number gi|1946250|294093.1)

O. purpurea (accession number gi|34333979|AY364882.1)

Steveniella satyrioides (accession number gi|148879894|AM711746.1)
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Tablo 4.8. Calisilan taksonlarinin NCBI hizalama (alignment) sonucu elde edilen distance matrix tablosu

No Takson

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

Fritillaria stribrnyi 1TS9
Orchis laxiflora ITS60
Orchis palustris ITS65
Orchis punctulata ITS46
Orchis punctulata ITS22

Anacamptis laxiflora
Anacamptis coriophora subsp. coriophora

Steveniella satyrioides
Orchis italica

Anacamptis pyramidalis
Orechis palustris
Gymnadenia conopsea
Orchis anthropophora
Anacamptis morio
Anacamptis champagneuxii
Orchis militaris

Orchis mascula

Orchis purpurea
Himantoglossum caprinum
Dactylorhiza viridis
Dactylorhiza romana
Ophrys apifera

Ophrys sicula

0,853
0,909
0,822
0,822

0,853
0,780
0,732

0,711
0,822
0,818
0,793
0,727
0,787
0,787
0,850
0,774
0,816
0,762
0,777
0,799
0,849
0,833

0,128
0,189
0,189

0,000
0,169
0,189

0,168
0,175
0,079
0,190
0,188
0,203
0,203
0,182
0,223
0,196
0,259
0,199
0,183
0,255
0,240
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0,257
0,257

0,128
0,192
0,207

0,212
0,218
0,056
0,251
0,235
0,237
0,237
0,243
0,279
0,264
0,281
0,276
0,258
0,292
0,284

0,000

0,189
0,253
0,148

0,050
0,234
0,206
0,110
0,056
0,269
0,269
0,033
0,085
0,016
0,198
0,130
0,104
0,209
0,195

0,189
0,253
0,148

0,050
0,234
0,206
0,110
0,056
0,269
0,269
0,033
0,085
0,016
0,198
0,130
0,104
0,209
0,195

0,169
0,189

0,168
0,175
0,079
0,190
0,188
0,203
0,203
0,182
0,223
0,196
0,259
0,199
0,183
0,255
0,240

0,202
0,201
0,130
0,151
0,214
0,201
0,152
0,152
0,245
0,253
0,244
0,272
0,230
0,231
0,287
0,293

0,097
0,184
0,165
0,123
0,104
0,203
0,203
0,141
0,149
0,147
0,138
0,137
0,130
0,123
0,116

0,205
0,170
0,080
0,016
0,216
0,216
0,062
0,056
0,056
0,164
0,105
0,086
0,149
0,136

10

0,169
0,228
0,206
0,124
0,124
0,241
0,241
0,233
0,248
0,244
0,221
0,259
0,266

11

0,206
0,192
0,185
0,185
0,192
0,234
0,213
0,234
0,230
0,214
0,245
0,237

12

0,074
0,248
0,248
0,116
0,116
0,103
0,186
0,062
0,050
0,190
0,176

13

0,224
0,224
0,067
0,056
0,050
0,172
0,098
0,080
0,163
0,149

14

0,000
0,246
0,227
0,268
0,282
0,289
0,264
0,266
0,264

15

0,246
0,227
0,268
0,282
0,289
0,264
0,266
0,264

16

0,098
0,039
0,206
0,142
0,117
0,196
0,182

17

0,085
0,229
0,149
0,130
0,203
0,189

18

0,185
0,116
0,098
0,209
0,195

19

0,201
0,194
0,222
0,215

20 21 22

0,028
0,213 0,191
0,205 0,184 0,016
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493|: Orchis punctulata [TS46

&0 Orchis punctulata ITS22

i L Orchis purpurea (gil34333979/AY364882.1)

Orchis militaris(gil51872527|AY699977.1)

Orchis mascula (gi|33772624|AY351379.1)

Orchis italica (gil545599946|KF499511.1)

B4 Orchis anthropophora (gi|34333966|AY 364869.1)
Gymnadenia conopsea (gi|148879895[AMT11747.1)
Dactylorhiza viridis gil66275695|DQ022581.1)

42

20

79

99
= _95|: Dactylorhiza romana(gi|66275687|0Q022873.1)
Himantoglossum caprinum (gi|327360344|FR750402.1)
I Steveniella satyrioides (gi|148879894|AM711746.1)
7 { Ophrys apifera (gil26865898]AJ539529.1)
100 Ophrys sicula (gi[148679883JAMT11735.1)
ﬂ: Orchis laxiflora [TS60
a7 Anacamptis laxiflora (gi|148879895|AMT11747.1)
Orchis palustris [TS65
499|: Orchis palustris (gi|1946250(294093.1)
& Anacamptis coriophora subsp. coriophora (gi|34493779|AY369086.1)
s Anacamptis pyramidalis (gi|34333967AY364870.1)
o _:Anacamptis morio gil148879861[AM711713.1)
100 Anacamptis champagneuxii(gi|34333976|AY364879.1)

Fritillaria stribmyi ITS9

Sekil 4.10. Caligilan tiirlerin ITS bdlgesine gore NCBI sitesinden elde edilen verilerle

elde edilen maksimum benzerlik prensibine gore filogenetik agaci.

4.3. Tartisma

Calismamizda toplanan materyalin tayininde, herbaryum 6rnegi, alkol materyali,
araziden ¢ekilen resimler kullanilmistir. Monograflar hazirlanirken degisik yerlerden
toplanmis numunelerin kisimlariin 6lgtimleri yapilmistir. Boylece elde edilen bilgiler
kullanilarak orkide monograflar1 hazirlanmistir. Bunlarla ilgili ayrintili dagilis listeleri ve
dagilim haritalart monograflarin sonunda verilmistir.

Kaynaklarda, Tiirkiye’de hangi orkidelerin bulundugu, verilen bilimsel isimler,
takson seviyeleri (tiir veya alt tiir) hakkinda farkli bilgiler bulunmaktadir. Calismamizda
bu farkli bilgiler gézden gegirilmis, Flora of Turkey 8 [8] cildinde kabul edilenler esas
olarak alinmistir. Buna gére iki tiiriin morfoljik olarak birbirlerinden oldukga farklidir. O.

punctulata’nin mahmuzu asagiya dogru yonelik ve braktelerinin ovaryumdan ¢ok kisa,

58



labellumun orta lobu derin bilobat, lobiiller arasindaki belirgin dis tagimasi ve sar1 renkli
labelluma sahip olmasi ile ayrilmaktadir. O. laxiflora ve O. palustris ise mahmuz asagiya
dogru ve mor renklidir. O. laxiflora’nin labellumu 3 loblu, daima beneksiz, lateral loblar
belirgin sekilde geriye kivrilmis, orta lob ¢ok kisa, emerginat, bazen tamamen eksik
olmasi ile i¢ grup olarak secgilen O. palustris az gok yassi labellum, 3 loblu veya bazen
tam, koyu mor benekli, orta lob lateral loblar kadar uzun olmasi ile ayrilir. Dagilim olarak
baktigimizda O. laxiflora Trakya genelinde yaygin olarak bulunmakta ve nemli veya hafif
bataklik habitatlar1 tercih ederken, O. punctulata ise Gelibolu Yarimadasi ve Edirne
Kesan Mecidiye civarinda bulunmakta, kizilgam ve makilik alanlarda yayilis
gostermektedir.

Molekiiler ¢alismamizda Orchis cinsine ait 2 tiir O. punctulata ve O. laxiflora
hedef olarak se¢ilmis, dig grup olarak Liliaceae familyasina ait Fritillaria stribnyi, i¢ grup
olarak ise Orchis palustris taksonu segilmistir. Molekiiler g¢alismalarda kullanilan
ornekler O. punctulata Canakkale Abide civar1 (14-H-38) ve Edirne Kesan Mecidiye
Italyan koyu (14-H-001), O. laxiflora (14-M-73) ve O. palustris (14-M-78) Kirklareli
Demirkdy Igneada ve F. stribnyi ise Kirklareli Liileburgaz Karaagag (14-G-86) koyiinden
toplanmustir.

RAPD (Random Amplified Primer Design) PCR’inda izalosyonu yapilan ve
yeterli safliga sahip oldugu goriilen 18S bdolgesine ait DNA’larin jelde yiiriitiilmesiyle
olusan bantlarin (Sekil 4.7) kullanilan 4 primerde de farkli bantlarin olustugu goriilmiis
ve bu bantlarin degerleri karsilastirildiginda (Tablo 4.1) 4 tiiriin de olusturduklar
bantlarin birbirinden farkli 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir. RAPD teknigi daha
cok ayni tiirlin farkli popiilasyonlar1 arasinda ki genetik ¢esitliligi saptamak i¢in
kullanilan ucuz, kolay ve kullaniglt bir yontemdir. Fakat bu ¢aligmada kullanilan tiirler
arasindaki belirgin olan genetik farklilig1 da agikca ortaya koymaktadir. Bu 6zellikle 1 ve
2 numarali 6rnek olan O. punctulata’nin iki lokasyondan alinan 6rneklerinde goriilebilir.
Dis grup olarak segilen F. stribnyi ise bariz olarak diger 4 6rnekten farklidir.

18S ve ITS bolgeleri filogenetik analiz i¢in kullanilmigtir. 18S bolgesi daha yavas
degisen ve evrimsel siiregte daha uzak akrabalar arasindaki iligkiyi ortaya koyan bir
bolgedir. ITS bolgesi ise daha hizli degisen ve yakin akrabalar arasindaki iligkiyi ortaya

koymak acisindan son derece dnemlidir. Ozellikle tiir ve cins seviyesi i¢in daha kullanish
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oldugu soylenebilir. Yapilan ¢alismada da elde edilen sonuglarin bunu dogruladigi
goriilmektedir.

18S bdlgesi ile yapilan ¢aligmada tiirlerin sekans analizi sonucu elde edilen
hizalama sonugclar1 (Tablo 4.2), karakter degisikliklerinin listesi (Tablo 4.3), apomorfi
listesi (Tablo 4.4) ve distance matrix (Tablo 4.5) tablosu ile tiirler arasindaki farkliliklar
ortaya konulmustur. Elde edilen bu verilerle tiirler arasindaki filogenetik iliskiler ortaya
konulmus ve maksimum benzerlik prensibine gore filogenetik agaglar1 olusturulmustur
(Sekil 4.8).

O. punctulata ve O. laxiflora tiirlerine ait 18S verileri NCBI sitesine girilerek
alinan gecici numara ile karsilastirildiginda yiiksek benzerlik gosteren tiirler se¢ilmis ve
bunlar arasinda O. quadripunctata en yakin tiir oldugu bunun disinda Oncidium,
Cymbidium ve Dendrobium gibi tropikal orkilerin yanisira Cephalanthera ve Neottia gibi
karasal tiirlerle olan akrabalik iligkileri de ortaya konulmustur (Tablo4.6, Sekil 4.9).

Bu 4 tiirtin ITS caligsmalari ise yakin tiirlerde bu bolgenin kullanish oldugu fikrini
desteklemektedir. Bu bolge ile yapilan caligmalarda ve NCBI sitesinden elde edilen
verilerle tiirler arasinda ve yakin tiirlerle olan iligkileri daha detayli olarak ortaya
konmustur. Bu bolge ile yapilan ¢alismalarin da fazlalig: filogenetik iliskilerin daha
detayl olarak ortaya konmasini saglamistir.

Orchis cinsi son zamanlarda sistematik ac¢idan oldukga degisen cinslerin basinda
gelmektedir. Yapilan DNA ¢aligsmalari ve kromozom sayilar1 da dikkate alinarak Orchis
tiirlerinin bazilar1 Neotinea cinsine, bazilari ise Anacamptis cinsine Bateman, Pridgeon &
Chase 1997 tarafindan nakledilmistir [122]. Kreutz’un ilkkez 1998 yilinda Almanca
olarak basilan [46] ve daha sonra Colak tarafindan 2009 yilinda Tiirk¢e olarak yayinlanan
“Tiirkiye Orkideleri” kitabinda da bu sistematik temel alinmistir [47]. Bateman, Pridgeon
& Chase’e gore Trakyada bulunan ve Tiirkiye Florasinda Orchis olarak adlandirilan
tirler: Anacamptis collina (O. collina), A. coriophora (O. coriophora), A. laxiflora (O.
laxiflora), A. morio subsp morio (O. morio subsp morio), A. morio subsp. picta (O. morio
subsp. picta), A. palustris (O. palustris), A. papilionacea var. papilionacea (O.
papilionacea var. papilionacea), A. papilionacea var. rubra (O. papilionacea var. rubra),
Neotinea tridentata (O. tridentata), O. italica, O. pinetorum, O. provincialis, O.

punctulata, O. purpurea ve O. simia.
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Buna karsilik bazi arastiricilar ise bu nakillerin olamayacagini belirtip, buna
karsilik Aceras ve Neotinea cinslerini de Orchis i¢ine dahil etmektedirler [107]. Tyteca
ve Klein [128]’¢ gore ise nakledilmenin dogru olamayacagi konusunda hem fikirler fakat
Orchis cinsinin ise bu karmagik yapisinin farkli cinslere boliinerek ¢oziilmesi gerektigini
belirtmekte ve bu cinsi Herorchis, Androrchis, Orchis ve Odontorchis olmak iizere 4 ayr1
cinse ayirmaktadirlar: buna gore ise arastirma bolgesindeki Orchis tiirleri su sekildedir:
Androorchis pinetorum (O. pinetorum), A. provincialis (O. provincialis), Herorchis
collina (O. collina), H. coriophora (O. coriophora), H. laxiflora (O. laxiflora), H. morio
(O. morio), H. palustris (O. palustris), H. papilionacea (O. papilionacea), Odontorchis
tridentata (O. tridentata), O. italica, O. punctulata, O. purpurea ve O. simia.

Buna gore yapilan ITS caligmalar1 ve NCBI sitesinden elde edilen verilerle
yapilan filogenetik analizlerde O. laxiflora ve O. palustris’in Bateman, Pridgeon & Chase
tarafindan belirtildigi gibi A. coriophora, A. morio, A. champagneuxii ve A. pyramidalis
ile ayr1 bir grup olusturdugu, O. punctulata’nin ise O. italica, O. mascula, O. militaris,
ve O. purpurea ile ayr bir grup olusturdugu ve yakin grup olarak Gymnadenia ve
Dactylorhiza cinslerinin olusturdugu grup yer almaktadir. Bunlarin disinda ise
Anacamptis grubu ile arada kalan Hmantoglossum, Steveniella ve Ophrys cinslerinin
olusturdugu grup yer almaktadir.

2012 yilinda yayinlanan “Tirkiye Bitkileri Listesi” kitabinda, Tiirkiye Florasi
temel alinmis ve tiirler Orchis cinsi igerisinde birakilmistir [117]. Molekiiler ¢calismalar
sonucunda; O. punctulata, Orchis cinsi iginde kalmaya devam ederken, O. laxiflora ve

O. palustris’in Anacamptis cinsine aktarilmasinin dogru oldugunu gostermektedir.
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0zel egitim 6gretim kurumunda 6gretmenlik yapmaktadir.

73



