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OZET

Neotinea ustulata ve Neotinea tridentata (Orchidaceae) TURLERININ
FILOGENETIK ANALIZLERI UZERINE CALISMALAR

Kaan HURKAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Doktora Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Kemal Melik TASKIN
03/07/2015, 75

Bu doktora tez ¢aligmasmin amaci: Avrupa ve Anadolu’nun, Akdeniz ve Akdeniz dis1
bolgelerinde yayilis gosteren yakin iligkili Neotinea tridentata (Scop.) R.M.Bateman,
Pridgeon & M.W.Chase ve Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase
tirlerinin genomik (nriTS) ve Kloroplast (accD—psal) DNA dizileri kullanilarak (i)
filogenetik yapilarmin incelenmesi, (ii) ribotip farkliliklarmnin test edilmesi, (iii) cografi
olarak genetik farkliliklara sahip olma durumlarinin ortaya ¢ikarilmasi ve (iv) iki tiir

arasinda yasanmuis tarihsel bir melezlesme olayinin, veriler 1s1ginda tartisilmasidir.

Bu doktora tez ¢alismasinda su hipotezler arastirilmistir; (i) Anadolu’da ve Avrupa’da
yayilis gosteren N. tridentata bireyleri melezlesme ge¢misine sahip olduklarmmdan ayni
ribotiplere sahiptir, (ii) Anadolu’da yayilis gosteren N. tridentata bireyleri heterozigoti
gosterebilir, (iii) Anadolu’da ve Avrupa’da yayilis gosteren N. tridentata bireyleri farkl

ribotiplere sahiptir.

N. tridentata ve N. ustulata tiirlerine ait taze yapraklar Tiirkiye, Yunanistan, Macaristan,
Hirvatistan, Bulgaristan, Cek Cumbhuriyeti ve Romanya’dan 2012 — 2014 yillar1 arasinda
toplanmis ve DNA izolasyonu yapilmustir. Ilgili primer ¢iftleri ile nrITS ve accD—psal
bolgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢ogaltilmis ve niikleotid diziligleri ortaya
cikarilmistir. Caligmada ilk olarak, ortaya ¢ikarilan genomik ve plastid DNA dizileri Basic
Local Search Alignment Tool (BLAST) ile veri bankalarindaki mevcut diziler ile
karsilastirilmistir. Daha sonra elde edilen tiim diziler Maximum Likelihood (ML),
Maximum Parsimony (MP) ve Bayesian Posterior Probability (BPP) algoritmalar

kullanilarak filogenetik agaglar ¢izilmistir. Bu agaclarda Anadolu ve Avrupa yayilish N.
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tridentata bireyleri farkli kladlara yerlesirken, Anadolu yayilish N. tridentata bireyleri ile
Avrupa yayilislt N. ustulata bireyleri ayni klad igerisine yerlesmistir. Ayrica bazt Anadolu
yayilislt N. tridentata bireylerinde heterozigoti goriilmiistiir. Bu sonuglar Anadolu kaynakli
N. tridentata bireylerinin N. ustulata tiirii ile bir melezlenme ge¢misinin oldugunu
gostermektedir. Cift ebeveynli ve tek ebeveynli kalitim gdsteren dizilerden elde edilen
filogenetik agaclar, melezlenmenin belirlenmesinde 6nemli bilgiler vermektedir. Buna
karsin, melezlenme siirecini daha detayli anlayabilmek ve molekiiler tarihleme ¢aligmalari
icin ileride bu orkide tiirlerinin tiim plastid genom dizilerinin ortaya ¢ikarilmasini tavsiye

etmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Neotinea tridentata, Neotinea ustulata, Melezlenme, Internal

Transcribed Spacer, Orchidaceae, Molekiiler Filogeni.
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ABSTRACT

STUDIES ON PHYLOGENETIC ANALYSIS OF Neotinea ustulata and Neotinea
tridentata (Orchidaceae)

Kaan HURKAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Plant Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Kemal Melik TASKIN
03/07/2015, 75

The aims of this thesis research are: (i) check phylogenetic structure, (ii) discuss having
identical ribotypes, (iii) conclusion of geographic ribotype variations and (iv) reveal the
hybridisation possibility of closely related orchids, Neotinea tridentata (Scop.)
R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase and Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon
& M.W.Chase, spread in the Anatolian and extra—Anatolian regions based on the genomic

(nrITS) and plastid (accD—psal) DNA sequences.

Following hypotheses were investigated in this PhD thesis: (i) Anatolian N. tridentata and
European N. ustulata species have identically preserved ribotypes because of having a
hybridisation history, thus (ii) Anatolian N. tridentata individuals may show heterozygoty,

(iii) Anatolian and extra—Anatolian N. tridentata have different ribotypes.

Fresh leaves of N. tridentata and N. ustulata from various countries, including Turkey,
Greece, Italy, Hungary, Croatia, Bulgaria, Czech Republic and Romania, collected in
2012-2014 and DNA samples were isolated using the CTAB method. nrITS and accD-
psal regions were amplified and then sequenced. We conducted phylogenetic analysis for a
data set consisting of genomic and plastid sequences and related sequences obtained from
BLAST search against plant genomic databases using Maximum Likelihood (ML),
Maximum Parsimony (MP) and Bayesian Posterior Probability (BPP) methods. Results
show that the Anatolian and European N. tridentata individuals are distributed on different
clades of the phylogenetic tree. Moreover, Anatolia distributed N. tridentata individuals
are placed on same clade with N. ustulata. Additionally, some Anatolian N. tridentata

individuals showed heterozygoty. Therefore we infer that Anatolia originated N. tridentata
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and European N. ustulata shares a hybridisation history. Comparative phylogenetic trees
gathered from the sequences of biparental and maternally inherited regions provide
valuable data to detect hybridisation. However, increase our understanding of the
hybridisation process and further molecular clock studies, we suggest sequencing whole
plastid genome of these species.

Keywords: Neotinea tridentata, Neotinea ustulata, Hybridization, Internal Transcribed
Spacer, Orchidaceae, Molecular Phylogeny.



ICINDEKILER

TEZ SINAV SONUC BELGESI. ... ettt ii
INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI ....oooitiieiceeee et en s iii
TESEKKUR.......cootiiiiiteeeeeteteee e ettt es st ese st ss et s aesess et atsse s et ateseesstatess s ssesnne s iv
OZET oottt vi
ABSTRACT ettt et e e e e et e e viii
SEKILLER DIZINI....cooiiiiioiiieeceeeeeee et Xii
CIZELGELER DIZINI.......cooiiiiiiieeieeeeeeeeeee e, Xiv
1210) 101 B B € 023 £ U 1
1.1. Salepgiller Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler .............ccccccoiiiiiiiiiin 1
1.2. Botanik OZllKIEIT ......c.ceveveieeeeeeeeeieeecee ettt 3
1.3, Tiirkiye OTKIA@IETT ....covvviiiiiiiiiie et 5
BOLUM 2 - ONCEKI CALISMALAR .......covoiiiieeeeeeeeee et en e, 7
2.1. Orkide Molekiiler Filogenisi, Evrimsel Ge¢gmisi ve Filogeni Calismalarinda
DNA Verilerinin Kullanimi...........c.coooiiiiiiiiiiiie e 7
2.2. Filogeni Calismalar1 I¢cin Genom Bolgelerin Segimi .......ovoveeveveevevevvereevereivanean. 8

2.3. Tez Calismasinda Kullanilan Tiirler ve DNA Bélgeleri Ile Ilgili Onceki

CalISMAIAT .....ceieiiiiieeeeeee 11
BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM .........ccooiiiiiiiiiiiiieietsssies s 18
3.1, BItKi MAtEryali ......cccvveeeiiii et 18
T ) 11133 s E T PO P PP PUPR PP 26
3.2, 1. BitKi t@SRIST .t 26
3.2.2. DNA 1ZOIASYONU.......vviiiiiee ettt saae e snaa e 26
3.2.3. Uygulanan CTAB yONteMI .........ccuviieiiiiiiieiiiiiee e 27
3.2.4. nrITS bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmast ...........ccccveeiiiiiiiiiiiiiiiicc i, 28
3.2.5. accD — psal bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmast ..........ccccoevviiivieiiiiiiciinnnn. 30
3.2.6. PZR {iriinleri saflagtirma yONteM ......coovvvieeiiiiiieeiiiiie e 31
3.2.7. Agaroz jelden PZR {iriinii saflagtirma yontemi ..........ccccoeevvveeiiiiiieenninnnn. 31
3.2.8. PZR firiinleri saflastirma protokolii............coooiiiiiiiiiiiiiice 32
3.2.9. DNA IZIIEME ..o 32
3.2.10. DNA dizilerinin islenmesi ve diizenlenmesi .........cccccvveeeeiiiiiiiiiinnieeennnns 32
3.2.11. DNA dizilerinin hizalanmas1 “Alignment™ ............cccoceviiiiiiiiiiiiicninnn, 33
3.2.12. DNA dizisi niikleotid degisikligi caligmast ...........ccoveeriiiiieeiniiiiieeriiinnn. 34



3.2.13. Filogenetik agaclarin olusturulmast ............ccoeovviiiiiiiiii e 34

BOLUM 4 - ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ......coooveviiierereeeeeereeeenan, 37
4.1. DNA IZOIaSYONU......cvviiieieieieteteteeeee ettt 37

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulart .............cccooviiiiiiiiiic e 40
4.2.1. nrITS bolgesine ait PZR bulgulart ...........cooveviiiiiiiiiicec 40

4.2.2. accD—psal bolgesine ait PZR bulgulart ...........cccoovviiiiiiiiiec, 43

4.3. DNA Dizileme Bulgulari..........ccooooiviiiiiic e 47

4.4. Biyoenformatik BUIQUIAT ...........cocoiiiiiiiii e 48

4.5. Filogenetik BUIQUIAT .........cccooiiiiii e 56

4.5. 1. nrITS bul@ulari........ooooiiiiii 56

4.5.2. aCCD—PSAL DUIGUIATT.....coiiiiiiiiiciie e 62
BOLUM 5 - SONUC VE ONERILER........c.cocciiiiiiiiiiiitieeeee e, 66
KAYNAKLAR ettt ettt ettt e e 69
OZGECMIS ..ottt ettt ettt s bbbt I

Xi



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
nrlTS bolgesinin gematik gOStErTMI ......cevvvvverivieiiiieiiiie e 9
accD—psal bolgesinin sematik OSTETIMI ....vvveeiivvereeiiiiiieeiiiiiee e 11
Tez calismasinda kullanilan bitki 6rneklemesi haritast..............cccccveeeeennns 21
N. tridentata genel ve ¢igek detay gorinliimil..........ccoevvveiiveninieiieenieniene, 22
N. ustulata genel ve ¢igek detay gOTUNIMIL........c.eervieiieiiiiiiieiiceie i 24
N. tridentata ve N. ustulata tiirlerinin Tiirkiye’deki yayilis haritast............ 26
1KD DNA Ladder Raritast .......cueeeevererieresiiresiieessiieessieeeesieeeeseeeesnneeeseeas 29
100 bg DNA Ladder haritast..........cooiiciiiiiiiiieiiiiiiiiiiieicce e 29
DNA izolasyonu sonrasi agaroz jel elektroforezi gorintlisii...........c.cevve.. 40

nrlTS bolgesine ait birinci PZR {iriin grubunun agaroz jel elektroforez
GOTUNTUSTL ...ttt e e 41
nrlTS bolgesine ait ikinci PZR iiriin grubunun agaroz jel elektroforez
GOTUNTISTL ..ottt e e e e s s bbb e e e e e e aans 42
nrlTS bolgesine ait tigiincii PZR {iriin grubunun agaroz jel elektroforez
GOTUNTISTL ..ottt e e e e s s bbb e e e e e e e nans 42
nrITS bolgesine ait dordiincii PZR iirlin  grubunun agaroz jel
elektroforez gOTUNTUSTL. ... .uvvvreriieee ittt 43
nrITS bolgesine ait besinci PZR iiriin grubunun agaroz jel elektroforez
GOTUNTISTL ..ottt e e e s st r e e e e e e nans 44
N. tridentata (Adana-TR, kuyucuklar 1,2 ve 3) ve N. tridentata
(Hatay-TR, kuyucuklar 4,5 ve 6) ornekleri i¢in 3’er tekrarli PZR
0] 0o PP P PP PP 45
N. tridentata (Adana-TR, kuyucuk 3, 28,77 ng/ul) ve N. tridentata
(Hatay-TR, kuyucuk 4, 26,98 ng/ul) orneklerine ait accD—psal PZR
tiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi goriintileri............cocveeviiiiiiiniiinnenns 46
N. tridentata (Antalya-TR) oOrnegine ait accD—psal PZR iriiniiniin
(31,08 ng/pl) agaroz jel elektroforezi gOrintiisii ........ccvvvveeriiviieeiiiiiineennne 47
accD—psal bolgesine ait birinci grubun PZR iriinlerinin agaroz jel
elektroforez gorlntliSii.........cvvveiiiiiiiiieiii e 47

accD—psal bolgesine ait ikinci grubun PZR firiinlerine ait agaroz jel

elektroforez gOTUNtUST. ... ..eeeiiiieiieiiiiie e 48
DNA bolgelerinin varyasyon yiizdelerinin karsilastirildig: grafik .............. 55

Xii



Sekil 4.13.

Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.

Ek polimorfizm alanlari’'nin DNA dizi kromatogramlar1 {izerinde

GOTUNTIMITL. ...ttt e e e e e s st b e e e e e e e s ans 56
nrlTS verileri ile ¢izilmis maximum-—likelihood filogrami ............cccccuve.. 58
nrlTS verileri ile ¢izilmis maximum parsimony filogrami.............cccoceveenn 59
Neotinea ve yakin akrabalarmim MP kladogrami ...........c.cccooeveiniiiinnnnene 60
nrlTS verileri ile ¢izilmis bayesian posterior output filogrami ................... 61
accD—psal verileri ile ¢izilmis maximum-—likelihood filogrami ................. 62
accD—psal verileri ile ¢izilmis maximum parsimony filogrami.................. 63

accD—psal verileri ile ¢izilmis bayesian posterior probability filogrami.....64

Xiii



Cizelge 1.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.

Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 3.6.
Cizelge 3.7.
Cizelge 3.8.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.
Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

CIZELGELER DIiZiNi

Sayfa No
Neotinea tridentata grubu igin teshis anahtart ...........cccccceevivveiiieeiiinennn. 4
Calismada kullanilan bitkilere ait detayli 6rnekleme tablosu .............. 19-20

nrlTS bolgesinin PZR teknigi ile ¢ogaltilmasi i¢cin kullanilan primer

QIZIIETT o 30
nrlTS bolgesi i¢cin kullanilan PZR karigimi.............ooccvvviiiiiiiiiiniiiiinnn. 30
nrITS bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PZR profili........................ 30
accD — psal bolgesinin PZR teknigi ile ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan

PIMEE IZHEIT . 31
accD — psal bolgesi i¢in kullanilan PZR karigimi.........ccccccoooviininnnnnnn 31
accD — psal bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PZR profili .............. 31

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
anlagsmazlik sembOIleTi..........uuvvviiiiiiiiiii 34
DNA miktar ve kalite Olg¢timleri NanoDrop sistemi ile yapilan
OTNEKICT ..o 39
Sekil 4.1°de o6rneklerin kuyucuk siralamasi ve Qubit DNA miktari
OICUMICTT .« 40

Sekil 4.5’te bulunan agaroz jel elektroforezi goriintiisiindeki PZR

iirtin miktarlarmin Qubit 2.0 cihazi ile 6l¢iim sonuglart..........cccccvvvnnnnnns 43
nrlTS bolgesinde bulunan ITS1, 5.8S ve ITS2 par¢a uzunluklari............. 50
DNA dizileme SONUG TAPOTU ...vvvviviieeeeiiiiiiiiiiiieeeeesssiiiireeee e e e s s siirnreeeeens 52
nrlTS dizilerinde karsilasilan Ek Polimorfizm Alanlar1 (EPA)

TADIOSU ... 54

Xiv



BOLUM 1
GIRIS

1.1. Salepgiller Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Cigekli bitkiler grubu igerisinde 27.801 takson kabul edilmis olup, bunlar arasinda
ilk sirada 32.913 takson ile Papatyagiller (Asteraceae) ikinci sirada ise 27.801 takson ile
Salepgiller (Orchidaceae, Orkideler) yer almaktadir (The Plant List, 2015). Orkidelere her
yil ortalama 500 yeni takson ve 13 yeni cins tanimlanmaktadir, fakat bu tanimlamalarin
bliylik bir ¢ogunlugunu yeni kesfedilenler degil, taksonomik yenilemeler ile diger

cinslerden ayrilan gruplar olusturmaktadir (Chase ve ark., 2015).

Orkideler, cok degisken habitatlarda yasayan ve diinyanin hemen her tarafina
yayllmis kozmopolit bir familyadir. Orkidelerin %70 kadar1 baska bitkiler iizerinde
yasamlarini siirdiiren epifit formda, %25 kadar1 toprakta yasayan karasal formda ve %35’lik
boliimii ise toprak altinda, litofit olarak kayalarin iizerinde veya saprofit olarak ciirliyen
bitkilerin lizerinde yasam siirdiiren bitkilerdir (Arditti, 1979; Renz ve Taubenheim, 1984).
Orchidaceae familyasinin yaklagik 450 cins ve 18.000 — 20.000 tiirle ¢igekli bitkilerin en
genis familyalarindan biri oldugu bildirilmistir (Sezik, 1984). Ayrica bu familyanin bitkiler
aleminin en zengin familyas1 oldugu ifade edilmistir (Arditti, 1979). Orchidaceae

familyasinin bitkiler alemindeki yeri asagida sematize edilmistir.

Ekvatoral bolgelerde bulunan ve c¢ok sik agacl veya yiiksek yogun otlu tropikal
ormanlarinda, agaglarin zeminde meydana getirdigi koyu golgelik bolgeler zemin bitkileri
acisindan oldukca fakirdir. Bu bdlgelerde bitkilerin 151k bulabilmeleri ve fotosentez
yapabilmeleri olduk¢a zordur. Bunun sonucu olarak bitkilerin biiyiik bir kismin1 bagka
bitkilerin iizerinde yasayan epifit bitkiler olusturmaktadir. Epifit yasam bi¢imine en iyi
ornekler Orchidaceae familyasindadir. Diinyanin epifit florasinin biiylik bir kismi olan
yaklasik {ligte ikisini orkideler olusturmaktadir. Bunun yani sira gosterisli ve biiylik
ciceklere sahip epifit orkideler, kiiltiirii en fazla yapilan bitkilerin basinda gelmektedir
(Arditti, 1979; Sezik, 1984).



Alem: Bitkiler

Béliim: Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)
Alt boliim:  Angiosperm (Kapali Tohumlular)
Sinif: Monocotylydonae (Tek Cenekliler)
Takim: Orchidales

Familya 1:  Orchidaceae (Salepgiller)
Familya 2:  Apostasiaceae
Familya 3:  Cypripediaceae
Alt familya A: Neottioideae
Oymak 1: Neottieae
Alt oymak a: Limodorinae
Alt oymak b: Listerinae
Oymak 2: Chranichideae
Alt oymak a: Spirantinae
Alt oymak b: Goodyerinae
Alt familya B: Epidendroideae

Oymak 1: Maxillarieae
Alt oymak a: Corallorhizinae
Oymak 2: Malaxideae
Alt oymak a: Liparinae
Alt familya C: Orchidoideae
Oymak 1: Orchideae
Alt oymak a: Gymnadeniinae

Alt oymak b: Serapiadinae

Orkidelerde simbiyotik iliskiler bir¢ok sekilde incelenebilir ¢iinkii orkideler
partnerlerini ddiillendirmez, adeta aldatirlar. Fakat buna ragmen orkideler, diger canl
gruplar1 ile tepeden twnaga siki bir biyolojik etkilesim icerisindedir. Burada “tepe”
bocekler sayesinde tozlagsmayi, “tirnak” ise mantarlar ile gergeklestirdigi mikorizal iliskiyi
sembolize etmektedir. Bu nedenle orkideler biyolojik etkilesimlerin ekolojisini ve evrimini
aragtirmak i¢in milkkemmel bir modeldir. 2013 yilinin 14-16 Mayis tarihleri arasinda
Italya’nin  Calabria bélgesinde gergeklestirilen New Phytologist Sempozyumu’nda

orkideler, evrimsel ekolojinin model organizmasi olarak kabul gormiistiir (Selosse, 2014).



Bircok karasal bitki, mineral kaynagi i¢in toprak mantarlar1 ile mikoriza
olusturmaktadir. Fakat orkidelerdeki gariplik ise, orkidelerin mikoriza olusturdugu
mantarlarin “Rhizoctonia” monofiletik grubu igerisinde yer alan ¢iiriik¢iil mantarlar olmasi
ve orkidelere 6zgii olmalaridir (Dearnaley ve ark., 2012) Ikinci gariplik ise orkide
tohumlarinin kii¢tik ve besleyici doku (endosperm) acisindan fakir olmalaridir. Bu nedenle
bu tohumlarin ¢imlenmeleri, orkide tohumlarmin bir mikorizal fungus tarafindan kolonize
edilmesine baghdir. Tiim bu sartlar gerceklestikten sonra ¢imlenme sonrasi olusan yapi
protokorm olarak adlandirilan klorofilsiz ve heterotrofik bir fideciktir ve hala fungusa
ihtiyag duymaktadir (Willis ve ark., 2014).

Mikoriza sirasinda fungus, orkideye ¢imlenme sirasinda besin ve karbon saglarken
odili veya mutualizm durumu siiphelidir. Orkideler erigkin ve ototrofik yapiya
ulastiklarinda karbon dongiisii tersine doner ve fungus, orkideden karbon saglar. Fakat
fotosentez yapmayan ve hatta fotosentez yapan bazi orkideler, erigskin donemlerinde bile

fungus tarafindan saglanan karbona gereksinim duyar (Yagame ve ark., 2012).

Tam heterotrof beslenme tarzi 30 orkide soyundan fazlasinda evrimlesmisken, kismi
heterotrof beslenme tarzi, evrimsel bir asama olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii
orkidelerin beslenme tarzlarindaki evrimlesme yonii heterotrof olma yoniindedir (Roy ve

ark., 2013).

1.2. Botanik Ozellikleri

Orkideler, ototrofik veya bazen heterotrofik bitkilerdir. Endotrofik mikoriza yaparak
mantarlar ile simbiyotik olarak yasarlar. Siiriiniici rizom veya indirgenmis, fibroz, etli
veya tuber benzeri koklere sahiptir. Yapraklar bazal veya sap seklinde, nadiren yoktur.
Govde dik duruslu, zayif veya giiclii, terminal ¢icek durumu bulundurur. Cigcek durumu bir
kac veya bircok spikaya sahiptir. Cigekler zigomorfik, boyut ve renk olarak ¢ok fazla
varyasyona sahip, genellikle resupinat. Cigek oOrtiisii; distaki halka 3 benzer segmentten
olusur (sepaller) ve i¢ halka iki esit segment (petaller) ve bir esit olmayan (labellum,
dudak) segmentten olusur. Labellum dikkat c¢eken, sekil ve renk bakimindan yiiksek
derecede farklilagmis, siklikla mahmuza sahip, bazen bdceklere sira dis1 sekilde adapte
olmus ve karsi tozlasma saglamaktadir. Kolumna, stigma ve stamenlerin birlesiminden

olusan, tek fertil bilokiiler anter ve stemenlerin birlesimini iceren merkezi etli organdir

(Renz ve Taubenheim, 1984).



Tez g¢alismasinda kullanilan N. tridentata ve N. ustulata tiirlerinin teshisi i¢in gerekli

anahtar Cizelge 1.1’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Neotinea tridentata grubu i¢in teshis anahtar1 (Delforge, 2006)’dan degistirilerek

1 Cigekler ¢ok kiiciik; ¢icek Ortiistiniin dis kismi soluk, dudak 3—5 mm uzunlugunda

................................................................................................ N. maculata
1* Cigekler bu karakterlerde degilse............cooviiiiiiiiiiii 2
2 Sepallerin tabant yesil... ..o e 3
2* Sepallarin tabani yesil tonlarda degilse.............cooeiiiiiiiiiiii e, 4
3 Dudak diiz veya hafifge konkav.................coooiii N. conica
3* Dudak KOnveks. .......o.oniieiii i N. lactea
4 Sepaller pembe veya koyu kahverengi................coooeivieiiiinnn... N. ustulata
4* Sepaller pembe, 1ila VEYa MOT. ... ..ottt eeeaeas 5
5 Dudak 7-12 mm uzunlugunda................cooooiiiiiiiiee N. tridentata
5* Dudak 13 — 20 mm uzunlugunda.................ccoooviiiiiiiiiiieeneans N. commutata

Epifit olarak bilinen Liparis ve Malaxis cinsleri disinda Avrupa’da bulunan biitiin
orkideler karasal orkidelerdir. Avrupa orkidelerinde (orta kusak orkideleri) kokler, genelde
rizom yapisindan ortaya ¢ikar ve Neottia nidus-avis tiiriinde oldugu gibi karmasik ve kus
yuvasina benzer bi¢imlerde veya Limodorum cinsinde oldugu gibi siskin ve bir araya
toplanmis bi¢imde olabilirler. Rizom yapis1, Corallorhiza ve Epipogium cinslerindeki gibi
bir mercan iginde dallanmis sekilde goriilebilmektedir. Tuberler; Orchis ve Ophrys
cinslerindeki gibi ovoit, Coeloglossum ve ¢ogu Dactylorhiza cinslerindeki gibi palmat
sekilli olabilmektedirler (Delforge, 2006). Tuberlerin sekilleri ve biiyiikliikleri, cinslerin
ayriminda 6nemli bir anahtardir (Sezik, 1984).

Avrupa’da ve Tirkiye’de bulunan yumrulu orkidelerde, her bitki genellikle 2 yumru
tasir. Kist bir 6nceki sene meydana gelen yumrunun araciligiyla gegiren bitkinin, ilkbahara
dogru ek koklerinden biri farklilasarak kalinlasmaya baslar ve bir yumru daha olusturur.
Bu yumru gelisirken diger taraftan yukariya dogru da bir tomurcuk vasitasiyla, yeni yilin
govdesi meydana gelmeye baslar. Bitkinin gelismesi ilerledik¢e yeni yumru da gelisir.
Besin igerigini kaybeden eski yumru ise burusarak, yeni yumrunun yanma yapisik ve i¢i
bosalmis halde bulunur (Sezik, 1984).



Orkidelerdeki polenlesme sistemleri, ¢cogunlukla ve hatali bir sekilde beraber
evrimlesme “‘co—evolution” siiregleri sonucu olarak sanilmaktadir (Dressler, 1990).
Orkideler ve polinatorleri arasinda beraber evrimlesme muhtemelen alisilmis degildir ve
polinatdrlerinin aksine, evrimin ¢ogu tek tarafli olarak orkidelerde goriilmektedir. Cilinkii
evrimlesmis ve neredeyse duragan formda olan polinatorlere karsi orkideler, siirekli
evrimlesme ve polinatorlerini kandirma yoniinde farklilagsma egilimindedirler (Szentesi ve
ark., 2002). Orkidelerde ¢icek aldatmacasi, Darwin zamanindan beri yogun bir sekilde
calisilmistir. Fakat 6diil vermeyen “non-rewarding” cigeklerin evrimi yapbozun 6nemli bir
parcasini gizlemektedir. Odiil alamamalarina ragmen polinatdrler neden orkide ¢iceklerini

ziyaret etmektedir?

Polinatorlerini etkilemek icin orkideler ¢icek durumu sekli, cicek rengi, kokusu ve
nektar kilavuzlari, mahmuz ve polen goriiniimlii papillalar gibi genel c¢icek sinyalleri
gondermektedir (Kunze ve Gumbert, 2001; Galizia ve ark., 2005). Sonug olarak bu durum
mimikri olarak adlandirmstir (Dafni, 1984).

Tez calismasinda kullanilan N. tridentata ve N. ustulata tiirleri, polinat6rlerini
etkilemek icin  “besin  aldatmacasi” stratejisini uygulamaktadir ve  nektar

bulundurmamaktadir (Inda ve ark., 2012).

1.3. Tiirkiye Orkideleri

Tiirkiye, tropikal kusak ile kutup bolgeleri arasinda kalan Orta Kusak Orkideleri
bakimindan diger Avrupa iilkelerine gore oldukca zengin bir floraya sahiptir. Karasal
ozellikte olan bu orkidelerinin biiyiik bir kism1 toprakta yasamaktadir ve genellikle toprak
altt yumrular1 bulunmaktadir (Giiler ve ark., 2008). Tiirkiye’ de 24 cinse ait 148 tiiriin
varhigindan s6z edilmektedir (Sezik ve ark., 2007).

Tiirkiye orkideleri {iizerine en giincel flora c¢alismast Kreutz tarafindan
gerceklestirilmistir ve bu ¢aligmaya gore; Tiirkiye’ nin flora 6zellikleri bakimindan Avrupa
ile Yakm Dogu bdlgelerinin ortak karakterlerini gosterdigi belirtilmistir. Arastiriciya gore,
Tiirkiye’de yaklasik 170 orkide taksonu bulunmaktadir (Kreutz, 2009).

Arastrma Fonu tarafindan desteklenen (TUBAP-488) Canakkale ilinde yapilan
Orchidaceae taksonlar1 belirleme caligmalarinda Kazdaglar1 ve cevresinin Orchidaceae

familyas1 liyeleri incelenmis ve 38 taksonun ayrintili bilgileri verilmistir (Giiler, 2005).



Bu doktora tez calismasinda, 11 {ilkeden 20’si tarafimizdan toplanan, 12’si ise
GenBank veri tabanindan alman toplamda 32 orkide taksonuna ait ¢ekirdek ribozomal
“Internal Transcribed Spacer” (ITS) ve kloroplast accD—psal bolgelerine ait niikleotid
dizileri kullanilarak molekiiler filo—cografya c¢alismasi gerceklestirilmistir. Ug farkli
filogenetik yaklasimmn (MP, ML ve Bayesian Posterior Probability) kullanilarak
olusturulan agaclar birbirleri ve literatiirdeki calismalar ile karsilagtirilmig ve Anadolu
kokenli N. tridentata Orneklerinin, Avrupa kokenli N. tridentata orneklerinden nrITS
bolgesine gore farkli ribotiplere sahip oldugu ve filogenetik agaclarda birbirlerinden
ayrildigi, Anadolu kokenli N. tridentata ornekleri ile Avrupa kokenli N. ustulata
orneklerinin birebir ayni ribotipe sahip oldugu ve filogenetik agaclarda i¢ ice olduklar
sonuglarma varilmistir. accD—psal bolgesine ait niikleotid dizileri ile ¢izilen agaclarda ise
bu durumla karsilagilmamistir. Bu uyumsuzluk ise Anadolu kokenli N. tridentata ve
Avrupa kokenli N. ustulata tiirii arasinda ge¢mis donemlerde yasanmis bir melezlenme

olaymi igaret etmektedir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Orkidelerde molekiiler filogeni, barkodlama, filo—cografya, melez soylarin

belirlenmesi ve tez ¢alismasi ile ilgili literatiir 6zetine bu béliimde yer verilmistir.

2.1. Orkide Molekiiler Filogenisi, Evrimsel Gecmisi ve Filogeni Calismalarinda

DNA Verilerinin Kullanin

Orkidelerde bir¢cok yeni cins tanimlanmasi ve bunlarin dogrulugunun molekiiler
DNA analiz yontemleri ile basarili bir sekilde yapilmaktadir. Bundan 6nceki zamanlarda
morfoloji, genel anlamda kabul edilen temel bir sistematik ve filogeni Ol¢iitii olmasina
karsin giinlimiizde bu verilere ek olarak DNA temelli yontemler de gerekli olmaktadir

(Chase ve ark., 2015).

Orkidelerin smiflandirilmas: {izerine yapilan son arastirmalarda ve bunu takiben
yapilan diizenlemelerden sonra bile Epidendroideae alt familyasmnin filogenisinin
anlasilabilmesi i¢in halen bir¢ok arastirma yapilmaktadir (Pridgeon ve ark., 1997,
Pridgeon ve ark., 2001; Pridgeon ve Light, 2005). Epidenroideae disinda, Orchidoideae alt
familyasinda da molekiiler teknikler kullanilarak cins bazinda halen kayda deger bir¢ok

degisiklik gergeklestirilmektedir (Chase ve ark., 2015).

Chase ve ark., (2003) plastid ve ¢ekirdek verilerine dayali filogenetik ¢alismalar ile
Orchidoideae alt familyasinda bir seri nomenklatiiral degisiklikler gerceklestirmislerdir.
Dort oymak olan Cranichideae, Diurideae, Codonorchideae ve Orchideae, alt familya
olarak tanimlanmigtir. Ayrica Orchideae oymagmnin igindeki ii¢ alt oymak olan

Brownleeinae, Disinae ve Orchidinae yine ayni arastirici tarafindan tanimlanmagtur.

Pridgeon ve ark. (1997) tarafindan, Orchidinae alt oymaginda ribozomal ITS verileri
kullanilarak molekiiler analizler yapilmistir ve bu calismalar cinsler ve tiirler arasindaki
iliskiler icin yeni bir anlayis getirmistir. Bu ¢alismadan ¢ikarilan ii¢ 6nemli sonug; 1)
Orchis cinsi, Onceden floral karakterlerle tanimlandigi gibi i{i¢ atadan gelmistir
(triphyletic). Bunun sonucu olarak arastiricilar Orchis sensu lato (s.l.) grubunu Neotinea ve
ozellikle Anacamptis olarak yeniden tanmimlamislardir. Ayrica tek tiirlii Aceras cinsi,
Orchis sensu stricto (s.s.) igerisine dahil edilmistir. 2) Daha Once tanimlandigi iizere
Gymnadenia, Nigritella dahil edilmese bile parafiletik bir gruptur. 3) Son olarak,

Coeloglossum, Dactylorhiza kladinin igerisine dahil edilmistir.
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Molekiiler verilere dayali sistematik ve filogeni ¢calismalari, 6zellikle orkideler gibi
biiyiik, karmasik ve son derece degisken morfolojik yapilara sahip bitki gruplarinin
yeniden diizenlenmesinde ve akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde ¢ok biiyilk 6nem

tasimaktadir.

ITS dizileri, kapali tohumlularin bir¢ok grubunda filogeninin anlasilabilmesi i¢in ¢ok
degerli bir aractir (Baldwin ve ark., 1995). ITS bolgesinin c¢ekirdek genomunda birden
fazla kopya ile tekrar etmeleri ve bir tiirlin gegmisindeki melezlenme delillerini ortaya
¢ikarmada ve tilirlesme siirecinin takibinde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir (Suh ve ark.,
2002).

ITS bolgesindeki heterojenitenin nedenleri arasinda, poliploidi ve melezlenmeden
kaynaklanan diizenlenmis evrimlesme “Concerted evolution”  gosterilmektedir.
Tamamlanmamis birlikte evrimlesme durumu; yiiksek mutasyon sayisi, tiirler arasi
melezlenme, seksiiel rekombinasyonun kaybi1 veya homolog olmayan kromozomlardaki

nrDNA lokuslarina dayandirilabilmektedir (Campbell ve ark., 1997).

Son yillarda orkidelerde bir c¢ok polinasyon sistemleri ve filogeni calismalari
yapilmasina ragmen, filogenetik ve ekolojik bilgilerin birlestirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Ozellikle &rneklemelerde DNA bolgelerinin ve 6rnekleme alanlarinin

¢oziinlirligliniin artirilmasina ihtiyag vardir (Cozzolino ve Widmer, 2005).

2.2. Filogeni Cahsmalan i¢in Genom Bélgelerin Secimi

Tir seviyesinde molekiiler filogenetik calismalarda DNA bolgeleri kullanilirken
intronlar veya genler arasi bolgeler gibi hizli evrimlesen bdlgelere ihtiya¢ duyulur. Bu
bolgeler ¢ekirdek genomundan ve / veya plastid genomundan segilir. Genellikle ikisinin

birden kullanim1 daha iyi sonug vermektedir (Sramko ve ark., 2014).

nrlTS bolgesi tiir seviyesindeki molekiiler filogenetik ¢aligmalarinda kullanilan en
giiclii bolgelerden biri oldugu birgok ¢alismada ifade edilmistir (Alvarez ve Wendel, 2003;
Bailey ve ark., 2003; Nieto-Feliner ve ark., 2007; Sramko ve ark., 2014).

nrlTS bolgesi, ¢ekirdek genomunda 18S ve 26S bolgeleri arasinda bulunan, 5.8S
kodlayan bolge tarafindan ITS1 ve ITS2 olmak iizere ikiye ayrilan, ortalama 620—640 bg
uzunlugunda genler aras1 bir parcadwr. ITS1 ve ITS2 bolgeleri herhangi bir protein

kodlamas1 yapmazken, 5.8S bdlgesi ribozomal RNA kodlanmasinda gorev almaktadir



(Sekil 2.1).

5! 3'

AN I TS-1 BERENITS-2 26S

L =

ITS1A ITS4

Sekil 2.1. nrITS bolgesinin sematik gosterimi (Baldwin ve ark., 1995)

Birgok bitki genomunda nrITS bolgesi kopyalar halinde bulunur. nrITS kopyalarinin
hepsi fonksiyonel degildir (¢cogu zaman bir bireyin genomunda birden fazla farklilasmis
kopya bulunabilir). Bu farkli kopyalar nrITS bolgesinin ¢oziiniirliik seviyesini diisiirebilir.
Bununla birlikte bireyler arasi genetik farkliliklarin incelenmesinde en etkili yol, nrITS
bolgesinin direkt PZR ile ¢ogaltilarak dizilenmesidir (Sramko ve ark., 2014).

nrITS bolgesinin, molekiiler filogenetik ¢alismalarda olduk¢a yaygm olarak
kullanilma nedenlerinden en 6nemlileri; (i) bircok bitki grubunda, bir¢cok evrensel primer
ile ¢aligilabilmesi (White ve ark., 1990), (ii) ¢ok kopyali olmasi, herbaryum 6rneklerinden
bile PZR teknigi ile bu bolgenin kolay bir sekilde ¢ogaltilabilmesine izin vermesi, (iii)
makul bir uzunluga sahip olmasi (700 b¢’nin altinda) i¢ primerlere gerek duyulmadan
cogaltilabilmesi, (iv) varyasyon seviyesinin, evrimsel ¢aligmalarda tiir seviyesinde
kullanilmaya uygun olmasi, (v) poliploidinin belirlenmesi, melezlenme, geri melezlenme

ve filogenetik anlam ¢ikarmadaki basarisidir (Nieto-Feliner ve ark., 2007).

nrITS bolgesinin  bir basgka potensiyel {stiinligii ise ¢ift ebeveynli kalitim
gostermesidir. nrITS bolgesi, ata ve soy belirlenmesinde, c¢ekirdek genomu igerisinde

homojenize olmayan kopyalar1 sayesinde oldukga kullanislt olmustur (Sang ve ark., 1997).

Bitki gruplarinin tiir diizeyinde filogenetik ¢alismalarinda nrITS bolgesi ile birlikte
bir plastid bdlgesinin incelenmesi neredeyse bir rutin laboratuvar protokolii olmustur

(Bailey ve ark., 2003).

Cekirdek genomunda bulunan ribozomal bdlge 18S, 5.8S ve 25S genleri ile bu
genleri bolen ITS1 ve ITS2 bolgeden ve dis kisimlardaki genler arasi bolgeden (IGS)
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olusmaktadir. Kodlayan nrITS bolgeleri ve IGS’nin bir pargasi, RNA’lar1 iiretmek i¢in
gerekli transkripsiyonel iiniteleri olusturmaktadir. Her bir lokus, ylizlerceden binlerceye
kadar ardisik kopyalardan olugsmaktadir. Dahasi, birgok ribozomal lokus, transkripsiyonel
olarak aktif olsun ya da olmasin bitki genomunda yer almaktadir. Bu durumda her nrITS
kopyasinin fonksiyonel oldugu sodylenemez. Bu nedenle PZR ile ¢ogaltilmis nrITS
tirtinleri, ¢ekirdek genomunda bulunan fonksiyonel olan veya olmayan tiim kopyalarin bir
ortak karar {rliniinii icerir (Nieto-Feliner ve ark., 2007). Tir diizeyindeki senaryolar
incelendiginde, tamamlanmamis birlikte evrimlesme, melezlenmenin bir sonucu olarak
nrlTS tekrarlarinda goriilecektir. Bu tiir ¢aligmalarda tiim ITS kopyalarinin 6rneklenmesi
ve cogaltilmas: tavsiye edilir (Rascher ve ark., 2003). Ozellikle tiirlerin cografik dagilislar
ve soylar1 arasindaki iliski incelenirken, nrITS nin tiim bu 6zelliklerinin kullanigh oldugu

aragtiricilar tarafindan bildirilmistir (Nieto-Feliner ve ark., 2007).

Cekirdek genomunda bulunan ve fonksiyonel olmayan ITS kopyalar1 yalanci genler
“pseudogenes” olarak bilinirler (Mayol ve Rossello, 2001). Bu durumun, filogenetik
aragtirmalarda ciddi sorunlara neden olmadigi goriilmiistiir. Fonksiyonel olan ITS
bolgesindeki varyasyonlarin (6zellikle gen kodlayan 5.8S bdolgesi), fonksiyonel
olmayanlara gore ¢ok daha az oldugu, elde edilen DNA dizilerinin incelenmesi ile bu

durumun kolaylikla anlasilabilir oldugu belirtilmistir (Besnard ve ark., 2007).

Melezlesme, bitkilerde tiirlesme siirecinde O©nemli bir rol oynamaktadir.
Melezlesmenin molekiiler diizeyde belirlenmesindeki en kolay yontem, cift ebeveynli
kalitim gosteren c¢ekirdek markorleri ile tek ebeveynli kalitim goOsteren plastid
markorlerinden gelen bilgilerin karsilagtirilmasidir. Segilecek olan plastid markoriiniin,
calismada iyi sonu¢ verebilmesi ve en az tiir seviyesinde ¢Oziinilirliige sahip olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle tez ¢alismasinda c¢ekirdek nrITS markorii ile birlikte ikinci bir
markor olarak, kloroplast genomunda bulunan, kloroplast genomunda yiiksek varyasyona
sahip (Sramko ve ark., 2014) ve kolay ¢ogaltilabilen genler arasi1 bir ara par¢a olan accD—
psal bolgesi kullanilmustir (Sekil 2.2). Bu bolgenin 3’ ucunda accD genini kodlayan, 5’

ucunda ise psal genini kodlayan bolgeler bulunmaktadir.
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accD-f

=)

psal-r
<
rbcL accD psal

Sekil 2.2. accD — psal bdlgesinin sematik gosterimi

Cox ve ark. (1997), Cypripedioideae (Orchidaceae), Bu ¢alismada 100’e yakin
orkide tiirlinlin ribozomal ITS bolgesi niikleotid dizi analizleri, parsinomi analizleri ile
birlikte kendi i¢lerindeki iligkiler arastirilmistir. Calismanin sonucu her cinsin monofiletik
oldugunu gostermistir. rbcL verileri gibi, ITS dizileri de Mexipedium cinsinin

Phragmipedium cinsi ile kardes oldugunu ortaya koymustur.

2.3. Tez Calismasinda Kullamlan Tiirler ve DNA Bolgeleri ile Ilgili Onceki

Cahsmalar

Cozzolino ve ark. (1998), Neotinea tridentata ve Neotinea ustulata melezi olan
Orchis * dietrichiana Bogenh. tanimlamasmi yapmislardir. Bu melez, Italya’nmn Salerno
bolgesindeki Kuzey Vallo di Diano daglarindan toplanarak morfolojik ve molekiiler olarak
karakterize edilmistir. RAPD ve RFLP analizleri ile melezlik durumu hakkinda bilgi
edinilmesi amaglanmistir. RAPD bitkinin kesinlikle bir melez oldugunu gdostermistir.

cpDNA yapisi ise N. tridentata tiirliniin anne soyu oldugu agikga belirlenmistir.

Aceto ve ark. (1999), calismalarinda; Orchis ve bununla iliskili Aceras, Anacamptis,
Neotinea, Ophrys, Platanthera ve Serapias cinslerinin ITS bolgelerindeki varyasyonlar ve
varyasyonlarin filogenetik iliskilerini karsilastirmislardir. Caligma ile birlikte c¢icek
morfolojinin yliksek derecede degisken oldugu, giiniimiizde kabul edilen tiir ve cins

tanimlarmin olduk¢a yapay oldugu ortaya konulmustur.

Douzery ve ark. (1999), ¢alismalarinda; Orchidaceae familyasinin bir tribusu olan
Diseae (Orchidoideae: Orchidaceae) i¢in ilk defa molekiiler filogeni analizleri
yapmuslardir. Nuklear ribozomun ITS1, 5.8S rDNA ve ITS2 dizileri, 30 Diseae, 20
Orchideae, 4 Cranichideae ve Diurideae gruplar1 arasinda karsilastirilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda morfolojik karakterlerin, ITS filogenisi ile tanimlanan ve desteklenen gruplarla

uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.
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van den Berg ve ark. (2000), calismalarinda; Laeniilae (Orchidaceae) alt oymagmin
en iyi bilinen cinslerinden 295 aksesyon ile Pleurothallidinae, Coeliinae, Meiracylliinae,
Bletiinae ve diger dis gruplar icin niikleer ribozomal ITS1 ve ITS2 DNA dizileri
kullanilarak filogenetik analizler yapmislardir. Calisma sonucunda Arpophyllum, geriye
kalan Laeliinae iyelerinin kardesi olarak tanimlanmis, ayrica Meiracyllium

(Meiracylliinae), Euchile iiyelerine yakin bir pozisyona yerlestirilmistir.

Widmer ve ark. (2000) ¢alismalarinda, Italya’da, Sassano’ya yakin bir bolgeden
toplanan 16 bireylik kiiciik bir Orchis x colemanii popiilasyonunun, O. mascula ve P.
pauciflora tiirlerinin dogal melezi oldugunu gostermislerdir. O. x colemanii, O. mascula ve
O. pauciflora tiirlerinin, rDNA fragmentinin 18S ve 25S bdlgelerini de igeren ITS1, 5.8s
rDNA ve ITS2 boldeleri PZR teknigi ile ¢cogaltilip ribozomal fragmentleri dizilenmistir ve
dot blot analizi yapilmistir. Boylece melez tiirde, atasal bireylere ait genetik materyalin

hangi oranlarda bulundugu ortaya ¢ikarilmistir.

Cozzolino ve ark. (2001) calismalarinda, Akdeniz orkideleri olan Orchis s.l.
tiirlerinin, polinasyon biyolojisi ve molekiiler kanitlar kullanilarak tiirlesme siireclerini
incelemislerdir. Bu ¢alismada molekiiler markor olarak ¢ekirdek genomunda bulunan
nrlTS bolgesi kullanilmistir. Orchis, Neotinea, Anacamptis ve benzer familyalarda yapilan
calismada Yakin Dogu ve Dogu Avrupa’dan (6zellikle Israil’den) oOrneklemeler
yapilmistir. Dogu Akdeniz orkidelerinin monofili gostermedigi goriilmiistiir. Anacamptis
collina, Anacamptis coriophora ve Orchis italica tiirlerinden elde edilen nrITS dizilerinin
ITS1 bolgelerinde tek bir nokta mutasyonu disinda, Italyan Orneklerinde oldugu gibi
birbirinin ayn1 oldugu gériilmiistiir. Israil’den toplanan Neotinea tridentata nrITS dizisinin
Italyan kokenli olandan farkli oldugu gériilmiistiir. Arastirmacilar, Akdeniz Bolgesi’nin
farkli bolgelerinde Neotinea tridentata nrITS dizilerinde ufak farkliliklar olabilecegini

belirtmistir.

Pridgeon ve ark. (2001), c¢alismalarinda; Pleurothallidinae (Epidendreae:
Orchidaceae) subtribusunun evrimsel iligkilerini incelemek amaciyla 18 taksonun niikleer
ribozomal DNA’ larmin nrITS boélgesini dizilemislerdir. Calismada dogrulugu arttirmak
icin ayrica matK, trnL intronu, ve trnL-F bolgeleri de dizilenmistir. Caligmanin sonucunda

Pleurothallidinae alt oymaginin monofiletik bir grup oldugu 6nemle vurgulanmstur.

Soliva (2001), c¢alismasinda Ophrys (Orchidaceae) taksonlarmm ana soylarinin

filogenetik analizleri yapilmistir. Bu analizlerde yol gosterici olarak ribozomal DNA’sinin
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ITS boliimii ile kloroplast DNA’smin trnL—trnF boliimleri sekanslanmistir. Calisma,
Ophrys cinsinin Euophrys ve Pseudoophrys olarak iki ana gruba ayrildigini desteklemistir.

Alvarez ve Wendel (2003), calismalarinda; bitkilerde cins ve cins Stesi seviyelerde
filogenetik ifade i¢in en popiiler sekans dizilerinden birinin, niikleer ribozomal sistronun
18S-5.85-26S bolgesinde bulunan ITS bolgesi oldugu belirtilmistir. Son bes yildaki
caligmalar incelendiginde, yayimlanan 244 makalenin %66’ smin ITS bdlgesi sekans verisi
icerdigi gorilmistiir. Calismada ITS bolgesinin neredeyse tamamen universal olarak
kullanilmasina ragmen, molekiiler filogeni ¢alismalarnin, filogenetik analizlerde tamamen

giivenilir olmadig1 vurgulanmistir.

Tsai ve ark. (2004), galismalarinda Tayvan’ da bulunan 12 Dendrobium tiiriiniin
genetik iligkileri ITS bolgesi calisilarak belirlenmistir. 12 Dendrobium tiirti arasinda
genetik uzaklik belirlenip filogenetik aga¢ olusturulmustur. Calisma sonucunda;
Dendrobium linawianum, Dendrobium moniliforme, Dendrobium tosaense, Dendrobium
leptoclandum ve Dendrobium falconeri tiirlerinin Dendrobium aurantiacum grubuna dahil
oldugu, Dendrobium chameleon tiiriiniin Denrobium miyakei grubuna dahil oldugu ve
Dendrobium crumenatum tiiriiniin ise Dendrobium equitans grubuna dahil oldugu ortaya

konmustur.

Cozzolino ve Widmer (2005), arastrmalarinda Akdeniz orkidelerinin iireme
izolasyonlarmin evrimsel temellerini ¢alismislardir. Orkidelerin ¢igek yapilarindaki sira
dis1  farklilik, orkide—polinator iliskilerinin  6nemini artrmaktadwr. Cigeklerin
morfolojilerindeki, renklenmelerindeki veya kokularindaki degisiklikler farkli polinatorleri
kendilerine c¢ekmelerine neden olabilmektedir. Akdeniz orkidelerinin Orchidinae
oymagmda yapilan filogenetik c¢alismalar, orkidelerin polinasyon biyolojilerindeki
varyasyonlarin, tiirlesme ile pek ilgili olmadigini ortaya ¢ikarmustir. Akdeniz orkidelerinin
cogu besin aldatmacasi stratejisi ile polinatorlerini ¢ekmektedir ve bunu genellikle
polinatorlerini nektar ile odiillendiren bitkileri taklit ederek yaparlar. Calisma Akdeniz
orkidelerinin, poliploidi olmadig1 durumlarda tiirlesmenin olduk¢a sinirli oldugunu

gostermektedir.

Devos ve ark. (2006), ¢alismalarinda Dactylorhiza fuchsii, Dactylorhiza saccifera,
Dactylorhiza foliosa ve Dactylorhiza maculata tiirlerinin nrITS ve ETS (External
transcribed spacers) bolgelerini dizilemislerdir. Diploid olan D.fuchsii ve otopoliploid

olan D. maculata tiirlerinin DNA polimorfizmleri bu calisma ile agiga g¢ikarilmistir.
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Filogenetik agaclarin tekrar olusturulabilmeleri i¢in Parsimoni ve Bayesian analizleri

yapilmustir.

Gulyas ve ark. (2005), calismalarinda Carpatho—Pannonian bolgesinde melez kokenli
oldugu diisiiniilen Ophrys holubyana Andrasovzskiy (Orchidaceae) tiiriinii ¢aligmislardir.
Tiirtin melez kokenli oldugu bir¢ok arastirici tarafindan kabul edilmesine karsin bu
hipotezi destekleyecek, daha dnceden bulunmus herhangi bir molekiiler kanit yoktur. Bu
calismada Ophrys holubyana tiirii ile birlikte Ophrys fuciflora (Cr.) Rchb. ve Ophrys
bicornis Sadler ex. Nendtvich tiirlerinin de nrITS bolgeleri dizilenmistir. Carpatho—
Pannonian bolgesindeki hemen hemen biitiin tiirler 6rneklenmis ve Ophrys holubyana,
Ophrys fuciflora ve Ophrys bicornis tiirlerinin nrITS sekanslar1 verilmistir. Calismanin
sonucunda Ophrys holubyana tiiriiniin nrITS bdlgesinin, Ophrys sistematigi ve filogenisi
ile birlikte melezlik durumu ve derecelerinin belirlenmesinde kullanigli  oldugu

belirtilmistir.

Kress ve ark. (2005), calismalarinda DNA barkodlamasinin; biyogesitlilik
calismalari, juvenil bireylerin teshisleri, cinsiyet belirlenmesi ve adli tip uygulamalarinda
kullanildigin1 belirtmislerdir. Sitokrom C oksidaz 1, hayvan tiirlerinin barkodlanmasi igin
oldukca ideal bir enzimdir. Bitkiler i¢in bu enzimin sekansi taksonomik agidan uygun bir
sonu¢ vermemektedir ¢ilinkii bitkilerde bu enzim ¢ok yavas evrimlesmektedir. Cigekli
bitkilerin barkodlanmasinda niiklear ITS bolgesi ve plastid geni olan trnH — psbA,
barkodlama i¢in olduk¢a ideal alanlardir. trnH — psbA bolgesi, yaklasik 450 bp

uzunlugunda olup karasal bitkilerde sekans kullanimi i¢in idealdir sonucu verilmistir.

Barrett ve Freudenstein (2008), calismalarinda rbcL bolgesinin bir¢ok bitkinin
filogenetik ¢alismalarinda ve parazitik bitkilerin evrimsel gelisim c¢alismalarinda siklikla
kullanilan genis bir alt {inite oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada sekiz Corallorhiza
tirtiniin rbcL geni dizilenmistir. rbcL geninin filogenetik ¢aligmalarda kullanilabilirliginin,

400’den fazla ¢alisma ile desteklendigi, bu ¢alismada ortaya konmustur.

Kress ve Erickson (2008), galigmalarinda DNA barkodlama tekniginin, genomik
tabanli arastirmalarda c¢ok fazla kullanilmalarinin bir tesadiif olmadigini, DNA
barkodlarmin ve genomiklerin, geleneksel disiplinlerin Otesinde yeni sorulara cevap
verebildigini belirtmektedir. Standartlagtirilmig kisa DNA sekanslarindan olusan DNA
barkodlarmin, biitlin tiirlerde karakterize olabilecegi, arastiricilar tarafindan géz Oniine

serilmektedir. Arastiricilara gére DNA barkodunu olusturacak bolgenin (1) tiir seviyesinde
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genetik varyabilite ve farklilasma igermesi, (2) evrensel primerlerin baglanabilecegi
bolgeler icermesi, (3) DNA izolasyonu ve ¢ogaltilmasi icin elverigli ve kisa olmasi

gerektigi vurgulanmaktadir.

Lahaye ve ark. (2008), ¢alismalarinda ekolojik arastirmalar ve koruma galismalarmin
biiyiik bolimiinde, klasik taksonomik tanimlamalar kullanishi olmadiginda DNA
barkodlama yontemi oldukga yararlidir. Bu ¢alismada plastid genomunun matK geninin
cicekli bitkilerin barkodlanmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismada, 1000°den
fazla takson igeren Mesoamerican orkidelerinin matK genlerinin barkodlanmasi yer

almistir.

Sharma ve ark. (2012), nrITS bolgesinden elde edilen dizi verileri ile on adet
Cymbidium (Orchidacae) tiiriinde, cins {izeri taksonomik kategorilerde incelemeler
yapmuglardir. Calismada kullanilan Cymbidium tiirleri, kuzey—dogu Hindistan’dan
toplanmistir. Calismada, ITS1 ve ITS2 bolgeleri dizi uzunlugu ile G + C igerigi olarak
varyasyon gostermistir. 5.8S bolgesinin daha korunmus oldugu gorilmiistiir (%98,71).
ITS2 bolgesinin en ¢ok parsimoni bilgi iceren bolge oldugu (%7,46) ve en ¢ok dizi
farkliligina sahip (%24,63) bolge oldugu gorilmiistiir. ITS bdlgesinin Asya kokenli
Cymbidium tiirlerinde yiiksek destek degeri ile filogeniyi belirledigi gorilmistiir.
Maximum Parsimony, Maximum Likelihood, Neighbour Joining ve Bayesian Inference
yontemleri ile giivenli sonuglar alinmistir. Ozellikle ITS2 bdlgesinin orkidelerde tiir {izeri

taksonomik seviyelerde de kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Inda ve ark. (2012), Orchideae (Orchidaceae: Orchidoideac) oymaginda, kombine
edilmis DNA matrisleri ile gerceklestirilmis bir filogenetik calisma yapmislardir.
Calismanin temelinde kuzey iliman bolgede yayilis gosteren 62 adet ¢ogunlukla karasal
olan orkideler kullanilmistir. Arastiricilar, nrITS bolgesi kullanilarak bu oymagm daha
onceden calisildigimi fakat filogenetik agacin bazi bdlgelerinde gilivenirligin az oldugunu
belirtmektedirler. Calismada 103 tiir ve 25 cinse ait 118 6rnekleme yapilmis, nrITS, cox1
intronu, ve plastid rpl16 intronu kullanilmistir. Filogenetik agaglarin olusturulmasinda
Bayesian ve Maximum Parsimony yaklasimlar1 kullanilmistir. Molekiiler tarihleme
kullanilarak ¢izilmis olan filogenetik agacin giivenirlik degeri yiiksek bulunmustur.
Orchidinae alt oymagmin 15 milyon y1l 6nce Akdeniz havzasinda farklilagtigi sonucuna
elde edilmistir. Atasal Orchidinae alt oymaginin Hymenoptera tiirleri ile tozlastigi, bu

orkidelerin yiyecek kandirmacasi ile polinatdrleri kendisine ¢ektigi anlagilmistir.
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Tyteca ve ark. (2012), calismalarinda Orchis (Orchidaceae, Orchidinae) cinsinde
morfolojik ve genetik ¢aligmalar gergeklestirmislerdir. Son on yilda Orchis cinsi birgok
degisiklige ugramistir. Fakat cinsin boliinmiis olmasi hala tartisma konusudur. Bu
durumda, Orchis s.s. bibirinden iyice farklilasmis iki monofiletik tiir grubunu igeren
Orchis s.s. ve Masculae alt cinslerinden olustugu goriilmektedir. Calismada iki alt cinsten
ve iligkili Anacamptis cinsinden genis ¢apta 6rnekleme yapilarak, detayli floral morfolojik
Olciimler ve vejetatif karakterler analiz edilmistir. Calisma gostermistir ki, {i¢ tlir grubu

morfolojik olarak birbirlerinden agik¢a ayrilmistir.

Pavarese ve ark. (2013), caligmalarinda Neotinea commutata tiiriiniin kompleks
kokenini arastirmislardir. Poliploidi ve melezlenme siklikla genetik ve fenotipik
varyasyonlara neden olmaktadir. Bu olaylar evrimsel olarak etki eden giiclerdir ve bu
nedenle evrimsel siirecin temelini olusturmaktadir. Poliploid tiirlesme karmasik bir siire¢
olsa da, potansiyel olarak soylar arasi ekolojik farkliliklar, ebeveynlerin birbirleri ile
melezlenmesine ve karismasini saglamaktadir. Bu ¢alismada ilk defa 1984 yilinda Sicilya
endemigi olarak tanimlanan N. commutata ve Ongoriilen ebeveyn tiirlerin iliskileri
molekiiler, sitogenetik ve morfometrik olarak analiz edilmistir. N. commutata tiirliniin
tetraploid oldugu ortaya ¢ikmistir ve N. tridentata ile N. lactea tiirlerinin melezi oldugu
goriilmiistiir. Ayrica N. commutata tiirlinde kromozom sayist varyasyonlar1 da

gorilmiistiir.

Sramko ve ark. (2014) tarafindan bir Avro—Asya orkide cinsi olan Himantoglossum
s.l. (Orchidaceae) iizerinde molekiiler filogeni ve evrimsel ge¢misi ortaya ¢ikartma
caligmas1 yapilmistir. Cins simdiye kadar sinirlh ve tamamen geleneksel filogeni
yontemleriyle calisilmistir. Bu nedenle calismada molekiiler filogeni ile evrimsel gegmisin
daha iyi anlagilmasi amaclanmistir. Avrupa ve Asya kitalarinda 153 popiilasyondan
ornekleme yapilmistir. Calismada molekiiler markor olarak c¢ekirdek genomunda bulunan
nriTS ve LEAFY ile birlikte plastid genomunda bulunan accD—psal, atpF-atpH, rpsl6,
trnH—psbA, trnL—rpl32-ndhF ve ycfl bolgeleri kullanilmigtir. Himantoglossum cinsinde
nrlTS dogast geregi ¢ok kopyali olmasindan dolayr ¢aligmada kullanilmak {izere
klonlanmistir. Calismada plastid markorii olarak en fazla bilgi verici bolge accD—psal
bolgesi olmustur. Plastid dizi farkliliklar1 H. Hircinum-adriaticum ayrimimni gostermistir.
nriTS ribotipleri ve LEAFY filogenileri taksonomik yeniden diizenleme i¢in daha az uyum

gostermistir.
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Chase ve ark. (2015), calismalarinda Orchidaceac familyasinin sistematigini
giincellemistir. Familya, sistematik agidan iligkilerin daha iyi anlagilabilmesi igin 2003
yilindan bu yana bazi biiyiik giincellemelere ugramistir. Bu ¢aligmada 736 giincel olarak
tanimlanmis cins i¢in giicellenmis edilmis sistematik bilgiler bulunmaktadir. Orchideae alt
familyasinda da degisiklikler yapilmasina ragmen en ¢ok degisiklige Epidendroideae alt
familyas1 ugramistir. Calismada molekiiler markor olarak diisiik kopya sayili Xhd ¢ekirdek
bolgesi ile birlikte plastid bolgeleri kullanilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Calismada ana bitki materyali olarak N. tridentata, N. ustulata, Neotinea maculata,
Neotinea conica orkide tiirlerine yer verilmistir (Cizelge 3.1). Orneklemeler Akdeniz,
Bati—Alt Akdeniz, Orta—Alt Akdeniz, Balkan—Alt Akdeniz ve Dogu—Alt Akdeniz olmak
iizere biiyiikliigii yaklasik 3 milyon km? olan bes farkli cografi bolgeden yapilmustir (Sekil
3.1).

Orkide tiirlerine ait taze yesil yaprak parcalari, ¢igeklenme donemlerinde (Nisan—
Haziran) araziden toplanmis ve toplandig1 andan itibaren DNA izolasyonuna kadar silika—

jel igerisinde, oda sicakliginda saklanmuistir.

Arazide taze olarak bulunamayan veya ziyaret edilemeyen cografi bolgelerdeki
ornekler i¢in ise herbaryum oOrneklerinden yararlanilmistir. Herbaryum orneklerinden

alman doku pargalar1 da silika—jel igerisinde ve oda sicakliginda saklanmaistir.

Calismada ornekleme alanmnimn artirilmasi amaciyla ayrica National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veri tabaninda bulunan ve ¢alisilan tiirlere yakin olan
10 adet DNA verisi de kullanilmistir. Calismada toplamda 33 farkli popiilasyondan
orneklere yer verilmistir. Calismada kullanilan ve Tiirkiye haricinden toplanan ornekler
Debrecen Universitesi, Biyoloji Boliimii, Botanik laboratuvarinda (Macaristan),
Tiirkiye’den toplanan drnekler ise Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Biyoloji Béliimii,

Genomikler ve Transkriptomikler Loboratuvar’inda saklanmaktadir.
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Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan bitkilere ait detayli 6rnekleme tablosu

Takson Ulke Bolge Toplama Tarihi  Saklama Elde Edilis

N. tridentata Tiirkiye Canakkale / Gelibolu 2012 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Tiirkiye Canakkale / Merkez 2012 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Tiirkiye Balikesir 2013 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Tiirkiye Tekirdag 1987 Herbaryum EDTU Herbaryumu
N. tridentata Tiirkiye Edirne / Kesan 1995 Herbaryum EDTU Herbaryumu
N. tridentata Tiirkiye Kastamonu / Daday 1998 Herbaryum EDTU Herbaryumu
N. tridentata Tiirkiye Kahramanmaras 2015 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Tiirkiye Adana 2014 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Tiirkiye Hatay 1991 Herbaryum RBGE Herbaryumu
N. tridentata Tiirkiye Osmaniye 2015 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Tiirkiye Antalya 2015 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Tiirkiye Trabzon 1987 Herbaryum RBGE Herbaryumu
N. tridentata Bulgaristan Lyalintsi 2012 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Yunanistan Litochoro 2012 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Yunanistan Pelion 2013 GenBank KF499509

N. tridentata Macaristan Siklos 2013 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Macaristan Tokaj 2012 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Hirvatistan Ucgka 2013 Silika — Jel Arazi



0¢

Cizelge 3.1'in devanm

Takson Ulke Bolge Toplama Tarihi  Saklama Elde Edilis
N. tridentata Italya Mt. Gargano 2013 Silika — Jel Arazi

N. tridentata Italya Toskana 2013 Silika — Jel Arazi

N. ustulata subsp. ustulata Macaristan Varpalota 2010 Silika — Jel Arazi

N. ustulata subsp. aestivalis Romanya Kirlyko 2013 Silika — Jel Arazi

N. ustulata subsp. ustulata Cek Cumbhuriyeti Velka nad Velickou 2012 Silika — Jel Arazi

N. ustulata subsp. ustulata Isvigre Valais 2001 GenBank AY014549
N. ustulata subsp. ustulata Ispanya Leon 2003 GenBank AY364883
N. ustulata subsp. ustulata Macaristan Budapeste 2011 GenBank FR750397
N. ustulata subsp. ustulata Ispanya Salamanca 2003 GenBank AY364883
N. maculata Yunanistan Likouria 2012 Silika — Jel Arazi

N. maculata Portekiz Tras os Montes 2002 GenBank AY 364873
N. conica Ispanya Caceres 2003 GenBank AY 364880
N. maculata Yunanistan Kythera 2007 GenBank AM711744
Platanthera dilatata ABD Colorado 2012 GenBank JX484921
Ophrys phrygia Tiirkiye Antalya 2014 Silika—Jel Arazi



| A (Akdeniz)
B B (Bati Alt-Akdeniz)

~ C (Orta Alt-Akdeniz)
D (Balkan Alt-Akdeniz)
B E (Dogu Alt-Akdeniz)

Sekil 3.1. Tez caligmasinda kullanilan bitki drneklemesi haritasi
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Neotinea tridentata (Scop.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase

Sekil 3.2. N. tridentata genel (solda) ve gi¢ek detay goriiniimii (sagda) (Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Terzioglu Yerleskesi, 20.04.2013) (Kaan HURKAN)

Basiyonim: Orchis tridentata Muhl. ex Willd.

Botanik 6zellikleri

Bitki 15 — 40 cm yiikseklikte olup, yapraklar 4 — 11 adet, lanseolat ve beneksizdir.
Brakteler ovaryumun yarisindan daha kisadir, soluk lila renktedir. Cigek durumu sikea,
cicekler agik kirmizi, mor, leylak rengi veya beyazdir, kokuludur. Sepaller, petallerle
beraber migfer seklinde, lanseolat ve uzun ugludur, 8 — 13 mm uzunluktadir. Dudak derin
tic loplu olup, orta lop iki yarikl, diiz, her iki yan lop orta loptan daha kii¢iik ve daha
kisadir. Orta lop ek olarak kiigiik bir dig¢ik olusturur. Orta lop ve yan loplar kenarda hafif
yukariya doniik, beyazimsidan agik pembeye veya menekseye kadar renklidir ve sik
kirmiz1 noktalar1 veya lekeleri bulunur. Mahmuz silindirik ve asagiya dogru biikiilmiistiir
(Sezik, 1984; Delforge, 2006; Kreutz, 2009). Kromozom sayis1 2n=42 (Pavarese ve ark.,
2013).
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Yetisme ortami

Tiirlin yetisme ortami Kreutz (2009)’e gore;

Makilikler, friganalar, cayir alanlari, kirag araziler, yamag¢ c¢ayirlari, seyrek ¢am
ormanlari ve yaprakli ormanlar, (Mese) c¢aliliklar, zeytinlikler ve findik

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

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

Kuzey Iran’da goriiliir.

Tiirkiye’deki yayilisi; Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz ve Dogu Anadolu
Bolgeleri’nde bulunur. Yayilis alani Orta Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu
istisnastyla hemen hemen biitlin iilkeyi kapsar. Yetisme ortamlarmin ¢ogunlugu
Ege, Dogu Akdeniz Bolgesi ve Karadeniz kiyilaridir. Yerel ad1 “beyaz dag salebi”

olarak bilinmektedir.

Ciceklenme zamani
Tirkiye’de deniz seviyesinde Nisan ayinin bagindan Karadeniz’de daglik alanlarda
Haziran ayinmn ortasina kadardir. Avrupa’da Mart-Haziran (-Temmuz) arasindadir.

Canakkale’de c¢igeklenme zamani Nisan ayinin sonundan Mayis aymin sonuna kadardir.

Melezleri

The International Plant Names Index (IPNI) veritabanina gore;

x Neotinacamptis huteri (M.Schulze ) B.Bock

Melez soyu:

(Anacamptis morio (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase x Neotinea tridentata
(Scop.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase)

x Neotinacamptis tremezzinae (G.Keller ) B.Bock

Melez soyu:

(Neotinea tridentata (Scop.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase x Anacamptis
coriophora (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase)
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x Neotinorchis canutii (K.Richt. ) B.Bock

Melez soyu:

(Orchis militaris L. x Neotinea tridentata (Scop.) R.M.Bateman, Pridgeon &
M.W.Chase)

x Neotinorchis untchjii (M.Schultze ) B.Bock
Melez soyu:
(Neotinea tridentata (Scop.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase x Orchis mascula

(L)L)

Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase

Sekil 3.3. N. ustulata genel (solda) ve ¢igek detay goriiniimii (sagda) (Macaristan, Varpalota,
02.05.2013) (Djordjevi¢ V.)

Basiyonim: Orchis ustulata (L.)

Botanik 6zellikleri

10 — 50 (- 60) cm uzunlugunda; 5 — 10 yaprakh, yapraklar beneksiz, oblong —
akuminat goriiniisten genis lanseolat duruma kadar, 2,5 — 15 cm X% 0,5 — 3 cm
boyutlarindadir. Ust 1 — 2 yaprak brakte gibidir. Brakteler membranimsi, kirmizimst,

ovaryumdan hafifce kisadir. Cigek durumu yogun, kisa ve ovoid seklindedir. Cicekler hafif
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kokulu, 80 adete kadardir. Cigek durumunun i¢ kismi pembeden yesilimsi mora, dis

kisminda ise pembeden, koyu siyahims1 kahverengiye kadar renklenme gostermektedir.

Cok fazla varyasyon gostermemekte olup, “aestivalis” alttiiriinde ¢igeklenmenin
sonuna dogru bitki 82 cm uzunlugunda olabilmektedir. Muhtemelen bir ekotiptir

(Delforge, 2006). Koromozom sayis1 2n=42 (Pavarese ve ark., 2013).

Yetisme ortami
Avrupa — Sibirya elementidir. Akdeniz’den Baltik Denizi’ne kadar genis yayilisa

sahip ve bazen daglik alanlarda bol, diger yerlerde nadirdir. Akdeniz Bolgesi’nde c¢ok
nadirdir (Delforge, 2006).

Tirkiye’de ise tek yayilis1 Artvin, Savsat’tadir.

Cigeklenme zamani

Avrupa’da Nisan aymdan Agustos aymna kadardir. Tiirkiye’de ise Haziran ayindadir.

Melezleri

IPNI veritabanina gore;

x Neotinacamptis durandii (Bréb. ) B.Bock

Melez soyu:

(Anacamptis pyramidalis (L.) Rich. x Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon
& M.W.Chase)

x Neotinarhiza labbei ( C.Bernard ) B.Bock
Melez soyu:

(Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase x Dactylorhiza
maculata (L.) So0)

x Neotinorchis doellii ( W.Zimm. ) B.Bock
Melez soyu:
(Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase x Orchis simia Lam.)

x Neotinacamptis franzonii (M.Schulze ) B.Bock

Melez soyu:

(Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase x Anacamptis
coriophora (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase)
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Neotinea x dietrichiana (Bogenh.) H.Kretzschmar , Eccarius & H.Dietr.

Melez soyu:

(Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase x Neotinea tridentata
(Scop.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase)

_——~ | Neotinea ustulata

00kn
=
e —1

0n

©d meps com

Il Neotinea tridentata W
1~

Sekil 3.4. N. tridentata ve N. ustulata tiirlerinin Tirkiye’deki yayilis haritasi (Kreutz, 2009)’dan
degistirilerek

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki teshisi

Calismada kullanilan bitkilerin teshisleri arazi sirasinda, ilgili floralar aracilig: ile
yapilmistir (Sezik, 1984; Buttler, 1996; Delforge, 2006; Kreutz, 2009). Arazide bitki
teshislerinde ayrica orkide filogenisi arastiricis1 Dr. Sramko GABOR’un, arazi sirasinda
cekilen genel ve detayli fotograflardan teshis kontrollerinde ise C.A.J. Kreutz’un

yardimlar1 alinmigtir.

3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu ig¢in Modifiye “Cetyltrimethylammonium bromide” (CTAB)
yontemi kullanilmigtir (Doyle, 1987). DNA izolasyonu sonrasinda DNA miktar1 ve kalitesi
degerlendirmesi i¢in NanoDrop 1000, Qubit 2.0 veya jel elektroforez yontemi

kullanilmaistir.
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CTAB yontemi i¢in tampon ¢dzeltilerin hazirlanmast

150 mI’lik hacimde CTAB izolasyon tamponunu hazirlamak i¢in; toz halindeki 3 g
CTAB 15 ml 1 M Tris—HCL, 42 ml 5 M NaCl, 6ml 0,5 M EDTA ve 86,7 ml ultra saf su
(Gibco, UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, USA) igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

Cozelti oda sicakliginda saklanmuistir.

3.2.3. Uygulanan CTAB yontemi
Izolasyon igin gerekli Polyvinylpyrrolidone (PVP) (0,3 g / oOrnek) ve B-
mercaptoethanol (2 pl / 6rnek) protokoliin uygulanmasindan hemen 6nce CTAB tampon

cozeltisine eklenmistir ve 65°C sicakliktaki su banyosuna (Mammert marka) alinmaistir.

e Yaklasik 0,5 g yaprak dokusu homojenizasyon islemi i¢in dnceden sogutulmus
porselen havanlarda sivi azot ile dondurulmus ve toz haline gelinceye kadar havan eli ile
1sinmasina izin verilmeden parcalanmistir. Daha sonra iizerine 800 pul CTAB c¢ozeltisi
eklenmis ve tekrar homojenize edilerek, 1,5 ml’lik tiiplere alinmustir. Ornekler
bekletilmeden 65°C sicakliktaki su banyosunda her 10 dakikada bir hafifce karistirilarak 1
saat bekletilmistir.

e Bu siire sonunda tiipler azami hizda (14000 x g) 3 dakika santrifiij edilmistir
(Eppendorf Minispin Plus).

e Santrifiij sonrasinda olusan supernatant kisim yeni eppendorf tiiplerine alinarak
iizerine 700 pl saf kloroform eklenmis ve 10 dakika boyunca hafifce karistirilmistir.

e Tiipler 4 dakika boyunca azami hizda 4 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

e Tiiplerde olusan supernatant yeni bir eppendorf tiipe alinmig ve lizerine 550 pl saf
kloroform eklenerek 10 dakika hafifce karistirilmstir.

e Tiipler 5 dakika boyunca azami hizda 4 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

e Daha sonra supernatant yeni eppendorf tiipe alimmis ve tlizerine 550 pl saf
izopropanol ve 85 pl (8,5 M) amonyum asetat eklenerek -20°C’de bir saat bekletilmistir.

e Bu siire sonunda tiipler azami hizda 12 dakika siire ile santriflij edilmistir.

¢ Ardindan supernatan atilarak tiiplere %70°1lik 400 ul soguk etanol eklenmis, 7000
d/d 3 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem iki defa tekrarlanarak ¢ift yikama yapilmistir.

e Ust fazlar atilarak tiiplerin kurumalar1 ve alkoliin tamamen uzaklasmasi

beklenmistir.
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e Tiiplere DNA miktarina gore 70-100 pl arasinda 10 mM pH 8,5 TE ¢dzeltisi
eklenmis, oda sicakliginda 1 saat bekletilmis, daha sonra 4°C’de bir gece bekletildikten
sonra -20°C’de saklanmastir.

Izole edilmis DNA’larin goriintilenmesinde agaroz jel (Biomax, Prona, EU)
elektroforezi yontemi ve UV goriintiileme sistemi kullanilmistir. Jel elektroforezinde DNA
markorii olarak Fermentas 1kb DNA Ladder (Fermentas, USA) (Sekil 3.4) ve GeneRuler
100bp DNA Ladder (Fermentas, USA) (Sekil 3.5) kullanilmigtir. DN A miktar 6l¢iimii i¢in
ise Qubit 2.0 flourometre (Life Technologies, USA) cihazi ile birlikte Qubit® dsDNA BR
Assay Kit (Life Technologies, USA) kullanilmistir. Ayrica bazi DNA miktar1 dlgiimleri
icin NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) spektrofotometre kullanilmistir.

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder

0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/05pg %

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

05 %
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Sekil 3.5. 1kb DNA Ladder haritasi Sekil 3.6. 100 b¢ DNA Ladder haritasi

3.2.4. nrITS bolgesinin PZR ile ¢cogaltilmasi
Tez calismasinda nrITS bolgesinin PZR ile ¢cogaltilmasinda bitkilere 6zgli ITS1A ve
evrensel ITS4 primerleri kullanilmistir (White ve ark., 1990) (Cizelge 3.2). Primerler

Thermo Scientific firmasina sentezletilmistir. 100 umol ana stok hazirlanmig, PZR
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reaksiyonunda kullanilmak iizere ise 10 kat sulandirilmis (10 pmol) ve -20° C’de

depolanmustir.

PZR BIO-RAD marka PTC-200 model thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir.
Bu bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan 25 pl’lik PZR karigiminda 2,5 pl 10x reaksiyon
tamponu (Fermentas, USA), 0,5 ul 10 mM dNTP (Fermentas, USA), 2 ul 25 mM MgCl»
(Fermentas, USA), 1,25 ul 20 mg/ml BSA, 0,5 ul 10 uM ileri ve geri primer (Thermo
Scientific, USA), 0,1 ul 5 U Taq polimeraz (Fermentas, High — Fidelity, USA), 16,65 ul su
ve 1 ul (-5 ng pl?) kalip DNA kullanilmustir (Cizelge 3.3). Bélgenin ¢ogaltilmasi icin
kullanilan PZR profili Cizelge 3.4’te verilmistir. PZR iiriinleri -20°C* de saklanmustir.
Cogalmas1 beklenen iiriin boyutu yaklasik 850 b¢ uzunlugundadir.

Cizelge 3.2. nrITS bolgesinin PZR teknigi ile cogaltilmasi igin kullanilan primer dizileri

Tleri: ITS1A 5’ GACGTCGCGAGAAGTCCA 3’
Geri: ITS4 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

Cizelge 3.3. nrITS bolgesi i¢in kullanilan PZR karisimu (1 reaksiyon i¢in toplam 25ul)

Kimyasal Miktar (ul)
Su 16,65

10x Reaksiyon tamponu 2,5

10 mM dNTP 0,5

25 mM MgCl; 2

20 mg/ml BSA 1,25

10 uM fleri primer 0,5

10 uM Geri primer 0,5

5U Taq 0,1

Kalip DNA 1

Cizelge 3.4. nrITS bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PZR kosullar1

Islem Sicakhik Degeri Siire Dongii Sayis1
[k Denatiirasyon 94° C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94° C 20 saniye 33

Baglanma 51°C 30 saniye 33

Uzama 72°C 1 dakika 33

Son Uzama 72°C 10 dakika 1
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3.2.5. accD — psal bolgesinin PZR ile ¢cogaltilmasi

accD — psal kloroplast bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasinda accD-f ve psal-r
primerleri kullanilmistir (Small ve ark., 1998) (Cizelge 3.5). PZR BIO—RAD marka PTC—
200 model thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir. Bu bolgenin ¢ogaltilmasi igin
hazirlanan 25 pl’lik PZR karigiminda 2,5 pl 10x reaksiyon tamponu (Fermentas, USA), 0,5
pul 10 mM dNTP (Fermentas, USA), 2 ul 25 mM MgCl, (Fermentas, USA), 1,25 ul 20
mg/ml BSA, 0,5 pul 10 uM ileri ve geri primer (Thermo Scientific, USA), 0,1 pl SU Taq
polimeraz (Fermentas, High — Fidelity, USA), 16,65 ul su ve 1 pl (-5 ng ult) kalip DNA
kullanmilmistir (Cizelge 3.6). Bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PZR profili ¢izelge
3.7°de verilmistir. PZR iirlinleri -20°C’ de saklanmistir. Cogalmasi beklenen {iriin boyutu

yaklagik 1200 b¢ uzunlugundadir.

Cizelge 3.5. accD — psal bolgesinin PZR teknigi ile cogaltilmasi i¢in kullanilan primer dizileri

Tleri: accD-f 5’ GGTAAAAGAGTAATTGAACAAAC 3’
Geri: psal-r 5’ GGAAATACTAAGCCCACTAAAGGCACA 3/

Cizelge 3.6. accD — psal bolgesi i¢in kullanilan PZR karisimu (1 reaksiyon i¢in toplam 25 ul)

Kimyasal Miktar (ul)
Su 16,65

10x Reaksiyon tamponu 2,5

10 mM dNTP 0,5

25 mM MgCl; 2

20 mg/ml BSA 1,25

10 uM Tleri primer 0,5

10 uM Geri primer 0,5

5U Taq 01

Kalip DNA 1
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Cizelge 3.7. accD — psal bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PZR kosullari

Islem Sicaklik Degeri Siire Déngii Sayisi
[Ik Denatiirasyon 94° C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94° C 30 saniye 34

Baglanma 55°C 30 saniye 34

Uzama 72°C 1 dakika 34

Son Uzama 72°C 10 dakika 1

PZR fdrtinlerinin goriintiilenmesinde agaroz jel elektroforezi yontemi ve UV
goriintiileme sistemi kullanilmigtir. Olusan PZR f{iriinlerinin 6l¢limii i¢in ise Qubit 2.0
flourometre (Life Technologies, USA) cihazi ile birlikte Qubit® dsDNA BR Assay Kit
(Life Technologies, USA) kullanilmstir.

PZR fdriinleri dizileme islemlerinde hatalara yol acabilecek artik maddelerden
(primerler, niikleotidler enzim ve tuz gibi) kit yardimi ile iretici firmanmn (Thermo

Scientific PCR Purification Kit—K0701) 6nerdigi sekli ile saflastiriimistir.

3.2.6. PZR iiriinleri saflastirma yontemi

e Tiim dondiirme islemleri 14000 d/d ve oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

e PZR iiriinline 1:1 hacimde baglama tamponu (Binding buffer) eklenmis ve
karistirilmigtir. Sar1 renkli olan bu karisim kolona DNA baglanmasi i¢in ideal pH
saglandigmi gostermistir.

e Karigim saflastirma kolonuna aktarilmis ve 60 saniye santrifiij edilmis ve alt
kisimda biriken sivi atilmistir.

¢ Kolon tizerine 700 pl yikama tamponu eklenmis ve 60 saniye santriflij edilmistir.
Alt kisimda toplanan siv1 atilmis ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir.

¢ Bos olan saflagtirma kolonu tekrar 60 saniye santrifiij edilmistir.

e Saflagtirma kolonu temiz bir mikrosantrifiij tiipline alinmis ve 50 pl DNA
cozdiirme tamponu (Elution buffer) eklenerek 60 saniye Santriflij edilmistir.

e Toplama tiipii ve saflastirma kolonu -20°’de saklanmustur.

3.2.7. Agaroz jelden PZR iiriinii saflastirma yontemi
Dizilemeye gonderilecek bazi PZR iriinleri, agaroz jelden izole edilip

saflagtirilmistir. Jelden izolasyon i¢cin Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit
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(K0691), iiretici firmanin protokoliine uyularak agagida anlatildig gibi kullanilmistir.

3.2.8. PZR iiriinleri saflastirma protokolii

e Tiim dondiirme islemleri 14000 d/d ve oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

e Jelden kesilerek alinan ve agirligi olgiilen jele 1:1 hacimde baglama tamponu
(Binding buffer) eklenmis ve 65° C sicakliktaki su banyosunda 10 dakika boyunca jelin
erimesi saglanmistir.

e Karisim saflagtirma kolonuna aktarilmis ve 60 saniye santrifiij edilmis ve alt
kisimda biriken sivi atilmistir.

¢ Kolon {izerine 700 pl yikama tamponu eklenmis ve 60 saniye santrifiij edilmistir.
Alt kisimda toplanan siv1 atilmis ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir.

¢ Bos olan saflastirma kolonu tekrar 60 saniye santriflij edilmistir.

e Saflastirma kolonu temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinmig ve 50 pl DNA
¢Ozdiirme tamponu (Elution buffer) eklenerek 60 saniye santrifiij edilmistir.

e Toplama tiipii ve saflastirma kolonu -20°’de saklanmistir.

3.2.9. DNA dizileme

DNA dizileme islemleri hizmet alim1 yoluyla yapilmistir. Saflastirilan PZR iiriinleri
ve ilgili primerler Macrogen Inc. (Hollanda) firmasina gonderilmistir. PZR f{irtinlerinin
dizilenmesi hizmet alimi1 yolu ile gergeklestirilmistir. Dizileme cihazi olarak ABI 3100
Genetic Analyzer kullanilmistir. nrITS bolgesi igin tek primer ile tek yonlii dizileme islemi
gerceklestirilirken, accD — psal bolgesi i¢in ¢ift primer ile iki yonli okuma

gerceklestirilmistir.

3.2.10. DNA dizilerinin islenmesi ve diizenlenmesi

Hizmet alim yolu ile elde edilen DNA okumalarinin kalite kontrolleri, diizenlenmesi
ve islenmesi Geneious R8 (Kearse ve ark., 2012) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bu yazilimm kullanilarak okumalar sonrasinda elde edilen dizilerimizin 3° ve 5’
bolgelerinde bulunan primer baglanma noktalar1 ve gereksiz bolgeler silinmis ve okuma
kalitesi diigitk DNA bolgelerinin elenmesini saglamistir. DNA dizileri daha sonra National
Center for Biotechnology Information (NCBI) veritabaninda Basic Local Alignment
Search Tool (BLASTn) araci kullanilarak analiz edilmistir. BLASTn programinda sorgu
dizisi olarak hizmet alimi yolu ile elde edilen DNA dizileri, veritabani olarak da Niikleotid

Koleksiyonu kullanilmis ve program parametreler degistirilmeden calistirilmistir. Daha
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sonra, BLASTn sonuglar1 e degeri ve % benzerlik dikkate alinarak incelenmis ve
veritabaninda benzerlik orani en yiiksek olan diger tiirlere ait diziler bilgisayara GenBank

(full) formatinda indirilmistir.

accD — psal bolgesi i¢in de Geneious R8 yazilimi kullanilarak okumalar sonrasinda
elde edilen dizilerimizin 3’ ve 5’ bolgelerinde bulunan primer baglanma noktalar1 ve
gereksiz bolgeler silinmis ve okuma kalitesi diisik DNA bdlgelerinin  elenmesini
saglamistir. Bu bolge icin gerceklestirilen iki yonlii dizileme sonuglar1 karsilastirilmis,
diisiik sinyalli veya kararsiz bolgeler, diger yon dizisindeki daha kaliteli bolgeler ile
degistirilmis ve karar dizileri elde edilmistir. Polimorfik boélgeler icin dizilerde
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) anlagmazlik sembolleri
kullanilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) anlagsmazlik sembolleri

Sembol Cevirisi

A veya G (piirinler)
C veya T/U (pirimidinler)
Aveya C

G veya T/U

Cveya G

Aveya T/U

A CveyaT/U
C,GveyaT/U

A, Cveya G

A GveyaT/U

A C,Gveya T/U

Z U< WIS®WXZT<D

3.2.11. DNA dizilerinin hizalanmasi “Alignment”

Her iki genom bolge dizileri i¢in c¢oklu hizalama (multiple alignment) islemi
ClustalW yazilimi (Larkin ve ark., 2007) kullanilarak, Gap open cost 15, Gap extend cost
6.66 parametreleri ile yapilmistir. Optimum hizalama elde edebilmek igin hizalama
sonuglar1 g6z ile kontrol edilmis, gerektiginde diizenlemeler yapilmistir. Daha sonra NCBI
veritabanindaki nrITS dizi verileri kullanilarak ITS1, 5.8s rRNA ve ITS2 bdlgelerin

etiketleme iglemi (annotation) yapilmistr.
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3.2.12. DNA dizisi niikleotid degisikligi cahismasi

DNA dizilerinin hizalanmasindan sonra her iki genomik bolge i¢cin de ayr1 ayri
niikleotid degisikligi sayilar1 ile yiizdelerinin verildigi ve karsilastirildigr bir tablo
hazirlanmistir (Cizelge 4.8). Bu tablo, DNA dizi verilerinin olarak degerlendirildigi ve
calisilan hangi genomik bdlgenin grup i¢inde ve grup disinda ne derece ¢ozliniirliige sahip
oldugunu gostermektedir. Niikleotid degisiklik analizleri iki grupta incelenmistir. ilk grup
olan “i¢ grup”; N. tridentata, N. ustulata subsp. ustulata, N. ustulata subsp. aestivalis, N.
maculata, N. conica 6rneklerinden olusmakta, ikinci grup olan “dis grup” ise; O. phyrygia
tiirline ait bir bireyden olugmaktadir. Bu asamada nrITS bolgesini olusturan ITS1, 5.8S
rRNA ve ITS2 pargalarmm ayr1 ayri kendi aralarinda varyasyon durumlari da
incelenmistir. Bunun i¢in ilk olarak elimizdeki DNA dizilerinin gen bdlgelerinin
etiketlenmesi (annotation) gerekmektedir. Soliva (2001) tarafindan NCBI veritabanina
AY014549 erisim numarasi ile kaydedilen nrITS bolgesinin pargalar1 olan ITS1, 5.8S ve
ITS2 alanlarinin etiketlemesinin bulundugu N. ustulata (Valais-CH) 6rnegi Geneious R8
yazilimi igerisine alinmistir. Yazilim igerisinde etiketlenmesi yapilmamis tiim diziler
secilerek “Live Annotation” secenegi ve %100 benzerlik ayari segilerek tiim dizilerin

etiketlenmesi yapilmstir.

accD—psal bolgesi icin ise etiketleme islemi GenBank veritabanindan indirilen
orkide komple kloroplast genom dizileri (erisim numaralar1 KJ566307, KJ524104 ve
KJ566307) referans almarak Geneious R8 yazilim ortaminda %100°den %50’ye kadar

degisen benzerlik ayar1 segilerek gergeklestirilmistir.

3.2.13. Filogenetik agaclarin olusturulmasi

Tez ¢aligmasinda, hizalama islemleri yapilmis olan nrITS ve accD — psal bdlgelerine
ait DNA dizileri kullanilarak filogenetik agaclar yeniden olusturulmustur. Filogenetik
agaclarm olusturulmasinda li¢ farkli arama felsefesi kullanilmistir; a) PAUP v4.0b10
(Swofford, 2003) yazilimi ile Maximum Parsimony (MP) altinda Heuristic Search ve
Maximum Likelihood, ¢) MrBayes v3.2.1 (Ronquist ve ark., 2012) yazilim1 ile Bayesian
Phylogeny Estimation.

N. maculata ve N. conica orneklerinin ¢aligmaya eklenmelerinin sebebi, ¢alismanin
ana bitki materyali olan N. tridentata ve N. ustulata 6rneklemeleri sirasinda sistematik
acidan yanlis bir teshis veya laboratuvar ¢calismalarinda yanlis etiketleme gibi olasi hatalar1

tespit edebilmektir. N. tridentata ve N. ustulata tiirlerine sistematik agidan yakin olan bu
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tiirler bize, olusturulan agaclarin dogrulugu acisindan ipucu saglamaktadir. PAUP
yaziliminda sezgisel arama (Heuristic Search) parametreleri; agaclar 1000 rastgele dizi
tekrari ile elde edilmis, nrITS agaci igin dis grup olarak O. phrygia, accD—psal agaci i¢in
ise Platanthera dilatata secilmistir. Olusturulan agag, Geneious R8 yazilimi igerisine
aktarilarak dallanma ile ilgili islemler (branch swap, destek degerlerinin gdsterimi, dallarin
transformasyonu) bu yazilim ortaminda gerceklestirilmistir. Analiz sirasinda kullanilan

PAUP komutlar1 ve yazilim tarafindan verilen tepkiler su sekildedir;

Heuristic search settings:
Optimality criterion = parsimony
Character-status summary:
of 620 total characters:
All characters are of type 'unord'
All characters have equal weight
576 characters are constant
7 variable characters are parsimony-uninformative
Number of parsimony-informative characters = 37
Gaps are treated as "missing"
Starting tree(s) obtained via stepwise addition
Addition sequence: simple (reference taxon = taxonl)
Number of trees held at each step during stepwise addition = 1
Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TBR)
Steepest descent option not in effect
Initial 'MaxTrees' setting = 100 (will be auto-increased by 100)
Branches collapsed (creating polytomies) 1if maximum branch length
is zero
'MulTrees' option in effect
Topological constraints not enforced

Trees are unrooted

Outgroup status changed:
1 taxon transferred to outgroup
Total number of taxa now in outgroup = 1

Number of ingroup taxa = 27

Bootstrap method with heuristic search:
Number of bootstrap replicates = 1000
Starting seed = 222833220

Optimality criterion = parsimony
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Maximum Likelihood (ML) agaglarinin ¢izilmesi i¢in niikleotid degisikligi modeli
hesaplanmistir. ITS bolgesi aga¢ ¢izimleri i¢in “Modified Kimura” (K2) modeli, accD-
psal agaci i¢in ise “Tamura ve Nei 1993 (TN93) modelinin uygunlugu MEGA 6 (Tamura,
Stecher, Peterson, Filipski, ve Kumar 2013) yazilimi ile belirlenmistir. Agaglar 1000
rastgele dizi tekrari ile elde edilmis, nrITS agact i¢in dis grup olarak O. phrygia, accD—

psal agaci i¢in ise Platanthera dilatata se¢ilmistir.

Bayesian Phylogeny Estimation yaklagiminda ise parametreler; substitution model:
HKY85, outgroup: N. maculata, chain lenght: 1100000, heated chains: 4, rate variation:
gamma, unconstrained branch lenghts: 10, random seed: 23,851 seklindedir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan yontem ile hem araziden toplanan taze dokulardan hem de
herbaryum Orneklerinin tamamindan DNA izole edilebilmistir. Daha sonra izole edilen
DNA’larin kalitesi ve miktarlar1 Agaroz Jel Elekroforezi (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3),
NanoDrop (Cizelge 4.1) ve Qubit analizleri (Cizelge 4.2) ile gerceklestirilmistir. DNA

orneklerinin miktarlar1 12,93 ve 495,32 ng/ul arasinda degismistir.

Bu sonuglara gore, araziden taze olarak toplanan yaprak drneklerinden izole edilen
DNA miktar1 400 ng/ul seviyesine ¢ikabilirken, herbaryum orneklerinden izole edilen
DNA miktari, yapraklarm kuruma sartlarina gore 79,16 ng/ul ile 284,12 ng/ul araliginda
degisiklik gostermistir.

Bu sonuglara gore herbaryum orneklerinden izole edilen DNA miktarinin, araziden
taze olarak toplanan Orneklere gore istisnai durumlar disinda genel anlamda daha az

oldugu goriilmiistiir.

Bununla birlikte ¢alismada N. tridentata (Mt. Gargano-1T) 6rneklerinden 37,52 ng/ul
ve N. tridentata (Toskana-IT) orneklerinden ise sadece 12,93 ng/ul DNA elde edilmistir.
Bu miktarlarin diger 6rnekler ile karsilastirildiginda daha az miktarda oldugu anlasilmistir
(Cizelge 4.1). Bu durumun nedeni her iki ornekte yapraklarin toplanirken vejetasyon

stirecinin sonlarina yaklasilmig ve ¢liriimeye baslamis olmasindan kaynaklanabilir.

Calismada miktarlar1 az olmasma karsin N. tridentata (Mt. Gargano-IT) ve N.
tridentata (Toskana-IT) ornekleri de dahil olmak iizere tim bitkilerden elde edilen
DNA’lar ile PZR calismalarina devam edilmistir. Toplam DNA miktar1 200 ng/ul’den
fazla olan DNA Ornekleri, PZR reaksiyonunda daha iyi verim alinmasi amaciyla gerekli

oranlarda sulandirilmig ve DNA miktarlar1 100 ng/pl olacak sekilde ayarlanmistir.

Calismada ayrica NanoDrop ile 260/230 nm dalga boylarinda Slglimler yapilarak
DNA o6rneklerin protein kontaminasyonu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Orneklerde 260/230
nm oranmimn 1,8’den farkli olmasi izolatin igerisinde fenol veya protein gibi aromatik
icerikler tasiyabilen organik kontaminantlarin olabilecegini gostermektedir. Bu kalintilarin
DNA izolasyonu sirasinda etanol yikamasi asamasindan kalintilar olabilmektedir. Bu

kontaminasyon PZR performansmi etkileme ihtimali diisiik olsa da 260/230 nm oranmnin
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1,0 degerinin altina diistiigii N. tridentata (Toskana-1T), N. tridentata (Monte Gargano-IT)
ve N. tridentata (Tokaj-HU) 6rnekleri i¢in DNA izolasyon islemi tekrarlanmasi gerektigine
karar verilmistir. Buna kargm N. tridentata (Mt. Gargano-IT) ve N. tridentata (Toskana-1T)
ornekleri icin yeteri kadar doku olmamasi nedeniyle bu iki 6rnek icin DNA izolasyon

tekrarlanmamustir.

Calismada ayrica izolasyon sonrast DNA Ornekleri %1.0 agaroz jel igerisinde
yiriitiilmiis ve kalitesi kontrol edilmistir (Sekil 4.1). Bu sonuglara gore taze dokularin
kullanildig1 izolasyonlardan N. tridentata (Antalya-TR), N. tridentata (Osmaniye-TR), N.
tridentata (Hatay-TR), N. tridentata (Trabzon-TR), N. tridentata (Adana-TR), N.
tridentata (Kahramanmaras-TR) orneklerinde DNA’larin siirlintii olusturmadiklari, buna
karsin herbaryum orneklerinin kullanildigi N. tridentata (Tekirdag-TR), N. tridentata
(Edirne-TR) ve N. tridentata (Kastamonu-TR) 6rneklerinde siiriintii miktarlariin yiiksek
oldugu anlasilmistir. Bu 6rneklerde siiriintii miktarlarmin yiiksek olmasi herbaryumlardan

alman dokularm uygun sartlarda saklanmamasindan kaynaklanmastir.

Cizelge 4.1. DNA miktar ve kalite 6l¢timleri NanoDrop sistemi ile yapilan 6rnekler

No Ornek DNA Miktann ~ 260/230 nm
(ng/pl) Safhik

1 N. tridentata (Canakkale-TR) 495,32 1,2

2 N. tridentata (Gelibolu-TR) 400,35 1,25

3 N. tridentata (Balikesir-TR) 314,55 1,66

4 N. tridentata (Antalya-TR) 214,05 1,58

5 N. maculata (Likouria-GR) 164,39 1,2

6  N. tridentata (Litochoro-GR) 94,34 1,2

7 N. ustulata (Lyalintsi-BU) 220,83 1,33

8  N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyké-RO) 133,58 1,18

9 N. tridentata (Siklos-HU) 233,22 2,154

10 N. ustulata (Velka nad Velickou -CZ) 335,43 3,163

11 N. tridentata (Tokaj-HU) 177,45 1,674

12 N. tridentata (Ugka-HR) 197,36 1,877

13 N. tridentata (Monte Gargano-1T) 37,52 1,114

14 N. tridentata (Toskana-1T) 12,93 1,025

15 N. ustulata (Varpalota-HU) 117,49 1,086
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Sekil 4.1. DNA izolasyonu sonrasi Agaroz Jel Elektroforezi goriintiisii Kuyucuklar A: 1) N.
tridentata (Hatay-TR), 2) N. tridentata (Trabzon-TR), 3) N. tridentata (Adana-TR), N. tridentata
(Kahramanmaras). DNA Ladder: 1 kb. B: 1) N. tridentata (Tekirdag-TR), 2) N. tridentata (Edirne-
TR), 3) N. tridentata (Kastamonu-TR). DNA Ladder: 100 b¢. C: N. tridentata (Antalya-TR) (1
numarali 6rnek, daha 6nceden NanoDrop ile dl¢iildi Cizelge 4.1) ve N. tridentata (Osmaniye-TR)
(2 numarali 6rnek) Qubit dl¢iim degerleri 1) 110,12 ng/pl, 2) 317,55 ng/ul. DNA Ladder: 1 kb

Cizelge 4.2. Sekil 4.1’deki 6rneklerin Qubit DNA miktar1 6l¢iim sonuglar

Kuyucuk No Ornek DNA Miktar (ng/pl)
Al N. tridentata (Hatay-TR) 88,50

A2 N. tridentata (Trabzon-TR) 214,22

A3 N. tridentata (Adana-TR) 79,16

A4 N. tridentata (Kahramanmaras) 284,12

Bl N. tridentata (Tekirdag-TR) 125,12

B2 N. tridentata (Edirne-TR) 98,16

B3 N. tridentata (Kastamonu-TR) 141,02
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4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgularn

4.2.1. nrITS bélgesine ait PZR bulgulari

Calismada tim Orneklerden nrITS bolgesi PZR teknigi ile sorunsuz bir sekilde
cogaltilmistir. nrITS bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢cin GC igerigi ylksek (%52,6) ve literatiir
aragtirmalarinda siklikla Onerilen primerler secilmistir (White ve ark., 1990). Ayrica bu
bolge GC igerigi acisindan uygun olan (%46-50) bir DNA bolgesidir. Buna ek olarak
calismada yiiksek verimli ve hata diizeltme 6zelligi olan bir Taq DNA polimeraz enzimi
tercih edilmistir. Bunun disinda ¢alismada, fungus kontaminasyon riski nedeni ile kapali

tohumlular (Angiosperm) grubuna 6zgii tasarlanmig [TS1A primeri tercih edilmistir.

PZR sonrasinda tirtinlerin varliklar1 agaroz jel elektorforezi ile miktarlar1 ise Qubit
veya Nanodrop cihazlari ile 6lgtilmistiir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil
4.6, Cizelge 4.3). Agaroz jel elektroforezi sonuglarina gore tiim orneklerden beklenen
boyutlarda (yaklasik 850 bg) iirlin elde edilmistir. Bu iiriinlerin miktarlariin birgok 6rnek
icin 40ng/ul tizerinde oldugu anlagilmistir. Qubit veya NanoDrop cihazlarmin
kullanilamadig1r durumlarda ise ¢ogaltilan {riinlerin jel goriintiileri DNA Ladder ile

karsilastirilarak dizilemeye uygun miktarda olduklarina karar verilmistir.
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Sekil 4.2. nrITS bolgesine ait birinci PZR iiriin grubunun agaroz jel elektroforez goériintiisii
Kuyucuklar: 1) N. tridentata (Gelibolu-TR), 2) N. tridentata (Canakkale-TR), 3) N. tridentata
(Litochoro-GR), 4) N. maculata (Likouria-GR), 5) N. tridentata (Lyalintsi-BU). DNA Ladder: 1 kb
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Sekil 4.3. nrITS bolgesine ait ikinci PZR iriin grubunun agaroz jel elektroforez goriintiisii
Kuyucuklar: 1) N. ustulata (Varpalota-HU), 2) N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO), 3) N.

tridentata (Siklos-HU), 4) N. ustulata (Velka nad Velickou-CZ), 5) N. tridentata (Tokaj-HU).
DNA Ladder: 1 kb
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Sekil 4.4. nrlTS bolgesine ait {iglincii PZR iiriin grubunun agaroz jel elektroforez goriintiisii

Kuyucuklar: 1) N. tridentata (Ucka-HR), 2) N. tridentata (Mt.Gargano-IT), 3) N. tridentata
(Toskana-IT). DNA Ladder: 100 bg
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Sekil 4.5. nrITS bolgesine ait dordiincii PZR iirlin grubunun agaroz jel elektroforez goriintiisii
Kuyucuklar: 1) N. tridentata (Tekirdag-TR), 2) N. tridentata (Edirne-TR), 3) N. tridentata
(Kastamonu-TR), 4) N. tridentata (Adana-TR), 5) N. tridentata (Hatay-TR), 6) N. tridentata
(Trabzon-TR). DNA Ladder: 100 bg

Cizelge 4.3. Sekil 4.5’te bulunan agaroz jel elektroforezi goriintiisiindeki PZR iiriin miktarlarinin

Qubit 2.0 cihazi ile 6l¢iim sonuglar1

Ornek PZR Uriin Miktar1 (ng/pl)
N. tridentata (Tekirdag-TR) 43,73
N. tridentata (Edirne-TR) 37,16
N. tridentata (Kastamonu-TR) 38,11
N. tridentata (Adana-TR) 88,20
N. tridentata (Hatay-TR) 89,14
N. tridentata (Trabzon-TR) 87,05
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Sekil 4.6. nrITS bolgesine ait besinci PZR {iriin grubunun agaroz jel elektroforez goriintiisii 1) N.
tridentata (Kahramanmaras-TR), 2) N. tridentata (Osmaniye-TR), 3) N. tridentata (Balikesir-TR),
4) N. tridentata (Antalya-TR) 6rnegine ait ITS {iriinii bulunmaktadir. DNA Ladder: 100 bg

4.2.2. accD—psal bolgesine ait PZR bulgular

accD—psal bolgesinin PZR ile ¢ogaltimi optimizasyon siirecinden sonra Sorunsuz
gerceklesmistir. Bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in literatiirde GC igerigi %38 olan giincel olarak
kullanilan primerler se¢ilmistir (Dong ve ark., 2012). Bélgenin nrITS bolgesine gore daha
uzun olmasi (yaklasik 940 bg) ve kloroplast genomunda tek kopyaya sahip olmasi
nedeniyle nrITS PZR profiline gore farkli bir PZR profili uygulanmistir (Cizelge 3.7).
Yapilan ilk PZR denemelerinde primer baglanma sicakligi 58° C olarak ayarlanmistir ve
iirlinlerin jel goriintiilerinde spesifik olmayan primer baglanmalari tespit edilmistir (Sekil
4.7). Daha sonra PZR profilinde baglanma sicakligi 55° C ve 60° C araliginda gradient
PZR denenmistir ve 55° C ile 56.2° C’de primerlerin spesifik olarak baglandig:
goriilmiistiir (Sekil 4.8). Bu sonuca gore bu bolgenin ¢ogaltilmasi igin gelistirilen PZR

profilinde baglanma sicaklig1 55° C olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. N. tridentata (Adana-TR, kuyucuklar 1,2 ve 3) ve N. tridentata (Hatay-TR, kuyucuklar
4,5 ve 6) ornekleri igin 3’er tekrarli PZR sonucu. DNA Ladder: 100 bg. 58° C’deki primer

baglanma sicakliginda olusan spesifik olmayan baglanma ve {iriin olusumlari

N. tridentata Antalya 6rneginde de accD—psal basarili bir sekilde c¢ogaltilmistir
(Sekil 4.9). Diger PZR sonuglarma ait Agaroz Jel Elektroforezi goriintiileri Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.8. N. tridentata (Adana-TR, kuyucuk 3, 28,77 ng/ul) ve N. tridentata (Hatay-TR, kuyucuk
4, 26,98 ng/ul) orneklerine ait accD—psal PZR iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi goriintiileri.

DNA Ladder: 100 bg. 1. kuyucuk 60° C, 2. kuyucuk 58.2° C, 3. kuyucuk 56.2° C ve 4. kuyucuk
55.0°C
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Sekil 4.9. N. tridentata (Antalya-TR) 6rnegine ait accD—psal PZR iiriiniiniin (31,08 ng/ul) Agaroz
Jel Elektroforezi goriintiisii. DNA Ladder: 100 bg
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Sekil 4.10. accD-psal bolgesine ait PZR drtnlerinin Agaroz Jel Elektroforez goriintiisii
Kuyucuklar A: 1) N. tridentata (Canakkale-TR), 2) N. tridentata (Gelibolu-TR), 3) N. tridentata
(Tekirdag-TR), 4) N. tridentata (Edirne-TR). DNA Ladder: 100 bg¢. B: 1) N. tridentata
(Kahramanmaras-TR), 2) N. tridentata (Trabzon-TR), 3) N. tridentata (Lyalintsi-BG), 4) N.
tridentata (Litochoro-GR). DNA Ladder: 100 bg

46



1 2 3, 4 5 6, FosOusomsiiadl

o |

Sekil 4.11. accD—psal bolgesine ait PZR diriinlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii
Kuyucuklar: 1) N. tridentata (Siklos-HU), 2) N. tridentata (Tokaj-HU), 3) N. tridentata (Ucka-
HR), 4) N. tridentata (Balikesir-TR), 5) N. tridentata (Mt. Gargano-IT), 6) N. tridentata (Toskana-
IT), 7) N. ustulata (Varpalota-HU), 8) N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO), 9) N. ustulata
(Velka nad Velickou-CZ), 10) N. maculata (Likouria-GR), 11) N. tridentata (Kastamonu-TR).
DNA Ladder: 1 kb

4.3. DNA Dizileme Bulgular

Calismada basarili bir sekilde elde edilen PZR iiriinleri 6ncelikle PCR Purification
Kit (Thermo Scientific-K0701) kullanilarak temizlenmis ve dizi analizleri yapilmak tizere
Macrogen Inc. (Hollanda) firmasina gonderilmistir (Cizelge 4.6). DNA dizi analiz
sonuglar1 ad1 gegen firma tarafindan bilgisayar ortaminda abl formatinda telsim edilmistir.
Calismada ilk olarak bu okumalarin kaliteleri Geneious R8 yazilim ortaminda ile
arastirtlmistir. Quality Value degerleri 20 olan 6rnekler i¢in, dizi okuma dogrulugu %99.0
anlamma gelmektedir. Bu analizler sonrasinda Italya’dan toplanan iki érnegin hem nrITS
hem de accD—psal okuma kalitelerinin kabul edilemez oldugu anlagilmisir (Cizelge 4.6).
Okuma kalitesi yetersiz bir bagka reaksiyon ise N. tridentata (Tokaj-HU) 6rnegi olmustur.
Bu orneklerin PZR ve okumalar1 tekrarlanmis olmasina ragmen bu durumun devam ettigi
goriilmiistiir. Orneklerin araziden toplanmasi veya saklanmasinda ya da Macrogen
firmasinda analizler sirasinda gergeklesen bir kontaminasyon ihtimalinin bu durumu
yarattigin1 diisiinmekteyiz. Bu ornekler diginda genel anlamda dizileme sonuglar1 oldukca

kaliteli ve sinyaller olduk¢a temiz bulunmustur (Cizelge 4.6).

nrlTS bolgesi i¢in dizileme islemi ITS1A primeri kullanilarak tek yonlii yapilmistir.
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Buna karsin, accD—psal bolgesi ise iki primer ile ¢ift yonli olarak okutulmustur. Her iki
yon okumalar1 Geneious RS yazilimi sayesinde iist iste bindirilerek karar dizisi

olusturulmustur.

4.4. Biyoenformatik Bulgular

nrITS DNA dizileme kalitesinin oldukg¢a diisiik oldugu ve kararsiz birgok sinyali
iceren ve analiz giivenirligini azaltan iki Italyan ve bir Macaristan N. tridentata (Tokaj-
HU) 6rnegi (toplam 3 6rnek) bu agamadan sonraki nrITS analizlerinden ¢ikartilmistir (bu

ornekler Cizelge 4.5’te “*” ile isaretlenmistir).

nrITS bolgesi; ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgelerinden olusmaktadir (Alvarez ve Wendel,
2003). Calismada tiim 6rneklemeler ig¢in nrITS bolgeleri karsilastirilmistir (Cizelge 4.4).
nrlTS bolgesinin toplam uzunlugu, calistiZimiz 6rnekler arasinda 609-623 bg arasinda
farklilik gostermektedir. Etiketleme islemi sonrasinda ¢alistigimiz orkide orneklerinde
intron bolgelerinden ITS1 bolgesinin 234-244 b¢ uzunluk araliginda oldugu, I1TS2
bolgesinin ise 217-225 b¢ uzunluk araliginda oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4). Tiim
nrlTS bolgesi i¢in grup iginde niikleotid farklilig1 sayis1 44 (%7) iken, grup dis1 — grup igi
arasinda ise 111°dir (%17.56) (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.12). Calistigimiz 6rneklerde grup
icindeki niikleotid farkliligi oranmnm ITS1 bélgesi i¢in %3.3 (8 niikleotid farkliligi), ITS2
bolgesi i¢in ise %0.90 (3 niikleotid farklilig1) oldugu goériismiistiir. Gen kodlayan 5.8S
bolgesi ise tiim 6rneklerde 153 b¢ uzunlugundadir ve niikleotid farklilig1 icermemektedir
(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. nrITS bolgesinde bulunan ITS1, 5.8S ve ITS2 parga uzunluklar: (birim: bg)

Ornek ITS1 58S ITS2
N. conica (Caceres-SP) 243 153 217
N. maculata (Kythera-GR) 234 153 222
N. maculata (Likouria-GR) 234 153 222
N. maculata (Tras os Montes-PT) 234 153 222
N. tridentata (Adana-TR) 242 153 221
N. tridentata (Antalya-TR) 242 153 221
N. tridentata (Balikesir-TR) 242 153 221
N. tridentata (Canakkale-TR) 242 153 221
N. tridentata (Edirne-TR) 242 153 221
N. tridentata (Gelibolu-TR) 242 153 221
N. tridentata (Hatay-TR) 242 153 221
N. tridentata (Kahramanmaras-TR) 242 153 221
N. tridentata (Kastamonu-TR) 242 153 221
N. tridentata (Litochoro-GR) 242 153 221
N. tridentata (Lyalintsi-BG) 242 153 221
N. tridentata (Mt. Gargano-1T) 222 153 221
N. tridentata (Osmaniye-TR) 242 153 221
N. tridentata (Pelion-GR) 242 153 221
N. tridentata (Siklos-HU) 242 153 221
N. tridentata (Tekirdag-TR) 242 153 221
N. tridentata (Tokaj-HU) 242 153 221
N. tridentata (Toskana-IT) 222 153 221
N. tridentata (Trabzon-TR) 242 153 221
N. tridentata (Ugka-HR) 242 153 221
N. ustulata subsp. ustulata (Budapeste-HU) 242 153 221
N. ustulata subsp. ustulata (Leon-SP) 242 153 221
N. ustulata subsp. ustulata (Salamaca-SP) 242 153 221
N. ustulata subsp. ustulata (Valais-CH) 242 153 221
N. ustulata subsp. ustulata (Varpalota-HU) 242 153 221
N. ustulata subsp. ustulata (Velka nad Velickou-CZ) 242 153 221
N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO) 242 153 221
O. phrygia 234 153 225
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Tim N. tridentata ve N. ustulata drnekleri arasinda ise ITS1 bdlgesinde herhangi bir
uzunluk farkliligi bulunmamakta ve bu bdlge 242 b¢ uzunlugundadir (Cizelge 4.4). En
uzun ITS1 bolgesinin N. conica drneginde (243 bg), en kisanin ise N. maculata ve O.
phrygia tiirlerinde oldugu goriilmistiir (234 bg). Aceto ve ark. (1999) tarafindan yapilan
calismada kendi topladiklar1 N. tridentata 6rneginde bu bolgenin uzunlugunun 248 bg, N.
ustulata 6rneginde ise 247 b¢ uzunlugunda oldugu belirtilmistir. Arastiricilarin sonuglarina
gore ITS2 bolgesi ise kendi oOrneklerinde 229-230 b¢ uzunlugundadir. Arastiricilar
orneklerin Italya’dan toplandigini ve daha sonra Napoli Botanik Bahgesi’nde (italya)
kiiltiire alindiklar1 belirtmislerdir. Calisma materyalimiz arasinda Italya’dan toplanan N.
tridentata (Mt. Gargano-IT) ve N. tridentata (Toskana-IT) orneklerinde ITS1 bolgesi 222
b¢ ve ITS2 bolgesi ise 221 b¢ uzunlugunda bulunmustur. Fakat bu iki 6rnegimize ait
okuma kaliteleri oldukga diisiiktiir. Bu nedenle bu iki 6rnek i¢in elde ettigimiz sonuglar
giivenli degildir. Bu iki Italya ornegi haricinde diger Orneklerimize ait dizileme
sonuglarinm yiiksek kalitede giivenilir diizeydedir (Cizelge 4.5). Ornek setimizdeki cografi
alanlarda yayilis gosteren N. tridentata ve N. ustulata orneklerinin ITS1 ve ITS2 dizi
uzunluklarmin, Aceto ve ark. (1999)’nin ¢alismalarinda Italya’dan toplanan N. tridentata
ve N. ustulata orneklerinden farkli oldugu goriilmiistiir. Buna gore ITS1 ve ITS2 dizi

uzunluklarmimn Italyan Yarimadasi’nda varyasyon gostermektedir.

Gen kodlayan 5.8S bolgesi ¢alismada kullanilan tiim oOrneklerinde 153 bg
uzunlugundadir ve herhangi bir niikleotid farkliligi igermemektedir. Bu sonug¢ 5.8S
kodlayan bolgesinin olduk¢a korunmus oldugunu belirten ¢alismalar (Hershkovitz ve
Lewis, 1996; Stanford ve ark., 2000; Pridgeon ve ark., 2001; Soliva, 2001; Alvarez ve
Wendel, 2003; Cozzolino ve Widmer, 2005; Gillespie ve ark., 2006; Nieto-Feliner ve
ark., 2007) ile paralellik gostermistir. Bu bdlgenin kodlayan bolge olmasi dolayist ile
varyasyon oraninin asgari sayida olmasi beklenen bir durumdur. Bu durum, direkt olarak
cogaltilan ITS fdirlinlerinin dogru kopyalarmin ¢ogaltildigindan emin olmak i¢in kontrol
edilmesi gereken bir noktadir. 5.8S bolgesindeki fazla sayida farklilik, PZR sirasinda
fonksiyonel olmayan ITS kopyalarinin ve pseudogen yapilarimin ¢ogaldigi anlamina
gelmekte olup filogenetik caligmalarin sonucunu radikal bir sekilde etkileyebilmektedir.
Tez caligmasindaki 6rneklerde 5.8S kodlayan bolgenin hem i¢ grupta hem de dis grupta
bulunan 6rneklerde farklilik gostermemis olmasi, ¢alismada ITS kopyalarinin pseudogen

olmadigini gostermektedir (Nieto-Feliner ve ark., 2007; Bateman ve ark., 2008).
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Literatiirde 5.8S bolgesinin N. tridentata ve N. ustulata grubundaki uzunluguna ait
bir bilgiye ulagilamamus olup, ilk defa tarafimizdan belirlenmistir. ITS2 bolgesi ise, tim N.
tridentata ve N. ustulata 6rneklerinde esit uzunlukta olup 221 b¢ uzunlugundadir. Yine
Aceto ve ark. (1999)’nin ¢alismasinda bu bdlge N. tridentata i¢in 230 bg, N. ustulata i¢in
ise 229 b¢ uzunlugunda belirtilmistir. Italyan Yarimadasi’ndaki drneklere ait uzunluk

varyasyonu bu bolgede de goriilmektedir.
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Cizelge 4.5. DNA dizileme sonug raporu (QV>20: kalite degeri 20’nin iizerinde olan niikleotid sayis1, Okuma: dizileme uzunlugu)

Ornek ITS1A accD-f psal-r
Okuma QVv=>20 Okuma QVv>20 Okuma QVv>20

N. tridentata (Gelibolu-TR) 739 719 988 901 1044 974
N. tridentata (Canakkale-TR) 737 722 983 912 1046 958
N. tridentata (Tekirdag-TR) 739 724 987 908 1044 965
N. tridentata (Edirne-TR) 737 725 988 903 1045 948
N. tridentata (Kastamonu-TR) 736 725 989 927 1040 946
N. tridentata (Kahramanmaras-TR) 737 723 988 933 1044 921
N. tridentata (Adana-TR) 719 587 984 915 1041 902
N. tridentata (Hatay-TR) 722 698 988 914 1039 900
N. tridentata (Trabzon-TR) 733 658 986 941 1038 904
N. tridentata (Lyalintsi-BG) 735 625 977 925 1022 911
N. tridentata (Litochoro-GR) 735 665 984 910 1018 848
N. tridentata (Siklos-HU) 736 678 989 911 1021 824
*N. tridentata (Tokaj-HU) 738 311 988 878 1038 905
N. tridentata (Ucka-HR) 725 635 979 889 1030 832
N. tridentata (Antalya-TR) 737 633 988 901 1045 841
N. tridentata (Balikesir-TR) 734 639 988 911 1044 808
*N. tridentata (Mt. Gargano-IT) 712 225 977 302 1012 389
*N. tridentata (Toskana-IT) 713 401 977 404 1012 358
N. ustulata (Varpalota-HU) 721 598 987 877 1008 784
N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO) 721 601 976 904 1010 714
N. ustulata (Velka nad Velickou-CZ) 723 612 975 895 1005 755
N. maculata (Likouria-GR) 714 639 982 862 1024 771




accD—psal bolgesi genler arasi bir intron bolgesidir (Dong ve ark., 2012) ve ayrica
diger plastid bolgeleri ile karsilastirildiginda (atpF—atpH, rps16, trnH-psbA, trnL—rpl32—
ndhF ve ycfl) orkidelerde daha yiiksek niikleotid farkliligi oranma sahiptir (Sramko ve
ark., 2014). Calismada kullandigimiz primerler intron bdlgesinin tamami g¢ogaltmustir.
Calismamizda accD—psal bolgesinin, ¢alisilan drnekler arasinda uzunluk analizi yapilmis,
ayrica grup i¢inde (3 niikleotid farkliligi, %0.32) ve grup disinda niikleotid farklilik
sayilar1 hesaplanmis (8 niikleotid farkliligi, %0.86) ve yilizde oranlar1 ¢ikarilmistir (Cizelge
4.8). Ayrica bu oranlar grafik iizerinde gosterilmistir (Sekil 4.12). accD—psal bdlgesi,
calistigimiz 6rnekler arasinda grup igerisinde uzunluk farkliligr gostermemistir ve 923 bg
uzunlugundadir. Dis grup olarak segtigimiz P. dilatata tiiriinde ise bu uzunluk 933 bg¢’dir.
Hizalama isleminden sonra olusan bosluklar (gap) ile toplam hizalama uzunlugu 933 bg
olmustur. KJ566307, KJ524104 ve KJ566307 erisim numaralarina sahip orkide kloroplast
genomlari ile etiketleme islemi %50 benzerlik diizeyine kadar diisiiriilerek denenmis ve
hicbir gen bdlgesinin etiketlenmedigi goriilmiis, boylece kullandigimiz primer ¢ifti ile
ongordiigiimiiz sadece intron bolgesinin ¢ogaldigindan emin olunmustur. Sramko ve ark.,
(2014) calismalarinda Himantoglossum sensu lato tiirleri i¢in ayn1 bolgeyi ¢ogaltmislar, bu
cins i¢in accD—psal bolgesinin 938-941 bg araliginda oldugunu, Himantoglossum grubu
icerisinde varyasyon oranmin %0.32, grup dist — grup i¢inde ise %1.47 oldugunu
bulmuslardir. Kloroplast kokenli bu bdlgenin, hem tarafimizdan ¢alisilan Neotinea cinsi
icerisinde, hem de arastiricilar tarafindan ¢alisilan Himantoglossum cinsi igerisinde diisiik

varyasyona sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Grup i¢i parsimoni bilgi verici alan sayisinda nrITS bolgesi, accD—psal bolgesine
gore yaklagik 12 kat daha fazla dstiinlik gostermistir. Bu sonug, farkli arastiricilarin
yaptiklar1 ¢alismalarla paralellik gostermektedir (Soliva ve ark., 2001; Inda ve ark., 2012;
Sharma ve ark., 2012; Sramko ve ark., 2014 v.b.).

Cekirdek kokenli nrITS bolgesinin, kloroplast kokenli accD—psal bolgesine gore
grup i¢inde ve grup dig1 — grup i¢i arasinda yaklasik 14 kat daha fazla niikleotid degisikligi
icerdigi gorilmiistiir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.12). Cekirdek genomunda bulunan nrITS
bolgesinin, plastid genomunun aksine (genellikle agik tohumlularda plastid genomu
maternal kalitim gostermektedir) hem anne hem de babadan gelen DNA dizilerini icermesi
yani biparental kalitima sahip olmas1 ve ¢ekirdek genomunun plastid genomuna gore daha
degisken yapida olmasi (poliploidi, genetik varasyonlar ve mutasyonlar), bu bulguyu

desteklemektedir (Soliva ve ark., 2001).
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DNA dizi kromatogramlarinda, birbiri {izerine binmis sinyaller Ek Polimorfizm
Alanlar’n1 (EPA veya Additional Polymorphic Sites — APS) olusturmaktadir (Sramko ve
ark., 2014). Bu alanlarin goriilme nedenleri, ¢ekirdek genomunda bulunan farkli ITS
kopyalarmin DNA dizi kromatogramlarinda golge sinyaller olusturmalaridir. Calistigimiz
N. tridentata tiiriiniin Balikesir, Canakkale, Adana, Trabzon ve Antalya 6rneklerinde ve
ayrica N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO) ile N. ustulata (Velka nad Velickou-CZ)
orneklerinde EPA tespit edilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.13). Bu alanlarm IUPAC
sistemine gore kodlanmasi tavsiye edilmektedir (Sramko ve ark., 2014) bu nedenle

calismamizda bu alanlar kodlanmistir. EPA sadece intron bolgelerinde goriilmiistiir.

Cizelge 4.6. nrITS dizilerinde karsilasilan Ek Polimorfizm Alanlar1 (EPA) tablosu

. EPA
Ornek Baz Bolgesi Bazlar
Sayisi

N. tridentata (Balikesir-TR) 1 432 Gveya A (R)
N. tridentata (Canakkale-TR) 1 513 G veya A (R)
N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO) 2 513, 606 G veya A (R)
N. ustulata (Velka nad Velickou-CZ) 3 513,514,606 G veya A (R)
N. tridentata (Adana-TR) 1 555 G veya A (R)
N. tridentata (Trabzon-TR) 1 555 G veya A (R)
N. tridentata (Antalya-TR) 1 555 G veya A (R)

54



GS

Cizelge 4.7. Caligmada kullanilan DNA boélgelerinin detayli karsilastirma tablosu

Niikleotid Farkhhg:
nriTS Parcalarinda Niikleotid Farkhhk Sayisi Farkhhik Yiizdesi
Farkhlik Sayilar1 (Grup ici)
DNA Uzunluk Parsimoni Hizalanan Grup Grup ici Grup Disi-Ici Grup ici
Bolgesi Kokeni Arahgi ITS1 5.8S rRNA ITS2 Alan Sayis1 Uzunluk Disi-i¢i
nriTS Cekirdek  609-623 8 0 3 37 632 111 44 % 17.56 % 7.0
(%3.3) (%0) (%0.9)
accD-psal  Kloroplast 923 - - - 3 933 8 3 % 0.86 % 0.32
Grup igi farklilik yizdesi B Grup disi-igi farkhhk ylzdesi
accD-psal D
nriTS |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Sekil 4.12. DNA Dbdlgelerinin  varyasyon ylizdelerinin karsilastirildigi  grafik (dikey eksen: DNA bolgeleri, yatay eksen: yiizde degerleri)



QM

Sekil 4.13. Ek Polimorfizm Alanlar’’nin DNA dizi kromatogramlar: {izerinde goriiniimii. a) N.
tridentata (Balikesir-TR, 432. baz), b) N. tridentata (Canakkale-TR, 513. baz), c) N. tridentata
(Balikesir-TR, 314. baz), d) N. tridentata (Trabzon-TR, 555. baz), €) N. ustulata (Velka nad
Velickou-CZ, 513 ve 514. baz), f) N. ustulata (Velka nad Velickou-CZ, 606. baz), g) N. ustulata
subsp. aestivalis (Kiralyko-RO, 513. baz), h) N. ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO, 606. baz),
i) N. tridentata (Adana-TR, 555. baz), j) N. tridentata (Antalya-TR, 513. baz)

4.5. Filogenetik Bulgular

ClustalW ile hizalanan ve goz ile kontrol edilen DNA dizi verileri, li¢ farkli
algoritma (Maximum-Likelihood, Maximum Parsimony ve Bayesian Posterior
Probability) kullanilarak bireyler arasindaki atasal ve evrimsel iliskiyi gosteren agaglar
¢izilmistir. nrITS agaclar1 i¢in O. phrygia dis grup olarak segilmistir. accD—psal agaci i¢in

ise P. dilatata dis grup olarak secilmistir.

4.5.1. nrITS bulgulan

nrITS DNA dizilerine goére PAUP v4.0b10 yazilimi kullanilarak Maximum
Likelihood (ML) algoritmasi ile ¢izilen aga¢ incelendiginde, dallanmalarin Bootstrap
destek degerlerinin %53-99 araliginda degistigini ve ana dallarin Bootstrap degerlerinin
yiiksek ve desteklenir oldugu anlasilmistir (Sekil 4.14). nrITS agaclar1 i¢in O. phrygia dis

grup olarak secilmistir. Anadolu N. tridentata 6rnekleri olan Balikesir, Kastamonu, Edirne,
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Hatay, Osmaniye, Gelibolu, Kahramanmaras, Canakkale, Tekirdag Adana, Trabzon ve
Antalya ile Avrupa N. ustulata ssp. 6rnekleri olan Lyalintsi-BU, Salamanca-SP, Budapest-
HU, Velka nad Velickou-CZ, Varpalota-HU, Leon-SP ve Kiralyko-RO 6rnekleri arasinda
niikleotid degisim sayilarinda bir fark bulunmadigi goriismiistiir. Bu 6rneklere ait nrITS
dizileri de tamamen aynidir. N. tridentata bireylerinin agagtaki dagilislar1 incelendiginde,
orneklerin birbirlerinden cografik konumlarina gore ayrildiklar: anlagilmistir (Anadolu’dan
toplanan ornekler ve Orta Avrupa’dan toplanan Ornekler farkli dallar iizerindedirler).
Bununla birlikte, Adana, Trabzon ve Antalya N. tridentata 6rneklerinin diger Anadolu
orneklerden fakli bir dal tlizerinde oldugu goriilmiistiir. Yunanistan Litochoron’dan
toplanan N. tridentata 6rnegi Anadolu’daki N. tridentata 6rnekleri ile ayni dal iizerine yer
almistir. Yunanistan Pelion’dan toplanan diger N. tridentata 6rnegi ise hem Anadolu
orneklerinden, hem de Avrupa N. tridentata orneklerinden ayri ve tiim Anadolu N.
tridentata ornekleri ile tiim N. ustulata 6rneklerine kardes grup olarak yerlesmistir. Bu
agac lzerinde ayrica {i¢ 6rnekten olusan N. maculata grubu diger tiirlerden net bir sekilde
ayrilmistir. N. maculata 6rneklerinin, N. tridentata (Siklos-HU) ve N. tridentata (Ucka-
HR) ile kardes grup olarak diizenlendigi goriilmiistiir. nrITS verileri ile olusturulan bu ML
agacinda dikkat ¢eken en onemli bulgular; i) Anadolu N. tridentata 6rnekleri (Balikesir,
Kastamonu, Edirne, Hatay, Osmaniye, Gelibolu, Kahramanmaras, Canakkale ve Tekirdag)
ile Avrupa N. ustulata ssp. 6rneklerinin (Kiralyko-RO, Leon-SP, Varpalota-HU, Velka nad
Velickou-CZ, Budapest-HU, Salamanca-SP ve Lyalintsi-BU) aymi dallanma {izerine
dagilmalari, ii) ayni tiir olmasina ragmen Anadolu N. tridentata ornekleri (Balikesir,
Kastamonu, Edirne, Hatay, Osmaniye, Gelibolu, Kahramanmaras, Canakkale ve Tekirdag)
ile orta Avrupa N. tridentata (Siklos-HU, Ucka-HR ve Pelion-GR) o&rneklerinin
birbirlerinden ayrilmis olmasidir. Bu bulgular Anadolu ve Avrupa N. tridentata

bireylerinin farkli ribotiplere sahip oldugu hipotezimizi desteklemektedir.
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%% Neotinea tridentata (Antalya-TR)

Neotinea tridentata (Adana-TR)

— Neotinea ustulata subsp. ustulata (Valais-CH)
Neotinea ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO)
Neotinea ustulata subsp. ustulata (Leon-SP)
Neotinea ustulata subsp. ustulata (Velka nad Velickou-CZ)
Neotinea tridentata (Tekirdag-TR)

Neotinea tridentata (Canakkale-TR)
Neotinea tridentata (Kahramanmaras-TR)

53| Neotinea tridentata (Gelibolu-TR)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Varpalota-HU)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Salamanca-SP)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Budapest-HU)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Lyalintsi-BU)

Neotinea tridentata (Osmaniye-TR)

Neotinea tridentata (Litochoron-GR)

Neotinea tridentata (Hatay-TR)

Neotinea tridentata (Edire-TR)

—1 | Neotinea tridentata (Kastamonu-TR)

Neotinea tridentata (Balikesir-TR)

93 L Neotinea tridentata (Pelion-GR)

Neotinea conica (Caceres-SP)

Neotinea tridentata (Siklos-HU)
?' Neotinea tridentata (Ucka-HR)
Neotinea maculata (Kythera-GR)
Neotinea maculata (Likouria-GR)
91 'Neotinea maculata (Tras-os-Montes-PT)

Ophrys phrygia (Antalya)

‘{ Neotinea tridentata (Trabzon-TR)
0

99

Sekil 4.14. nrITS verileri ile ¢izilmis Maximum-Likelihood filogrami

Maximum Parsimony (MP) algoritmasi ile c¢izilen Kladogram agaci iki klada
ayrilmis ve bazi farklar haricinde ML agaci ile benzerlik gosterdigi anlasilmistir (Sekil
4.15). MP agacinda da Anadolu kokenli N. tridentata 6rnekleri ile Orta Avrupa kékenli N.
tridentata 6rnekleri birbirlerinden ayrilarak farkli dallar iizerinde yer almistir. Buna karsin,
Anadolu N. tridentata ornekleri ile N. ustulata ssp. ornekleri tipki ML agacinda oldugu
gibi i¢ ice gecmistir. Agacin Bootstrap destek degerleri ise %48-100 arasinda degismistir.
MP agacinda Adana, Trabzon ve Antalya’dan toplanan N. tridentata orneklerinin diger
tim Anadolu kokenli N. tridentata orneklerinden farkli dalda oldugu goriilmiistiir. Bu
ornekler ayn1 zamanda Avrupa kokenli N. ustulata ssp. orneklerinden de farkli bir dal

tizerinde yer almis ve kardes grup olarak temsil edilmistir. Macaristan (Siklos) ve
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Hirvatistan (Ucka) N. tridentata 6rnekleri ise diger N. tridentata 6rneklerinden farkli grup

icine yerlesmistir.

— Neotinea ustulata subsp. ustulata (Valais-CH)

— Neotinea tridentata (Pelion-GR)

Neotinea ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO)
Neotinea ustulata subsp. ustulata (Leon-SP)
Neotinea ustulata subsp. ustulata (Velka nad Velickou-CZ2)
Neotinea tridentata (Balikesir-TR)

Neotinea tridentata (Kastamonu-TR)

Neotinea tridentata (Edirne-TR)

Neotinea tridentata (Hatay-TR)

Neotinea tridentata (Litochoron-GR)

Neotinea tridentata (Osmaniye-TR)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Lyalintsi-BU)
Neotinea ustulata subsp. ustulata (Budapest-HU)
Neotinea ustulata subsp. ustulata (Salamanca-SP)
Neotinea ustulata subsp. aestivalis (Varpalota-HU)
Neotinea tridentata (Gelibolu-TR)

— | Neotinea tridentata (Kahramanmaras-TR)
Neotinea tridentata (Canakkale-TR)

Neotinea tridentata (Tekirdag-TR)

99 ‘{ Neotinea tridentata (Trabzon-TR)

Neotinea tridentata (Adana-TR)
i Neotinea tridentata (Antalya-TR)
Neotinea conica (Caceres-SP)
Neotinea tridentata (Siklos-HU)
?' Neotinea tridentata (Ucka-HR)
Neotinea maculata (Kythera-GR)
09 |_{ Neotinea maculata (Likouria-GR)
83 Neotinea maculata (Tras-os-Montes-PT)
Ophrys phrygia (Antalya)

Sekil 4.15. nrITS verileri ile ¢izilmis Maximum Parsimony filogrami

N. tridentata (Pelion-GR) 6rnegi ise Anadolu kokenli N. tridentata tiirleri ile i¢ ige

yerlesmistir ve diger Avrupa orneklerinden ayrilmistir.

Cozzolino ve ark. (2001) Dogu Akdeniz Orchis iiyelerinin tiirlesmeleri ile ilgili
calismalarinda ITS1 ve ITS2 verileri ile MP agaci olusturmuslardir (Sekil 4.16).
Arastirmacilar Giiney Italya’dan toplanan N. tridentata ve N. ustulata 6rneklerinin
birbirlerinden %100’likk bir Bootstrap destegi ile ayrildigin1 ve N. lactea ve N. ustulata
tiirlerinin N. tridentata tiirlinden evrimlestigini bildirmislerdir. Buna karsin, bu ¢alismada

bitki 6rnekleri tek lokasyondan toplanmis (Giiney Italya) olmasindan dolayr Neotinea
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cinsine ait filogeniyi temsil edememektedir. Bu nedenle ¢alismamizda daha detayli ve
dogru sonuglar i¢in N. tridentata orneklememizi miimkiin oldugu kadar farkli cografik
bolgelerden yapmayr uygun gordik. Bateman (2009), nrITS verilerini kullanarak
gerceklestirdigi orkide filogenisi ¢aligmasinda N. ustulata ve N. ustulata subsp. aestivalis
bireylerinin birbirlerinden ayrilmadigr sonucuna varmistir. Bu sonug, bizim de elde

ettigimiz verilerle paralellik gostermektedir.

Calismada kullandigimiz iki ana tiir olan N. tridentata ve N. ustulata tiirlerinin kendi
aralarinda dogal melezlesebilen ve fertil bireyler meydana getirebilen tiirler oldugu
Cozzolino ve ark. (1998) tarafindan belirtilmistir. Ilk defa Sirbistan’da bulunan Orchis x
dietrichiana (N. tridetata < N. ustulata) melez tiiriiniin karakterizasyonu Cozzolino ve ark.,
(1998) tarafindan gergeklestirmistir. Bu ¢alisma, N. tridentata ve N. ustulata tiirlerinin
genetik olarak birbirlerine oldukca yakin oldugunu goéstermektedir ve ¢caligmamizdaki N.

tridentata—N. ustulata ribotip esitligini destekler niteliktedir.

e~ Cham orchis alpina

99 - Traunsteinera globosa
Platanthera chlorantha
Neotinea maculata
= W N. tridentata &&=
N. lactea

N. ustulata €=

Gymnadenia conopsea
E Nigritella nigra

Dactylorhiza viridis

Dactylorhiza romana

971
Dactylorhiza maculata

Sekil 4.16. Neotinea ve yakin akrabalarinin MP kladogrami (Cozzolino ve ark., 2001)

Calismada ayrica MrBayes v3.2.1 (Ronquist ve ark., 2012) yazilimi ile Posterior
Output agaci ¢izilmistir (Sekil 4.17). Bu agac ii¢ ana daldan olusmaktadir; dis grup O.
phrygia tiriine ait dal, N. tridentata, N. ustulata subsp. ustulata, N. ustulata subsp.
aestivalis tiirlerine ait dal ve N. maculata grubunu igeren dal. Agacin dallar1 posterior
probability destek degerleri %50-100 arasinda degismistir. Diger iki ML ve MP
agaclarinda oldugu gibi, Bayesian Posterior Output agacinda da tiim Anadolu kdkenli N.

tridentata ornekleri, Avrupa kokenli N. ustulata ssp. 6rnekleri ile ayni dallanma iizerine
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yerlesmislerdir. Adana, Trabzon ve Antalya N. tridentata 6rnekleri yine ayni dal tizerinde
fakat ayr1 bir grup olarak yerlesmislerdir. Macaristan Siklos ve Hirvatistan Ucka N.
tridentata 6rnekleri diger N. tridentata 6rneklerinden ayr1 bir kardes grup olarak yerlesmis,

ayni zamanda N. maculata grubu ile de kardes grup olarak goriilmiistiir.

0.86 Meotinea tridentata (Trahzon-TR)
Meotinea tridentata (Antalya-TR)
F Meotinea ustulata subsp. ustulata (Valais-CH)
I Meotinea tridentata (Tekirdag-TR)
I Meotinea tridentata (Canakkale-TR)
- Meotinea tridentata (Kahramanmaras-TR)
r Meotinea tridentata (Gelibolu-TR)
—— Meotinea conica (Caceres-5P)
I Meotinea ustulata subsp. aestivalis (Warpalota-HLU)
- Meotinea ustulata subsp. ustulata (Salamanca-5F)
r Meotinea ustulata subsp. ustulata (Budapest-HLU)
— Meotinea ustulata subsp. ustulata (Lyalintsi-BLI)
I Meotinea tridentata (Osmaniye-TR)
+ Meotinea tridentata (Litochoron-GR)
r Meotinea fridentata (Hatay-TR)
I Meotinea tridentata (Edirne-TR)
os| T Meotinea tridentata (Kastamonu-TR)
I Meotinea tridentata (Balikesir-TR)
r Meotinea ustulata subsp. ustulata (Velka nad Velickou-CZ)
r Meotinea ustulata subsp. ustulata (Leon-SP)
I Meotinea ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO)

‘[ Meotinea tridentata (Adana-TR)

— Meotinea fridentata (Pelion-GR)
D.ﬂ[ Meotinea tridentata (Siklos-HLU)
Meotinea tridentata (Ucka-HR)

0.98; Meotinea maculata (Likouria-GR)
—1{[ Meotinea maculata (Tras-os-Montes-PT)
Meotinea maculata (Kythera-GR)

0.04

Ophrys phrygia (Antalya)

Sekil 4.17. nrITS verileri ile ¢izilmis Bayesian Posterior Output filogrami
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4.5.2. accD—psal bulgularn

Calismada accD—psal agaglarinda dis grup olarak Platanthera dilatata se¢ilmistir.

Neotinea tridentata (Osmaniye-TR)

Neotinea tridentata (Trabzon-TR)

Neotinea tridentata (Kastamonu-TR)

Neotinea tridentata (Kahramanmaras-TR)

Neotinea tridentata (Antalya-Tr)

Neotinea tridentata (Adana-TR)

Neotinea tridentata (Gelibolu-TR)

Neotinea tridentata (Tekirdag-TR)

Neotinea tridentata (Edirne-TR)

Neotinea tridentata (Balikesir-TR)

Neotinea tridentata (Canakkale-TR)

Neotinea maculata (Likouria-GR)

Neotinea tridentata (Litochoron-GR)

Neotinea tridentata (Siklos-HU)

Neotinea tridentata (Tokaj-HU)

Neotinea tridentata (Ucka-HR)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Varpalota-HU)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Lyalintsi-BU)
Neotinea ustulata subsp. ustulata (Velka nad Velickou-CZ)

9 Neotinea ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO)

Platanthera dilatata

65

89

01

Sekil 4.18. accD—psal verileri ile ¢izilmis Maximum-Likelihood filogrami

accD—psal verileri kullanilarak ML agaci ¢izilmistir (Sekil 4.18). Bu agag¢ dis grup
hari¢ tek kladdan olusturmustur ve %89 Bootstrap degeri ile desteklenmistir. Calismada
Anadolu N. tridentata ornekleri ile Avrupa N. tridentata 6rnekleri ayni ana dal {izerinde
yer almistir. Bu agact Anadolu N. tridentata ve Avrupa N. ustulata ssp. Orneklerini
birbirinden net bir sekilde ayrmustir (Varpalota-HU O6rnegi harig). Agac tizerinde N.

maculata (Likouria-GR) 6rneginin, N. tridentata 6rneklerinden ayrilamadigi goriilmistiir.

accD—psal verileri kullanilarak MP agaci tek kladdan olusmustur ve tiim dallanmalar
bu kladin igerisinde gergeklesmistir (Sekil 4.19). N. ustulata ssp. orneklerinin diger tiim
orneklerden %95°lik Bootstrap destek degeri ile ayrildig: goriilmektedir. Lyalintsi, Velka
nad Velickou ve Kiralyko bolgelerinden toplanan N. ustulata ssp. érnekleri de diger N.
tridentata o6rneklerinden farkli gruplanmistir. N. ustulata subsp. ustulata (Varpalota-HU)
ornegi ise N. tridentata 6rneklerinin igerisine karigmistir. accD—psal MP agacinda nrITS

agaclarinin aksine cografi agidan bir fark olugsmamustur.
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Neotinea tridentata (Osmaniye-TR)

Neotinea tridentata (Kastamonu-TR)

Neotinea tridentata (Kahramanmaras-TR)
Neotinea tridentata (Antalya-Tr)

Neotinea tridentata (Adana-TR)

Neotinea tridentata (Gelibolu-TR)

Neotinea tridentata (Tekirdag-TR)

Neotinea tridentata (Edirne-TR)

Neotinea tridentata (Balikesir-TR)

Neotinea tridentata (Canakkale-TR)

Neotinea maculata (Likouria-GR)

Neotinea tridentata (Litochoron-GR)

Neotinea tridentata (Tokaj-HU)

Neotinea tridentata (Ucka-HR)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Varpalota-HU)
46| Neotinea tridentata (Siklos-HU)

‘{ Neotinea ustulata subsp. ustulata (Velka_nad_Velickou-CZ)

Neotinea ustulata subsp. ustulata (Lyalintsi-BU)
i Neotinea ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RO)
Neotinea tridentata (Trabzon-TR)

Platanthera dilatata

50

Sekil 4.19. accD—psal verileri ile ¢izilmis Maximum Parsimony filogrami

Calismada ayrica accD—psal verileri kullanilarak Bayesian Posterior Probability
agact olusturulmustur (Sekil 4.20). Aga¢ dis grup haricinde tek kladdan olusmaktadir.
Agacta N. ustulata ssp. 6rnekleri, 0.92 posterior probability degeri ile diger 6rneklerden
ayrilmistir. MP agacindaki gibi N. maculata tiiriiniin diger tiirlerden ayirt edilemedigi

gorilmiistiir.
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=

155

nez

158

Meotinea tridentata (Gelibolu-TR)

Meotinea tridentata (Tekirdag-TR)

Meotinea tridentata (Edirne-TR)

Meotinea tridentata (Balikesir-TR)

Meotinea fridentata (Ganakkale-TR)

Meotinea tridentata (Osmaniye-TR)

Meotinea tridentata (Trabzon-TR)

Meotinea tridentata (Kastamonu-TR)

Meatinea tridentata (Kahramanmarag-TR)
Meotinea tridentata (Antalya-Tn

Meotinea tridentata (Adana-TR)

Meotinea ustulata subsp. ustulata (Lyalintsi-BLI
Meotinea ustulata subsp. ustulata (Welka nad Velickou-CZ)
Meotinea ustulata subsp. aestivalis (Kiralyko-RQ)
Meotinea tridentata (Siklos-HLU)

Meotinea tridentata (Tokaj-HLD

Meotinea tridentata (Ucka-HR)

Meotinea ustulata subsp. ustulata (Varpalota-HLU)

Meotinea maculata (Likouria-GR)
Meotinea tridentata (Litochoron-GR)

0.3

Platanthera dilatata

Sekil 4.20. accD—psal verileri ile ¢izilmis Bayesian Posterior Probability filogrami

Genel anlamda kloroplast kokenli accD—psal agaclari, cekirdek kokenli nrITS

agaclar ile karsilastirildiginda yiiksek ¢oziiniirliik saglamasa da nrITS agag¢larmin aksine

N. tridentata — N. ustulata ssp. ayrimini saglayabilmistir. nrITS agaglarmm bu ayrimi

yapamamasinin nedeni bu bdlge kullanilarak analiz edilen tiirler arasinda ge¢miste

yasanmig bir melezlenme olayindan kaynaklanan genetik birlesmenin ITS1 ve ITS2 intron

bolgelerinde tam olarak homojenize olamamasi ve ebeveyn gen dizilerinin hala bu

bolgelerde goriinmesidir (Gernandt ve Liston, 1999; Bailey ve ark., 2003; Lahaye ve ark.,

2008). Bu nedenle aralarinda melezlenme yasanmis bireylerde maternal kalitim gdsteren

plastid ve biparental kalitim gdsteren ¢ekirdek DNA verileri ile elde edilen agaclarda

uyumsuzluk oldugu acik¢a goriilmektedir ve bu karsilagtirmali yontem yaygin olarak
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kullanilmaktadir (Sramko ve ark., 2014).

DNA dizileri ile olusturulan niikleotid farkliligi analizinde accD—psal kloroplast
bdlgesinin grup i¢i — grup diginda varyasyon sayilarinin, c¢ekirdek nrITS bolgesine gore
yaklasik 14 kat daha az oldugu ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.8). Bu durumun sebebi
kloroplast genomunun daha fazla korunmus olmasi, sadece maternal olarak kalitim
gostermesi olmaktadir. Cekirdek DNA verileri (nrITS) ile elde ettigimiz ve kloroplast
DNA verileri (accD—psal) ile elde ettigimiz agaglardaki uyumsuzluk ve nrITS agacinda N.
tridentata — N. ustulata ayriminin olmamas1 bu iki tiir arasinda kesin olarak melezlenme
olayinin yasandigmi gostermektedir. Inda ve ark., (2012) caligmalarinda Bayesian analizi
ile molekiiler tarihleme galismasi yaparak N. tridentata — N. ustulata ayrimmin Pleistosen
doneminde (1,18 myd ile 0,01 myd aras1 Buzul Cagi) gerceklestigini belirtmislerdir. Bu
melezlenme olayinin ne zaman yasandigini tahmin edebilmek igin, fosil kayitlarinin

kullanildig1 benzer bir Molekiiler Tarihleme ¢aligmasina ihtiya¢c duyulmaktadir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez calismasinda Akdeniz, Bati—Alt Akdeniz, Orta—Alt Akdeniz, Balkan-
Alt Akdeniz ve Dogu—Alt Akdeniz olmak iizere biiyiikliigii yaklasik 3 milyon km? olan bir
bolgeyi kapsayan, Tirkiye, Bulgaristan, Yunanistan, Romanya, Macaristan, Cek
Cumhuriyet, Italya ve Hirvatistan iilkelerinden N. tridentata, N. ustulata subsp. ustulata,
N. ustulata subsp. aestivalis, N. maculata ve O. phrygia tiirlerine ait taze yaprak 6rnekleri
toplanmistir. Ayrica Trakya Universitesi Herbaryumu’ndan (EDTU) 3 adet N. tridentata,
Royal Botany Garden Edinburgh (RBGE)’dan 2 adet N. tridentata ve National Center for
Biotechnology Infrmation (NCBI) veritabanindan 10 adet 6rnek alinarak cografi kapsam
genisletilmistir. Calismada toplamda 33 adet orkide 6rnegi kullanilmistir. Taze olarak
toplanan ve herbaryumlardan elde edilen orneklerden total DNA izole edilmis, nriTS ve
accD—psal bolgeleri PZR teknigi ile cogaltilmistir. DNA dizileri hizmet alimi yolu ile
belirlenmistir. Tez ¢alismasinin amaglaridan biri ribotip farkliliklarmin tespit edilmesidir.
Tirlere ait gen bdolgeleri biyoenformatik olarak incelenmis ve Anadolu kokenli N.
tridentata 6rneklerinin, Avrupa kékenli N. tridentata 6rneklerinden farkli ribotiplere sahip
oldugu ve ayrica Anadolu kékenli N. tridentata 6rneklerinin, Avrupa kokenli N. ustulata
ornekleri ile tamamen ayni ribotiplere sahip oldugu bulunmustur. Ayrica nrITS bolgesinin,
accD—psal bolgesine gore 14 kat daha yiliksek varyasyona sahip oldugu gorilmiistiir.
Bunun yani sira, Balikesir, Canakkale, Adana, Trabzon, Antalya, Kiralyko-RO ve Velka

nad Velickou-CZ 6rneklerinde Ek Polimorfizm Alanlari tespit edilmistir.

Daha sonra diziler ClustalW uygulamasi ile hizalanmiglardir ve Geneious R8 yazilim
ortaminda goz ile optimize edilmistir. Tez ¢alismasinin diger amaci N. tridentata ve N.
ustulata ssp. 6rneklerinin filogenetik yapilarmm incelenmesidir. Bu amagla, Maximum
Likelihood, Maximum Parsimony ve Bayesian Posterior Probability yontemleri ile her iki
gen bolgesi icin de filogenetik agaclar cizilmistir. nrITS dizileri kullanarak ¢izilen
agaglarda Anadolu kokenli N. tridentata 6rneklerinin ve Avrupa kokenli N. tridentata
orneklerinin farkli dallara ayrildig1 ve ayrica Anadolu kokenli N. tridentata orneklerinin,
Avrupa kokenli N. ustulata ssp. 6rnekleri ile ayni dallar {izerine yerlestigi goriilmiistiir.
Buna karsin, accD—psal dizileri kullanilarak cizilen agaglarda ise N. tridentata ve N.
ustulata ssp. orneklerinin agaglarda birbirlerinden ayirt edilebilir sekilde yerlestigi

goriilmiistiir.
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Cift ebeveynli ve tek ebeveynli kalitim gosteren genom bdlgelerine ait DNA
dizilerinin ayni anda kullanildigi ve karsilagtirildigi molekiiler filogenetik ve melez
belirleme caligmalarinin  dogrulugu, kullanilan genom bdlgelerinin  6zellikleri iyi
bilindiginde oldukg¢a yiiksek olmaktadir. Tez ¢caligmasinin diger bir amacini iki tiir arasinda
gecmiste yasanmis bir melezlenmenin incelenmesidir. Tez ¢alismasinda kullanilan nriTS
bolgesi hem anneden hem babadan gelen genetik verileri icermektedir ve biparental kalitim
gostermektedir. nrITS bolgesinden elde edilen sonuglara gore, N. tridentata tiiriinde farkl
cografik bolgelerden toplanan popiilasyonlarin farkli DNA dizilerine sahip oldugu, bu
DNA dizileri ile elde edilen agaglarda ayni tiire ait bireylerin birbirlerinden cografik olarak
ayrildigi anlasilmistir. N. tridentata tiirli, bu ¢alismanin sonucuna goére Filo—cografik
bakimdan Anadolu kokenli ve Avrupa kdkenli bireyler olarak iki gruba ayrilmaktadir. Ote
yandan accD—psal verileri ile ¢izilmis filogenetik agaglarda bu duruma rastlanmamustir.
nriTS ve accD—psal filogenetik agaglar1 arasindaki uyumsuzluk, gegmiste N. tridentata ve
N. ustulata tiirlerinin melezlenmis oldugunu bilgisini vermektedir. nrITS dizisi sonuglarina
gbre Avrupa ve Anadolu N. tridentata bireylerinin birbirlerinden ayrilmasi, Anadolu N.
tridentata bireylerinin Avrupa’dakilerle farkli ribotiplere sahip olmasi ise, geg¢miste
melezlesen bireylerin, Anadolu’da izole olmasi ve Avrupa’daki N. tridentata bireyleri ile

gen aligveriglerinin kesildigi anlamina gelmektedir.

Daha 6nceden N. tridentata tiiriinde, nrITS kullanilarak gerceklestirilmis filogeni
calismalar1 i¢in “Orneklerin toplandig1 lokasyonlarin, ¢caligmanm sonucunu radikal olarak
etkileyebilecegi” anlasilmistir. Bu nedenle tek bir lokasyondan toplanmis N. tridentata ile
gerceklestirilmis nrITS ¢aligmalar1 evrensel boyut kazanamamakta, yerel sonuglar

vermektedir.

Ote yandan anneden kaltilan kloroplast kdkenli accD—psal bdlgesinin, kloroplast
icerisinde en ¢ok varyasyona sahip bolgelerden biri olmasina ragmen N. tridentata tiirii

icin nrITS bolgesi kadar varyasyona sahip olmadigi sonucuna varilmistir.

Inda ve ark., (2012) ¢aligmalarinda N. ustulata ve N. lactea tiirlerinin Pleistosen
doneminde (1,81 my6 ile 0,01 my6 arast) N. tridentata tiiriinden ayrildigini
belirtmiglerdir. Bu donemden giiniimiize kadar olan siirecle gerceklesen gen akisi,
melezlenmeler ve ayrica birlikte evrimlesme etkisi, yakin iliskili olan Neotinea cinsi

icerisinde kendini acik¢a gostermektedir.
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Anadolu’da yayilis gosteren N. tridentata ile Avrupa’da yayilis gosteren N. ustulata
ssp. ornekleri arasinda gegiste bir melezlenme olayinin yasandigi hem filogenetik bulgular,
hem de biyoenformatik bulgular1 ile desteklenmektedir. Dolayisi ile nrITS ve accD—psal
bolgelerinin  karsilikli  kullanimi  ile geg¢mise yOnelik melezlenme tespitlerinin
yapilabilecegi ortaya ¢ikarimistir. Yakin zamanda gergeklesmeyen ve / veya geri
melezlenen bireylerde, melez 6zellikler kendini morfolojide belli edemezken, bu bilgiler
cekirdek DNA’sinda gizli kalmaktadir (Pavarese ve ark. 2013). Literatiirde Anadolu veya
Tirkiye N. tridentata ornekleri ile Avrupa N. tridentata orneklerinin birbirlerinden
morfolojik olarak ayrildigini veya benzedigini gosteren bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Boyle bir ¢alismanin gergeklestirilmesi, molekiiler filogeni galismalar: ile birlestirilerek

tiirlerin detayli soy ¢alismalar1 gergeklestirilebilir.

Cografi yayilis alan1 neredeyse tiim Avrupa, Akdeniz ve Ortadogu’yu kapsayan N.
tridentata ile ilgili yapilacak molekiiler filogeni ¢alismalarinda, miimkiin oldugu kadar
fazla alandan Ornekleme yapilmalidir. nrITS bolgesinin dogast geregi farkli kopyalar:
cekirdek genomunda bulundurmasi nedeni ile sadece ¢alistigimiz tirde degil, tiim

orkidelerde bu duruma dikkat edilerek 6rnekleme yapilmasi gerekmektedir.

Molekiiler biyoloji tekniklerinin, bitki filogenisi ve sistematigi teknik ve
ihtiya¢larinin stirekli bir kademe ileri giderek evrimlesmesi, daha yeni ihtiyaglar1 ortaya
¢ikarmaktadir. Gliniimiiz teknolojilerine uygun en iyi yontemlerden biri olan Yeni Nesil
Dizileme alt yapisini kullanan Dizileme Ile Genotipleme “Genotyping by Sequencing” ile
bitki sistematigi ve filogenisi caligmalar1 yapilmaktadir. Fakat yontemin yurt digindan
hizmet alimi ile satin alinabilir olmast ve ayrica popiilasyon calismalarinda miimkiin
oldugunca fazla 6rnekle calisilmasi gerekliligi bu yontemin olduk¢a pahali olmasina neden

olmaktadir.

Tez ¢alismasi sonrasinda N. tridentata tiirtinde tiim kloroplast genomunu dizileyerek
bu tiiriin evrimsel ge¢misini bir adim daha ilerletmeyi amaclamaktayiz. Sistematik agidan
karmasik ve filogenetik agidan essiz olan orkidelerde bu teknigi uygulanmasi ve
sonuglarinin klasik kisa gen bdlgeleri dizileme yontemi ile karsilagtirilmasi hem gegmis
filogenetik caligmalarmn kontrol edilmesini saglayabilir, hem de orkide filogenisinin

anlagilmasina yeni bir arag olabilir.
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