YYU FBED, Cilt 30, Say1 2 (Agustos), 485-498, 2025 https://doi.org/10.53433 /yyufbed.1670379

2]

‘ .o vozONCH YL UNIVERSITES]
‘\V"Q. Yiiziincii Y1l Universitesi 2
en Bilimler1 Enstitusu Dergisi e s

(W Fen Bilimleri Enstitiisii Derg SELL

https://dergipark.org.tr/tr/pub/yyufbed i

Arastirma Makalesi
Kars ili Endemik ve Nadir Bitki Tiirlerinin Tanimlanmasinda ITS1 ve ITS2 Gen
Bolgelerinin Etkinligi

Funda OZDEMIiR DEGIiRMENCi*!, Asiye UL"UGZ,
Giil Esma AKDOGAN KARADAG?, @ Fevzi 0ZGOKCE*

! Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, 40100, Kirsehir, Tiirkiye
2 Kafkas Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, 36000, Kars, Tiirkiye
3 Kafkas Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, 36000, Kars, Tiirkiye
4 Van Yiiziincii Y11 Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, 65080, Van, Tiirkiye

*Sorumlu yazar e-posta: funda07@gmail.com

Oz: DNA barkodlama, bitki tiirlerinin genetik diizeyde dogru ve giivenilir sekilde tanimlanmasim saglayan etkili
bir yontemdir. Bu ¢aligmada, Kars iline 6zgii endemik bitki tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu ve filogenetik
iliskilerinin belirlenmesi amaciyla ITS1 ve ITS2 barkod gen bolgeleri kullaniimistir. Elde edilen DNA dizileri, her
iki bolgenin de molekiiler tanimlama igin yiiksek ¢oziiniirliik sundugunu, ancak ITS2 boélgesinin tiir diizeyinde
daha fazla bilgi icerigi ve yliksek niikleotit cesitliligi sagladigim1 gostermektedir. Genetik ¢esitlilik analizleri
sonucunda baz: tiirlerde yiiksek niikleotit cesitliligi ve 6zglin mutasyonlara rastlanirken, baz tiirlerde ise oldukga
korunmus dizilere ve sinirli diizeyde genetik farkliliklara rastlanmistir. ITS1 ve ITS2 bolgelerinin birlikte
kullanimi, taksonomik smiflandirmanin daha giivenilir ve kapsamli bir sekilde gerceklestirilmesine olanak
tanimaktadir. Bu calismada, iki gen bolgesi i¢in elde edilen ve veri tabanina yiiklenen genetik barkodlar,
Tiirkiye’nin, 6zellikle Kars ilinin biyolojik ¢esitliliginin ulusal ve uluslararasi diizeyde belgelenmesine ve
korunmasina onemli bir katki sunacaktir. Ayrica, ¢alisma sonuglari bolgenin biyocografyasi ve ekolojik
stireclerine iliskin yeni arastirmalara bilimsel bir temel saglayarak, biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve taksonomik
dogrulama ¢alismalarina degerli bir kaynak olusturma potansiyeline sahiptir.
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The Effectiveness of ITS1 and ITS2 Gene Regions in the Identification of Endemic and
Rare Plant Species in Kars Province

Abstract: DNA barcoding is an effective method for accurate and reliable plant species identification at the
genetic level. In this study, the ITS1 and ITS2 barcode gene regions were used to characterise the molecular
diversity and determine the phylogenetic relationships of endemic plant species from Kars Province. The DNA
sequences obtained indicate that both regions provide high resolution for molecular identification; however, the
ITS2 region provides greater nucleotide diversity and higher information content at the species level. Genetic
diversity analyses revealed high nucleotide variation and the presence of singleton mutations in some species,
while others exhibited highly conserved sequences with limited genetic divergence. The combined use of ITS1
and ITS2 regions allows a more reliable and comprehensive taxonomic classification. In this study, the genetic
barcodes obtained for the two gene regions have been uploaded to the database, thus contributing significantly
to the documentation and conservation of the biodiversity of Tiirkiye, in particular Kars province, both nationally
and internationally. In addition, the results of this study provide a scientific basis for new research on the
biogeography and ecological processes of the region, providing a valuable resource for biodiversity conservation
and taxonomic validation studies.
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1. Giris

Tiirkiye, Akdeniz, Iran-Turan ve Avrupa-Sibirya gibi ii¢ biiyiik floristik bdlgenin kesisim
noktasinda yer almasi nedeniyle, diinya genelinde bitki ¢esitliligi agisindan en zengin {ilkeler arasinda
kabul edilmektedir (Davis, 1988). Ulkenin yedi cografi bdlgesinde goriilen farkli iklim kosullari,
topografik cesitlilik, jeolojik ve jeomorfolojik yapilarin zenginligi ile deniz, gol ve akarsu gibi ¢esitli su
ekosistemlerinin varligi, Tiirkiye florasinin zenginligini destekleyen baslica ¢cevresel faktorlerdir (Giines
& Ozba, 2014). Yaklasik 10.000’den fazla bitki tiiriinii barindiran Tiirkiye, bu tiirlerden 3.035’inin
endemik olmasi nedeniyle énemli bir bitki biyogesitliligi merkezidir (Giines & Ozba, 2014; POWO,
2025). Tirkiye’nin floristik zenginligine onemli Ol¢iide katki sunan bdlgelerden biri olan Dogu
Anadolu’da yer alan Kars ili, uluslararasi dlgiitlere gore belirlenen ve doga koruma agisindan dncelikli
alanlar arasinda kabul edilen “Onemli Bitki Alanlari (OBA)” kapsaminda degerlendirilen 144 bolgeden
dclini Cildir Golii, Allahuekber Daglar1 ve Sarikamis Ormanlart sinirlart icerisinde barindirmaktadir
(Ozhatay ve ark., 2005). Agirlikli olarak iran-Turan floristik bolgesinin 6zelliklerini tastyan Kars, kuzey
kesimlerinde Avrupa-Sibirya, giineyde ise Igdir c¢evresinde Akdeniz flora bdlgesinin etkisini
gostermektedir. Bu ii¢ biiyiik flora bolgesinin gecis kusaginda yer almasi ve Kafkasya’ya komsu
konumu, ilin bitki Ortiisiinii ekolojik ve floristik acidan daha da ¢esitlendirmektedir. Bugiine dek Kars
ilinde saptanan 1.615 bitki tiirii, Tiirkiye florasinin yaklasik %16’sin1 olusturmaktadir. Bu tiirlerden 71’1
endemiktir ve bunlarm 12’si yalnizca Kars’a 6zgii lokal endemik tiirlerdir (Giines & Ozba, 2014).

Bolgenin sahip oldugu bu degerli bitki ¢esitliligi ¢esitli dogal ve antropojenik tehditler nedeniyle
baski altindadir. Ozellikle kiiresel iklim degisikligine bagl olarak artan sicakliklar ve degisen yagis
rejimleri, yiiksek rakimli alanlarda yasayan hassas tiirlerin yagam alanlarini daraltmakta, alt kusaklardan
gelen tiirlerle artan rekabet baskisi altinda birakmaktadir (Demir ve ark., 2009). Asir1 ve diizensiz
otlatma faaliyetleri, 6zellikle step ve subalpin kusaklarda habitat biitlinliigiinii bozarak endemik ve nadir
tiirlerin yayilis alanlarinda ciddi ekolojik tahribatlara yol agmaktadir (Erken ve ark., 2022). Endemik ve
nadir bitki tiirleri, sinirh yayilis alanlar ve diisiik ekolojik toleranslar1 nedeniyle biyolojik ¢esitliligin
korunmasinda 6zel 6nem tasimaktadir. Habitat kaybi, iklimsel degiskenlikler ve insan faaliyetlerinden
kaynaklanan tehditler karsisinda yiiksek duyarlilik gdsteren bu tiirlerin genetik cesitliliklerinin
belirlenmesi ve dogru taksonomik teshislerinin yapilmasi, hem koruma biyolojisi hem de sistematik
botanik acisindan kritik 6neme sahiptir (Myers ve ark., 2000; Mace ve ark., 2008; Nohutcu ve ark.,
2019). Ancak geleneksel morfolojik tanimlama yontemleri, fenotipik plastisite, mevsimsel varyasyonlar
ve ekolojik kosullardaki farkliliklar nedeniyle ¢ogu zaman yetersiz kalabilmektedir (CBOL Plant
Working Group, 2009). Bu nedenle, DNA barkodlama yontemleri; tiir diizeyinde kesin teshis imkani
sunan, tiirler arasi genetik farkliliklarin ortaya konulmasina olanak taniryan ve filogenetik iliskilerin
¢oOziilmesinde etkili olan modern molekiiler yaklagimlar arasinda 6ne ¢ikmaktadir (Hebert ve ark., 2003).

DNA barkodlama yontemlerinde yaygin olarak kullanilan genetik belirteglerden biri olan
internal transcribed spacer (ITS) bolgesi, 6zellikle ITS1 ve ITS2 dizileri, bitkilerin molekiiler diizeyde
tanimlanmasi ve filogenetik iligkilerinin ortaya konulmasinda énemli bir ara¢ olarak 6ne gikmaktadir
(Baldwin ve ark., 1995; Coleman, 2003; Chen ve ark., 2010). ITS bolgeleri, niikleer ribozomal DNA
(nrDNA) izerinde yer alan ve transkripsiyona ugrayan araliklari temsil eder; ITS1 bolgesi 18S ve 5.8S
rRNA genleri arasinda, ITS2 ise 5.8S ve 28S rRNA genleri arasinda konumlanmaktadir (White ve ark.,
1990). Bu diziler, yiiksek oranda korunmus rRNA genleri ile ¢evrelendikleri i¢in evrensel primerler
araciligiyla kolaylikla amplifiye edilebilmekte ve genis bir bitki taksonomik yelpazesinde tiir diizeyinde
ayirt edici 6zellikler sunmaktadir (Chase ve ark., 2005; Chen ve ark., 2010; Mishra ve ark., 2016; Bhat
ve ark., 2024). Yiksek kopya sayisina sahip bu iki gen bdlgesi karasal bitki tiirlerini cins diizeyinde
ayirma giiciine sahiptir (Chase ve ark., 2007; Kang ve ark., 2017). ITS gen bolgesi farkli bitki gruplarinin
sistematik calismalarinda en ¢ok kullanilan DNA barkod bolgesi olmasiin yani sira plastid DNA
barkod bolgelerine gore tiirler arasi ayrim yapma giicii daha fazladir (Letsiou ve ark., 2024).

ITS1 ve ITS2 dizileri, endemik ve nadir bitki tiirlerinin molekiiler teshisinde 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Tirler aras1 yiliksek seviyede niikleotid varyasyonu gdstermeleri, 6zellikle filogenetik
olarak yakin akraba tiirlerin ayirt edilmesinde bu bolgeleri oldukga etkili hale getirmektedir (Kress ve
ark., 2005; Sokolowska ve ark., 2022; Letsiou ve ark., 2024). Ayrica bu diziler, yalnizca bitkiler degil;
mantarlar, algler ve likenler gibi ¢ok ¢esitli organizma gruplarinda yaygin sekilde kullanilmakta olup,
onlar1 evrensel nitelikte bir barkod bdlgesi haline getirmistir (Schoch ve ark., 2012; Banchi ve ark.,
2018). Cin florasinda gergeklestirilen kapsamli bir ¢galismada, ITS barkod bdlgesinin bitkilerin yaklagik
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%92’sini dogru bir sekilde teshis edebildigi rapor edilmisgtir (China Plant BOL Group, 2011). Ayrica
farklh bitki aileleri ile yapilan tanimlama g¢aligmalarinda ITS gen bdlgesinin etkinligi gosterilmistir
(Michel et al., 2016; Won & Renner, 2005). Bu durum, 6zellikle endemik ve dar yayilish tiirlerin
tanimlanmas1 agisindan ITS bolgelerinin taksonomik dogruluk ve koruma biyolojisine katki
potansiyelini ortaya koymaktadir. Molekiiler diizeyde gergeklestirilen bu teshisler, yalnizca tiirlerin
sistematik konumunu netlestirmekle kalmayip, ayn1 zamanda populasyon diizeyinde genetik ¢esitliligin
degerlendirilmesine ve tiirlerin korunmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesine de temel
olusturmaktadir.

Filogenetik analizlerde ITS1 ve ITS2 bdlgelerinin kullanimi, endemik tiirlerin evrimsel
iligkilerinin ¢6ziilmesini saglarken, morfolojik olarak benzer fakat genetik olarak farklilagsmis tiirlerin
ayriminda da yiiksek ¢6ziiniirliik sunmaktadir. Bununla birlikte, bazi bitki gruplarinda ITS bolgelerinin
coklu kopyalar halinde bulunmasi (6rnegin paraloglar ya da psddogenler), ayn1 birey igerisinde dizisel
heterojenliklere neden olabilmekte ve bu durum filogenetik analizlerin yorumlanmasinda dikkat
gerektirmektedir (Alvarez & Wendel, 2003). Ayrica, baz tiirlerde ITS bolgelerinin amplifikasyonunda
veya sekans analizinde teknik zorluklarla karsilasilabilmekte olup, bu gibi durumlarda tamamlayici
genetik belirteglerin kullanimi gerekebilmektedir (Hollingsworth ve ark., 2011).

Ulug ve ark. (2025), Kars ilinden 6rnekledikleri ve bu ¢aligmadaki 11 tiirle ortak olan toplam
14 endemik bitki tiirli {izerinde gerceklestirdikleri arastirmada, trnH-psbA, maturase K (matK), ve
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase large subunit (rbcL) kloroplast gen bolgelerini ¢ogaltarak bu
tiirlerin molekiiler diizeyde tanimlanmasina katki saglamislardir. Bu ¢aligmanin temel amaci ise, Kars
iline 6zgili endemik ve nadir bitki tiirlerinin tanimlanmasinda, s6z konusu kloroplast gen bolgelerine ek
olarak ITS1 ve ITS2 barkod bolgelerinin etkinligini karsilagtirmali olarak degerlendirmektir. Bu
kapsamda, ITS1 ve ITS2 dizileri kullanilarak hedef tiirler arasinda genetik ¢esitlilik analizi
gergeklestirilmis; filogenetik iliskiler ortaya konmus ve her iki barkod bdélgesinin tiirler arasindaki
ayrimi saglama kapasitesi analiz edilmistir. Elde edilen molekiiler veriler, Kars ilinin floristik
zenginligini bilimsel olarak belgelemenin yani sira, bolgedeki endemik ve nadir bitki tiirlerinin
korunmasina ve siirdiiriilebilir yonetimine yonelik uygulamalara bilgi temeli sunmay1 amaglamaktadir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitki 6rnekleri ve DNA izolasyonu

Ugii lokal endemik olmak iizere toplam 12 endemik bitki tiirii, Kars ilinde Onemli Bitki Alanlart
(OBA) olarak tanimlanan ekolojik bolgelerden toplanmistir (Ozhatay ve ark., 2005). Ozellikle Cildir
Goli, Allahuekber Daglari, Kagizman ve Sarikamig Ormanlari gevresinden aragtirma materyali i¢in belli
araliklarla araziye ¢ikilarak bitki materyali temin edilmistir. Bitki numunelerin teshisinde Tiirkiye
Floras1 (Davis ve ark., 1970; Davis ve ark., 1988; Giiner ve ark., 2000)’ndan faydalanilmistir.
Aragtirmanin yapilabilmesi i¢in her bir popiilasyondan yeterli miktarda toplanan bitki ornekleri,
numaralandirildiktan sonra herbaryum tekniklerine uygun olarak kurutulmus ve kiitiik numarasi
verilmistir. Bu herbaryum materyalleri su anda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Herbaryumu (VANF) nda
saklanmaktadir. Ornekleme siirecinde her tiiriin yayilis gosterdigi farkli habitatlardan iiger birey
orneklenmistir (Cizelge 1). Bitkisel materyal olarak her bir endemik tiire ait yaprak érnekleri toplanmis
ve hiicresel biitiinliigiin korunmasini saglamak amaciyla DNA izolasyon siirecine kadar nem alici
ozellikteki silika jel iceren steril plastik torbalarda muhafaza edilmistir. DNA izolasyonu, yaprak
dokularindan niikleer DNA'nin saflagtirilmasi amaciyla Kistler (2012) tarafindan gelistirilen modifiye
CTAB protokolii kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA ekstraktlarmin kalite ve saflik
degerlendirmesi, 230 nm, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans O&lglimleri yapilarak
belirlenmistir. Ol¢iimler, Biodrop Lite 7141 V.1.0.4 spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 1. Kars ilinden 6rneklenen endemik ve nadir bitkilere ait bilgiler (* Lokal endemik bitkiler)

Endemik bitki tiirleri Habitat Familya
* Onosma nigricaulis Riedl Kars Boraginaceae
Onosma isaurica Boiss. & Heldr. Sarikamig Boraginaceae
Tragopogon aureus Boiss. Kars Asteraceae
Papaver triniifolium Boiss. Cildir Papaveraceae
Rosa pisiformis (Christ) Sosn. Kars Rosaceae
*Lathyrus karsianus P.H. Davis Sarikamig Fabaceaea
Astragalus globosus Vahl Kisir Dagi Fabaceae
Salvia rosifolia Sm. Kagizman Lamiaceae
Pastinaca armena Fisch. & C.A.Mey. Apiaceae

. . Arpagay
subsp. dentata (Freyn et Sint.) Chamberlain
* Vincetoxicum coskuncelebianus Makbul & Giliven Cildir, Tagbas1 Koyt Apocynaceae
Fritillaria michailovskyi Fomin Sarikamig Liliaceae
Draba bruniifolia Steven subsp. armeniaca Coode & Kars Brassicaceae

Cullen

2.2. ITS1 ve ITS2 gen bolgelerinin PCR amplifikasyonu

ITS1 ve ITS2 i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) amplifikasyonu, toplam 20 pl reaksiyon
hacminde gerceklestirilmistir. PZR reaksiyon karigimi; 4 ul HOT FIREPol Blend Master Mix (Solis
BioDyne, Tartu, Estonya), her bir primer c¢ifti i¢in 0.5 pl ileri ve geri primer (ITSIF:
GCATCGATGAAGAACGCAGC, ITSIR: TCCTCCGCTTATTGATATGC; ITS2F:
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG, ITS2R: GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (White vd., 1990),
5 pl 10 ng seyreltilmis DNA ve 10 pl deiyonize su igerecek sekilde hazirlanmistir.

PZR amplifikasyonu, baslangicta 94 °C'de 4 dakika siiresince gerceklestirilen denatiirasyon
adimi ile baslatilmistir. Bunu takiben, her biri 94 °C'de 1 dakika siireyle denatiirasyon, 50 saniye
boyunca uygun baglanma sicakliginda (ITS1 i¢in 59 °C, ITS2 i¢in 60 °C) baglanma ve 72 °C'de 1 dakika
stiresince uzatma asamalarini igeren 35 dongii liik bir amplifikasyon protokolii uygulanmistir. Son
olarak, 72 °C’de 10 dakika siireyle gergeklestirilen son uzatma adimi ile reaksiyon tamamlanmistir.
Amplifikasyonun basariyla gerceklestigini dogrulamak amaciyla, elde edilen PZR firtinleri %3 agaroz
jel elektroforezi ile analiz edilmistir. Elektroforez islemi, 90 V gerilim altinda 30 dakika siireyle
yiiriitilmis ve amplifikasyon iiriinlerinin varligi, jelde uygun biiyiikliikteki bantlarin gézlemlenmesi ile
dogrulanmistir. DNA fragmentlerinin biiyiiklik tahminleri ig¢in diisiik aralikli DNA merdiveni (BIO
BASIC, GM303) kullanilmustir.

2.3. Genetik analizler

Basaril1 bir sekilde amplifiye edilen PZR {iriinleri, dizileme 6ncesinde saflagtirma islemine tabi
tutulmus ve ardindan BM Labosis (Cankaya, Ankara) tarafindan Sanger dizileme analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen ham dizileme verileri, kromatogram bazinda gorsellestirme ve
degerlendirme amaciyla MEGA11 yazilimi (Tamura ve ark., 2021) kullanilarak incelenmistir. Dizi
hizalama iglemi, c¢oklu dizi karsilastirmalarinda yaygin olarak kullamilan CLUSTAL yazilim
(Thompson ve ark., 1994) araciligiyla gerceklestirilmistir. Bu siiregte, hizalanan dizilerin biitiinliigii ve
dogrulugu dikkatle kontrol edilerek analizlere uygun hale getirilmistir. Tiir diizeyinde tanimlamay1
dogrulamak amaciyla, hizalanan diziler GenBank veri tabaninda bulunan referans dizilerle
kargilagtirilmigtir. Karsilagtirma iglemi, National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2024)
veri tabani tarafindan saglanan BLASTn algoritmasi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) (Altschul ve
ark., 1990) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu analiz sirasinda, sorgu kapsami (query coverage) ve dizi
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kimligi (sequence identity) gibi temel parametreler dikkate alinarak, caligmada elde edilen dizilerin tiir
diizeyindeki kimlikleri ile en yakin akraba tiirlerle olan benzerlikleri degerlendirilmistir. Her bir barkod
icin ayr1 ayr1 filogenetik analizler MEGA11 yazilimi (Tamura ve ark., 2021) ile gerceklestirilmistir. Her
tiir i¢in ayr olarak gerceklestirilen filogenetik analizler ilgili tlirtin ITS1 ve ITS2 barkod gen bolgesi
icin elde edilen sekansi ve bu sekansin NCBI veri tabaninda en yiiksek eslesme ve benzerlik gosterdigi
ayni cinse ait akraba tiirlerin sekanslar1 kullanilarak yapilmistir.

3. Bulgular
3.1. ITS1 ve ITS2 gen bolgesi ile tiir tanimlamasi

ITS1 ve ITS2 gen bolgeleri endemik ve nadir bitkiler i¢cin basarili bir sekilde amplifiye edilmistir
(Sekil 1). Her bitki tiirli adina bir 6rnegin DNA dizisi elde edilmistir. 12 endemik bitki taksonunun ITS1
ve ITS2 gen bolgesi dizilimi analiz edilerek, elde edilen dizilerin GenBank veri tabanindaki referans
dizilerle karsilagtirilmas1 yapilmistir (Cizelge 2 ve Cizelge 3). BLAST analizleri, incelenen tiim tiirlerin
ITS1 ve ITS2 gen bolgesi dizilerinin en yakin akraba tiirlerle yiiksek oranda benzerlik gosterdigini
ortaya koymustur. Kars ilinde yayilis gdsteren 12 endemik bitkiye ait genetik cesitlilik, dagilim ve
ekolojik 6zellikler hakkinda dnemli bilgiler saglayan 24 yeni genetik barkod tiretilmistir. Bu genetik
barkodlar i¢in alinan aksesyon kodlart NCBI, GenBank veri tabanina yiiklenmistir (Cizelge 2 ve Cizelge
3).

Sekil 1. (a) ITS1 gen bolgesine ait jel elektroforez goriintiisii, (b) ITS2 gen bolgesine ait jel elektroforez
goriintlisti 1: L. karsianus, 2: A. globosus, 3: S. rosifolia, 4: L. galactophyllum, 5: O. isaurica,
6: O. nigricaulis, 7: P. armena subsp. dentata, 8: R. pisiformis, 9: P. triniifolium, 10: T. aureus,
11: V. coskuncelebianus 12: D. bruniifolia subsp. armeniaca, L:Disiik aralikli (50-500 b¢) DNA
merdiveni.

Caligilan endemik bitki tiirlerinin ITS1 gen bdolgesi igin eslesme sonuglar1 ve alinan aksesyon
kodlar1 Cizelge 2’de verilmistir. ITS1 gen bolgesi i¢in Pastinaca armena subsp. dentata, Pastinaca
armena Ornegi ile eslesme gostermistir (MT254215.1). Fritillaria michailovskyi’ de aym tiirle
(HE656030.1) %100 benzerlik orani ile eslesme gostermistir. Her ne kadar Onosma isaurica, Onosma
nigricaulis ve Tragopogon aureus tiirleri icin NCBI veri tabaninda yaymlanmis ITS1 ve ITS2 gen
dizileri mevcut olsa da (O. isaurica, O. nigricaulis ve T. aureus tiirleri igin sirasiyla aksesyon kodlart:
MK321815.1, MK321815.1, KF050364.1) bu tiirler ayni tiirlerle eslesme gdstermemistir. Bunun yerine
ayni cinsteki diger yakin tiirlerle eslesme gostermistir. Calisilan diger endemik tiirler, NCBI GenBank
veri tabaninda bu tiirler i¢in daha 6nce yaymlanmis ITS1 dizisinin bulunmamasi nedeniyle aym tiirle
hizalanma gostermemistir (NCBI, 2024). Bu endemik bitkiler i¢in elde edilen diziler, ayni cinslere ait
akrabalariyla eslesme gostermistir. Onosma isaurica, Onosma visianii (JX267844.1) ile % 97.42
0zdeslikle en diisiik eslesmeyi gosterirken Vincetoxicum coskuncelebianus, Vincetoxicum hiriundinaria
(OP756339.1) ile %99.47 benzerlikle en yiiksek eslesmeyi gostermistir (Cizelge 2).
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Endemik tiirler Uriin . Eslesen tiirler GenBank Aksesyon E§1e$m§ e degeri B“enzer.lik
uzunlugu (bg) numarast yiizdesi yiizdesi
ITS1
Onosma nigricaulis 378 Onosma teuniflora (FR718864.1) PQ278968 100 0 98.94
Onosma isaurica 310 Onosma visianii (JX267844.1) PQ278969 100 le-151 97.42
Tragopogon aureus 364 Tragopogon ruber (MT922842.1) PQ278970 100 0 98.63
Rosa pisiformis 328 Rosa laxa (PP906913.1) PQ278967 100 2e-160 98.78
Lathyrus karsianus 308 Lathyrus bauhunii (AM401032.1) PQ278964 100 8e-156 98.35
Astragalus globosus 344 Astragalus latifolius (KX954972.1) PQ278973 100 2e-175 98.84
Salvia rosifolia 303 Salvia aucheri var. canescens (DQ667286.1) PQ278965 100 4e-147 97.70
Papaver triniifolium 303 Papaver armena (DQ250302.1) PQ278966 100 0 98.75
Pastinaca armena subsp. dentata 387 Pastinaca armena (MT254215.1) PQ278974 100 0 99.45
Vincetoxicum coskuncelebianus 378 Vincetoxicum hiriundinaria (OP756339.1) PQ278972 100 0 99.47
Fritillaria michailovskyi 324 Fritillaria michailovskyi (HE656030.1) PQ859600 100 2e-17 100
Draba brunifolia subsp. armeniaca 302 Draba brunifolia (DQ467252.1) PQ859601.1 100 0 100
Cizelge 3. Calisilan 12 endemik bitki taksonu i¢in ITS2 gen bolgesinin GenBank hizalama sonuglari
Endemik tiirler Uriin o Eslesen tiirler GenBank Aksesyon ES lesm.e e degeri B"enzer.lik
uzunlugu (bg) numarast yiizdesi ylizdesi
ITS2
Onosma nigricaulis 377 Onosma erecta (FR718846.1) PQ278980 100 0 98.03
Onosma isaurica 407 Onosma tenuiflora (FR718864.1) PQ278981 100 0 99.73
Tragopogon aureus 400 Tragopogon pratensis (MT922836.1) PQ278982 100 0 99
Rosa pisiformis 341 Rosa phoenicia (AB043829.1) PQ278979 100 2e-179 99.41
Lathyrus karsianus 379 Lathyrus boissieri (AM401146.1) PQ278976 100 0 98.94
Astragalus globosus 400 Astragalus latifolius (KX954972.1) PQ278984 100 0 99.50
Salvia rosifolia 282 Salvia huberi (KU563800.1 PQ278977 100 4e-143 99.29
Papaver triniifolium 396 Papaver persicum (PP232209.1) PQ278978 100 0 98.99
Pastinaca armena subsp. dentata 364 Pastinaca armena (MT254215.1) PQ278984 100 0 99.45
Vincetoxicum coskuncelebianus 378 Vincetoxicum mongolicum (MH712653.1) PQ278983 100 0 98.68
Fritillaria michailovskyi 362 Fritillaria michailovskyi (HE656030.1) PQ859605 100 0 100
Draba brunifolia subsp. armeniaca 320 Draba oligosperma (NC_049629.1) PQ859616.1 100 0 99.83
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FR718864.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=BSWY1WUE013
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_072199.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G8BU20FJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX267996.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YN5MXY7B01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX267996.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YN5MXY7B01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_068090.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YN4R2BF4016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB830849.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G8BZB0XC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT561034.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G8BBTH33016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HE656030.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=X004S20W016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_072199.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G8BU20FJ013
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ITS2 gen bolgesine yonelik gerceklestirilen BLAST analizleri, ¢alisilan tim endemik bitki
tiirlerinin ITS2 dizilerinin en yakin akraba tiirlerle yiiksek diizeyde benzerlik gosterdigini ortaya
koymustur. Elde edilen eslesme oranlari %98.03 ile %100 arasinda degismekte olup, tiim tiirlerde
anlamli diizeyde genetik uyum saptanmustir (Cizelge 3). ITS1 gen bolgesi ile karsilastirildiginda, ITS2
dizilerinin benzer sekilde yliksek ayirt edicilige sahip oldugu gozlemlenmistir. Fritillaria michailovskyi,
ITS1 bolgesinde oldugu gibi ITS2 bolgesinde de aym tiirle (HE656030.1) %100 benzerlik oram ile
eslesmistir. Onosma isaurica (Onosma tenuiflora: %99.73), Astragalus globosus (Astragalus latifolius:
%99.50) ve Pastinaca armena subsp. dentata (Pastinaca armena: %99.45) tiirleri ise oldukga yiiksek
diizeyde sekans benzerligi gostermistir. Bu bulgular, ITS2 bolgesinin s6z konusu tiirler i¢in molekiiler
tanimlamada giivenilir bir belirte¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, Onosma nigricaulis
(Onosma erecta: %98.03) ve Papaver triniifolium (Papaver persicum: %98.99) tiirlerinde gézlemlenen
gorece diisiik benzerlik oranlari, bu tiirlerde ITS2 dizilerinde daha yiiksek diizeyde varyasyon
olabilecegine ya da mevcut veri tabanlarindaki dizilerin bu tiirleri tam olarak temsil edemeyebilecegine
isaret etmektedir.

3.2. ITS1 ve ITS2 gen bolgelerinin filogenetik analizi

ITS1 gen bolgesi igin analiz edilen tiirlerin eslesen sekans uzunluklar1 281 bg (S. rosifolia) ile
387 bg (P. armena subsp. dentata) arasinda degismektedir. Korunan bolge uzunluklar ise 281 bg ile
365 bg arasinda olup, bu durum ITS1 gen bolgesinin farkl tiirler arasinda degisen diizeyde korunmus
oldugunu gostermektedir. Farklilik gosteren en fazla filogenetik farklilasmaya yol agan bolgeler
acisindan, en fazla varyasyonun Pastinaca (34 bolge), Onosma (27 bolge) ve Papaver (27 bolge)
tiirlerinde gozlendigi tespit edilmistir. Bu tiirlerde yiiksek diizeyde tekil (singleton) bolge ve parsimonik
(filogenetik acidan bilgilendirici) bolge sayilar1 da dikkate alindiginda, 6zellikle Onosma tiirlerinin
genetik olarak diger tiirlerden daha farkli bir konumda oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 4). Indel
(insersiyon/delesyon) analizi, ITS1 gen bolgesinde nispeten diisiik sayida indel iceren tiirlerin baskin
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, Onosma tiirlerinde goriilen 10 delesyon bu tiirlerin
filogenetik olarak daha uzak akrabaliklari olabilecegini diisiindiirmektedir. Niikleotit ¢esitliligi en
yiiksek Onosma ve Papaver (x = 0.03) tiirlerinde gozlemlenmis olup, bu degerler bu tiirlerin tiirler arasi
genetik cesitliliginin digerlerine kiyasla daha yiiksek olabilecegini ortaya koymaktadir. Buna karsilik,
Tragopogon, Astaragalus ve Pastinaca tirlerinde cesitliligin son derece diisik (z < 0.01) oldugu
belirlenmistir, bu da bu tiirlerde ITS1 gen bolgesinin olduk¢a korunmus oldugunu gostermektedir. ITS1
gen bolgesinin GC igerigi %50.3 (Lathyrus) ile %64.3 (Fritillaria) arasinda degismekte olup, bu oranlar
bitki ITS dizileri i¢in beklenen araliklara uygundur. GC icerigi filogenetik olarak bilgi saglayan bir
ozellik olup, yiiksek GC oranlar1 genellikle daha korunmus bdlgelerle iliskilendirilmektedir. Fritillaria
tirlerinin %64.3 ile en yliksek GC igerigine sahip olmasi, bu tiiriin digerlerine kiyasla daha korunmus
bir ITS1 bolgesine sahip oldugunu diigiindiirmektedir.
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g::;g:i?greﬁk Salvia Lathyrus ~ Papaver  Rosa Onosma  Vincetoxicum  Tragopogon  Pastinaca Astragalus  Fritillaria  Draba
Eslesen tiir sayis1 11 7 10 10 11 11 10 10 10 10 10
Eslesen sekans uzunlugu 303 308 303 328 378 381 344 387 344 324 302
Korunan bolge 281 294 276 313 351 365 341 352 339 302 288
Farklilik gosteren bolge 22 14 27 13 27 13 3 34 4 22
Singleton bdlge 13 9 18 10 9 6 1 25 2 9 4
Parsimoni bolge 9 5 9 3 18 7 2 8 2 13
Indel - - - 3 10 - 1 1 1 - -
Niikleotit ¢esitliligi 0.02 0.02 0.03 0.01 0.03 0.01 0.00 0.01 0.00 0.02 0.01
GC igerigi % 62.6 50.3 55.9 58 55.6 62.4 52.7 55.1 52.6 64.3 51.1
Cizelge 5. ITS2 barkod gen bolgesi icin filogenetik analiz sonuglari
Tiir/Filogenetik . . . . L
parametreler Salvia Lathyrus  Papaver  Rosa Onosma  Vincetoxicum  Tragopogon  Pastinaca Astragalus  Fritillaria  Draba
Eslesen tiir sayisi 12 8 11 12 13 12 13 12 13 13 10
Eslesen sekans uzunlugu 282 379 396 340 377 378 400 364 400 362 320
Korunan bolge 268 370 355 335 289 363 385 305 380 343 314
Farklilik gosteren bolge 13 9 40 5 88 14 15 59 20 19 6
Singleton bdlge 4 1 24 2 65 7 7 48 12 10 3
Parsimoni bolge 9 8 16 3 23 7 8 11 8 9 3
Indel - - 1 - 11 - - - 2 - -
Niikleotit gesitliligi 0.02 0.00 0.03 0.00 0.04 0.01 0.01 0.03 0.03 0.02 0.01
GC igerigi % 63.3 49.0 58.1 58.4 55.7 64.2 55.0 56 51.3 65.8 54.8
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ITS2 gen bolgesi icin eslesen sekans uzunluklar1 282 bg (S. rosifolia) ile 400 bg (Tragopogon,
Astragalus) arasinda degismektedir. Korunan bolge uzunluklari 268 bg ile 385 bg arasinda olup, tiirler
arasindaki degiskenlik ITS2’nin taksonomik ayrim yapabilme giiclinii desteklemektedir (Cizelge 5).
ITS1 gen bolgesine benzer olarak farklilik gdsteren bolge sayisi agisindan, en yiiksek varyasyon
Onosma (88 bolge), Pastinaca (59 bolge) ve Papaver (40 bolge) tiirlerinde gdzlemlenmistir. Bu yiiksek
degiskenlik, bu tiirlerin ITS2 gen bdlgesinde nispeten hizli bir degisim/varyasyon geg¢irdigini
gostermektedir. Buna karsilik, Rosa (5 bolge) ve Lathyrus (9 bolge) tirlerinde diisiik degiskenlik
gdzlenmistir, bu da bu tiirlerde ITS2’nin daha korunmus oldugunu ortaya koymaktadir. Singleton bolge
acisindan Onosma (65 bolge) ve Pastinaca (48 bolge) tiirlerinde yiiksek degerler bulunmustur. Tekil
mutasyonlar iceren bu bolgelerin fazla olmasi, bu tiirlerin filogenetik ac¢idan farklilagsmis olabilecegine
isaret etmektedir. Parsimoni bilgilendirici bolgeler agisindan Onosma (23 bolge) ve Papaver (16 bolge)
tirlerinde nispeten yiiksek sayida filogenetik agidan ayirt edici bolge gézlemlenmistir. Bu durum, bu
tiirlerin filogenetik analizlerde daha belirgin ayrimlarla gruplandigin1 desteklemektedir. Indel analizi,
ITS2 bolgesinde nispeten diisiik sayida insersiyon/delesyon olaymin gergeklestigini gostermektedir.
Ancak, Onosma (11 indel) ve A. globosus (2 indel) gibi tiirlerde indel varligi, bu bolgelerin farklilagsmig
olduguna isaret etmektedir. Niikleotit ¢esitliligi () agisindan en yiiksek degerler ITS1 gen bolgesinde
oldugu gibi Onosma (r = 0.04) ve Papaver (xr = 0.03) tiirlerinde gozlemlenmistir. Buna karsilik,
Lathyrus ve Rosa tirlerinde bu deger 7 = 0.00 olarak hesaplanmis olup, bu durum bu tiirlerin ITS2
bolgesinde genetik olarak oldukc¢a korunmus dizilere sahip oldugunu gostermektedir. ITS2 gen
bolgesinin GC igerigi %49.0 (Lathyurs) ile %65.8 (Fritillaria) arasinda degismektedir. ITS dizilerinde
GC orani genellikle sekans stabilitesi ve varyasyon hizi ile iligkilendirilir. Yiiksek GC orania sahip
tiirler, daha korunmus gen bdlgelerine sahip olmakta ve bu tiirler arasinda daha yakin filogenetik iligkiler
bulunmaktadir. Ozellikle Fritillaria ve Vincetoxicum tiitlerinin yiiksek GC igerigine sahip olmasi, bu
tiirlerin ITS2 dizilerinin diger tiirlere kiyasla daha az degiskenlik gosterdigini diisiindiirmektedir. Buna
karsilik, Lathyrus tirlerinde disiik GC igerigi gdzlemlenmis olup, bu durum bu tiirlerin ITS2 bolgesinin
zaman i¢inde mutasyon siireglerde daha fazla degisiklige ugramis olabilecegini gdstermektedir (Cizelge
5).

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu caligmada, ITS1 ve ITS2 gen bolgeleri kullanilarak incelenen endemik ve nadir bitki
tirlerinin genetik kimlikleri basariyla dogrulanmuis, tiirlerin referans dizilerle olan iligkileri ortaya
konmustur. Her iki gen bolgesi de yliksek benzerlik oranlari sunarak molekiiler diizeyde tanimlamada
etkinliklerini gostermistir.

ITS1 gen bolgesi analizleri, bazi tiirlerin (6rnegin Fritillaria michailovskyi ve Pastinaca armena
subsp. dentata) kendi tiirlerine ait referans dizilerle yliksek diizeyde (%100 ve %99.45) eslestigini ortaya
koymus, bu da ITS1 dizisinin bu tiirler i¢in yeterli taksonomik ¢oziiniirliik sundugunu gostermistir.
Ancak Onosma isaurica, Onosma nigricaulis ve Tragopogon aureus gibi bazi tiirlerde, veri tabaninda
kendi tiirlerine ait diziler bulunmasima ragmen, eslesmelerin ayni1 cins igerisindeki filogenetik olarak
yakin tiirlerle gerceklestigi gozlenmistir. Bu durum, s6z konusu tiirlerde ITS1 bdlgesine ait sekanslarda
intra-tiir varyasyonlarin bulunmasi, sekans kalitesine bagli teknik faktorler ya da veri tabanindaki
referans dizilerin taksonomik dogrulugundaki eksikliklerle iligkili olabilir (Hollingsworth ve ark.,
2011). Ozellikle Onosma isaurica’nin Onosma visianii ile %97.42 benzerlik gdstermesi, 1TS1
bolgesinin bu tiirde tiir diizeyinde ayirt edici giiciiniin smirli olabilecegine isaret etmektedir. Ote yandan,
Vincetoxicum coskuncelebianus™un ayni cinse ait bir tiirle %99.47 oraninda benzerlik gostermesi, tiirler
aras1 taksonomik yakinlikla birlikte muhtemel genetik muhafazay1 yansitmaktadir.

ITS2 gen bolgesine ait BLAST analizleri ise, tiim drneklerde yiiksek diizeyde genetik benzerlik
gostermigtir. Elde edilen eslesme oranlar1 %98.03 ile %100 arasinda degigsmekte olup, ITS2 bolgesinin
tiir diizeyinde tanimlamada giiglii ve giivenilir bir barkod oldugunu desteklemektedir (Chen ve ark.,
2010; Yao ve ark., 2010). Ozellikle Fritillaria michailovskyi tiiriinde, ITS1 analizindeki %100’Lik
eslesme ITS2 bolgesinde de teyit edilmis ve barkod bolgesinin tanisal giiclinii pekistirmistir. Onosma
isaurica (Onosma tenuiflora ile %99.73), Astragalus globosus (Astragalus latifolius ile %99.50) ve
Pastinaca armena subsp. dentata (Pastinaca armena ile %99.45) tiirlerinde yiiksek diizeyde benzerlik
oranlar1 gozlenmis ve bu sonuglar, taksonomik yakinligi desteklemistir. Ayrica bu bulgular, ITS2
bolgesinin yalnizca tanilama degil, aym1 zamanda filogenetik yakinliklarin belirlenmesinde de
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kullanilabilirligini gostermektedir (Kress ve ark., 2005). Bununla birlikte, Onosma nigricaulis (Onosma
erecta ile %98.03) ve Papaver triniifolium (Papaver persicum ile %98.99) gibi tiirlerde gozlenen
nispeten daha diisiik benzerlik oranlari, ITS2 bolgesinde belirli tiirler i¢in daha yliksek diizeyde genetik
varyasyon olabilecegini gostermektedir. Bu durum, ya bu tiirler arasinda daha belirgin molekiiler
ayrimlarin bulunduguna ya da bireysel/genomik diizeyde farkliliklarin sekans verilerine yansidigina
isaret etmektedir (Schultz & Wolf, 2009).

Genel olarak, ITS1 ve ITS2 dizilerinden elde edilen yiiksek benzerlik oranlari, bu gen
bolgelerinin endemik bitki tiirlerinin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda giivenilir ve tiirler aras1 ayirt
edici giice sahip barkod belirtecler oldugunu gostermektedir. ITS1 ile karsilastirildiginda, ITS2 barkod
bolgesi benzer diizeyde teshis dogrulugu sunmakta ve bazi tiirlerde daha homojen bir varyasyon profili
sergilemektedir. Bununla birlikte, calisilan tiirlerin ¢ogunda referans veri eksikligi ya da sinirh
taksonomik temsil nedeniyle ayni tiirle dogrudan eslesme saglanamamis; bunun yerine filogenetik
olarak yakin tiirlerle hizalanmalar gerceklesmistir. Bu durum, daha énce Ulug ve ark. (2025) tarafindan
gergeklestirilen ve bu ¢alismada yer alan 11 endemik tiirii de iceren ¢caligmayla paralellik gostermektedir.
S6z konusu calismada, matK, rbcL ve trnH-psbA gibi kloroplast gen bolgeleri amplifiye edilmis ve
analiz edilen endemik tiirlerin biiylik bir kismi, bu ¢aligmada oldugu gibi, NCBI veri tabaninda aym
tiirle degil, ayni cins icindeki yakin akraba tiirlerle eslesme gostermistir. Dolayistyla her iki ¢alismanin
bulgular birlikte degerlendirildiginde, hem niikleer ribozomal ITS bolgelerinin hem de kloroplast gen
bolgelerinin, 6zellikle yeterince temsil edilmeyen endemik taksonlar i¢in siirli referans veri nedeniyle
bazen ayn tiirle eslesme saglamada yetersiz kalabilecegi, ancak buna ragmen taksonomik yakinliklar
ortaya koymada ve molekiiler tanimlama siireclerinde 6nemli bilgiler sundugu goriilmektedir. Bu
durum, 6zellikle endemik ve az ¢alisilmis taksonlar igin DNA barkod veri tabanlarinin zenginlestirilmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir (CBOL Plant Working Group, 2009).

Filogenetik analizler, ITS1 ve ITS2 bolgelerinin tiirler arasinda farkli varyasyon oranlara sahip
oldugunu ortaya koymustur. ITS1 bdlgesi, Onosma, Papaver ve Pastinaca tiirlerinde yiiksek varyasyon
seviyeleri ve daha fazla parsimonik bilgilendirici bolge icermektedir. Bununla birlikte, Tragopogon,
Astragalus ve Pastinaca tiirlerinde ITS1'in daha korunmus oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, ITS2
bolgesi, ozellikle Onosma ve Pastinaca tiirlerinde yiiksek degiskenlik gosterirken, Rosa ve Lathyrus
tiirlerinde daha korunmus bir yap1 sergilemektedir. Indel analizi sonuclari, her iki bdlgedeki yapisal
degisikliklerin diisiik diizeyde oldugunu gosterse de, Ozellikle Onosma tiirlerinde tespit edilen
delesyonlar, bu tiirlerin filogenetik olarak daha wuzak akrabaliklara sahip olabilecegini
disiindiirmektedir. ITS bolgelerindeki GC igerigi, dizilerin korunmuslugu ile iliskilidir (Miiller ve ark.,
2015). Yiiksek GC igerigi genellikle daha korunmus bolgelerle iligkilendirilirken, diisiik GC igerigi daha
hizl1 varyasyon bolgeleri isaret etmektedir (Liu ve ark., 2023). Bu ¢alismada, ITS2 bolgesinin GC igerigi
Lathyrus tirlerinde %49.0, Fritillaria tiirlerinde ise %65.8 arasinda degisirken, ITS1 bolgesindeki GC
icerigi %50.3 ile %62.6 arasinda daha dar bir aralikta kalmistir. Bu durum, ITS2'nin tiirler arasindaki
farkliliklart belirlemede daha fazla bilgi saglayabilecegini gdstermektedir.

ITS1 ve ITS2'nin varyasyon dinamikleri incelendiginde, ITS2'nin genellikle daha fazla degisken
bolge icerdigi ve daha yiiksek niikleotit ¢esitliligine sahip oldugu goriilmiistiir. ITS2 bolgesi, tiir ve
familya bazinda gerceklestirilen filogenetik ¢alismalarda yiiksek oranda ayrim yapma giiciine sahiptir
(Alvarez & Wendel, 2003; Bhat ve ark., 2024). ITS2'deki daha fazla degisken bdlge, bu bolgenin
taksonomik ayrim giiciiniin daha yiiksek olabilecegini gdstermektedir. Ozellikle, ITS2 bolgesinde
Onosma tiirlerinde 65, Pastinaca tiirlerinde ise 48 singleton bdlge belirlenirken, ITS1'de bu tiirlerde
daha diisiik sayilarda singleton bolge tespit edilmistir. Bu durum, ITS2'nin tiirlere 6zgii genetik isaretleri
tagiyan daha fazla ve daha belirgin bir gesitlilige sahip oldugunu gostermektedir (Chen ve ark. 2010;
Nasrollahi ve ark., 2019). Ayrica, ITS2'de Onosma (23 bolge) ve Papaver (16 bdlge) tiirlerinde daha
fazla parsimonik bilgilendirici bolge belirlenmistir. Bu da ITS2'nin ¢esitlilik iliskilerinin
belirlenmesinde daha giivenilir ve daha fazla bilgi tasiyan bolgeler sundugunu gostermektedir (Yao ve
ark., 2010; Nasrollahi ve ark., 2019). Niikleotit ¢esitliligi a¢isindan, ITS2 bolgesi igin Onosma tiirlerinde
n = 0.04, Papaver tiirlerinde ise ®# = 0.03 olarak hesaplanirken, ITS1 icin bu degerler 0.03"%
gecmemektedir. Daha yliksek niikleotit ¢esitliligi, ITS2'nin tiirler arasindaki genetik farklilasmay1 daha
iyl yansitma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Liu ve ark., 2023). Bu calismada,
literatiirdeki ¢aligmalarin sonucglarina benzer olarak, ITS2'min daha fazla degisken bolge icermesi,
yiiksek niikleotit ¢esitliligi ve filogenetik agidan daha fazla bilgilendirici bolge igermesi nedeniyle, tiir
diizeyindeki ayrimlar1 belirlemede daha yiiksek ¢Oziinlirlik sundugu belirlenmistir. Farkli bitki
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tirlerinin tanimlanmasinda her iki bolgenin birlikte kullanimi, taksonomik ayrimin daha giivenilir ve
kapsamli sekilde yapilmasimi saglayacaktir. ITS1 ve ITS2 bolgelerinin birlikte analizi, filogenetik
iliskilerin daha giiglii sekilde aydinlatilmasina katki saglayacaktir. Dolayisiyla, filogenetik analizlerde
yalnizca tek bir bolgeye dayali sonuglar yerine, her iki bolgenin ve ek genetik belirteglerin bir arada
degerlendirilmesi onerilmektedir. Ayrica bitkilerde DNA barkodlamanin tamamlayicisi olarak bir tiiriin
genotiplerinin tamimlamak icin tretilen DNA parmak izi ¢ikarilmasi, germplazm korumasi ve
kontroliiniin saglanmasina katki saglayacaktir (Nabhan ve ark., 2023).

Bu ¢alisma, ITS1 ve ITS2 gen bolgelerinin endemik ve nadir bitki tiirlerinin molekiiler diizeyde
tanmimlanmasinda giivenilir ve etkili belirtegler oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle yiiksek genetik
benzerlik gosteren tiirler arasinda bu iki gen bolgesinin taksonomik dogrulama ve filogenetik analizlerde
basartyla kullanilabilecegi, dolayisiyla biyocesitliligin korunmasina énemli katkilar saglayabilecegi
belirlenmistir. ITS1 bdlgesi, baz tiirler i¢in yliksek diizeyde korunmus yapisiyla giivenilir bir molekiiler
barkod sunarken; ITS2 bolgesi ise daha fazla degiskenlik ve niikleotit ¢esitliligi icerdiginden, tiir
diizeyindeki ayrimlarda daha fazla ayirt edici bilgi saglamaktadir. Bu bulgular, her iki bélgenin birlikte
kullanilmasiyla endemik ve nadir bitkilerin genetik ¢esitliliginin daha dogru bigimde belirlenebilecegini
ve taksonomik analizlerin daha giivenilir sonuglar verecegini gdstermektedir. ITS1 ve ITS2 gen
bolgelerine ait toplam 24 genetik barkodun NCBI veri tabanina yiliklenmesi, Tiirkiye’nin, 6zellikle de
Kars ilinin biyolojik ¢esitliliginin ulusal ve uluslararasi diizeyde belgelenmesine katki sunmakta;
gelecekte yiiriitlilecek biyogesitlilik ve ekolojik siire¢ odakli ¢aligmalara saglam bir veri kaynagi
olusturmaktadir. Ayrica, elde edilen dizilerin cogunun veri tabanlarinda daha 6nce yer almayan tiirlere
ait olmasi, bu tiirlerin genetik agidan ilk kez kayda geg¢irilmesi bakimindan da onemli bir katki
saglamaktadir. Bu c¢alisma, biyolojik cesitliligin belgelenmesi, taksonomik dogrulamanin
gerceklestirilmesi ve ekolojik siireclerin daha derinlemesine anlasilmasi agisindan giiglii bir temel
sunmaktadir. Elde edilen veriler, endemik ve nadir bitki tiirlerinin korunmasina yonelik daha etkili
stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunacak ve biyolojik ¢esitliligin slirdiiriilebilir sekilde yonetilmesi
icin degerli bir kaynak olusturacaktir.
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