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Anadolu Orkidesi’nde (Orchis anatolica Boiss.) Ribozomal DNA’nin Transkripsiyonu Yapilan i¢
Ara Bélgelerinin (ITS) Ozellikleri

Kaan HURKANY"

OZET: Orkideler (Orchidaceae), yeryiiziiniin neredeyse tamaminda yayilis gosteren ve cigekli bitkiler
icerisinde en ¢ok tiir iceren ikinci familyadir. Bu kalabalik bitki grubunun smiflandirilmasi ve
filogenetiginin ortaya ¢ikarilmasinda sadece morfolojiye dayali yontemler yetersiz kalmaktadir. Bu
caligmada Orchis anatolica Boiss. tiiriiniin ¢ekirdek DNA’siin ITS bolgesi dizilenerek DNA barkodu
ortaya ¢ikarilmis ve bu veri analiz edilerek Pseudorchis albida subsp. straminea (Fernald) A.Love &
D.Love, Orchis italica Poir., Orchis anthropophora All., Orchis simia Lam., Orchis purpurea Huds.,
Orchis militaris Sm., Orchis adenocheila Czerniak, Orchis pallens L., Orchis mascula Crantz, Orchis
mascula subsp. pinetorum Boiss. & Kotschy ve Orchis spitzelii Saut. ex W.D.J.Koch tiirleri ile
filogenetik iligkileri incelenmistir. Calisma sonucunda ITS dizisinin tamaminin ¢aligilan Orchis tiirleri
arasinda yeterli seviyede ayrim yapabildigi ve bu cins igerisinde yapilacak daha detayli ¢aligmalar igin
kullanilmaya elverisli oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Orchidaceae, DNA barkodlama, Transkripsiyonu yapilan i¢ ara bolgeler (ITS),
molekiiler filogenetik.

Properties of the Internal Transcribed Spacer Region of the Nuclear Ribosomal DNA on Orchis
anatolica Boiss.

ABSTRACT: Orchid family (Orchidaceae) is the second largest group of flowering plants and it
spreads almost every location in the world. Taxonomic and phylogenetic studies depending only on
morphologic characters are not sufficient to discriminate the family. Therefore, in this study we
sequenced the whole nuclear ribosomal ITS region and evaluated the discrimination performance of
the ITS region on the phylogeny within Pseudorchis albida subsp. straminea (Fernald) A.Love &
D.Love, Orchis italica Poir., Orchis anthropophora All., Orchis simia Lam., Orchis purpurea Huds.,
Orchis militaris Sm., Orchis adenocheila Czerniak, Orchis pallens L., Orchis mascula Crantz, Orchis
mascula subsp. pinetorum Boiss. & Kotschy and Orchis spitzelii Saut. ex W.D.J.Koch species. The
results of the study showed that the resolution power of the ITS is enough to discriminate studied
Orchis spp. at species level.
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GIRIS

Kutup bolgeleri haricinde diinyanin her
yerinde yayilis goOsteren Salepgiller veya
Orkideler (Orchidaceae), Papatyagiller
(Asteraceae) familyasindan sonra ikinci en ¢ok
tiir igeren ¢icekli bitki ailesidir ve 899 cinse ait
yaklagik 27801 tiir barindirmaktadir (The Plant
List, 2013). Tiirkiye’de yapilan temel orkide
floras1 arastirmalarinda bu familyanin 1984
yilinda 24 cins ve 90 tiir ile (Sezik, 1984), 2009
yilinda ise 24 cins ve 170 takson (Kreutz, 2009)
ile temsil edildigi belirlenmistir. Her yeni flora
ve sistematik arastirmasi sonrasinda orkidelere
yeni iyeler dahil olmakta, farkli taksonomik
goriiglere gore tiirler bir cinsten farkli bir cins
icerisine  taginmakta veya yeni cinsler
olusturulmaktadir. Siirekli bir degisim i¢inde
olan orkide taksonomisini molekiiler markoérler
ile diizenlemek, 1990’lh yillarin basindan
giiniimiize kadar molekiiler taksonomistler i¢in
vazgecilemeyen bir amac¢ olmustur ve orkide
molekiiler filogenetigi iizerindeki ¢alismalar her
gecen giin artmistir.

Bilinen bircok DNA barkod bolgesi,
orkide sistematigini diizenlemek ve filogenetik
iligkileri belirlemek amaciyla onlarca yildir
kullanilmaktadir (Zimmer ve Wen, 2012).
Cekirdek  ribozomal DNA’nin  (Nuclear
Ribosomal DNA veya nrDNA), transkripsiyonu
yapilan i¢ aralayict  bolgeleri  (Internal
Transcribed Spacer, nrITS veya ITS) rDNA
sistronunun pargalaridir ve 18S, 5.8S, 26S
kodlanan bolgeler ile bu bolgeleri bolen ITS1 ve
ITS2  bolgelerinden  olusurken  ¢ekirdek
genomunda yiizlerce kopyasi bulunur (Feliner ve
Rossello, 2007). ITS bolgesi, siiphesiz orkide
molekiiler filogenisinde en ¢ok kullanilan
bolgedir (Baldwin ve ark., 1995; Pridgeon ve
ark., 1997; Alvarez, 2003; Bateman ve ark.,
2003; Shipunov ve ark., 2004; Gulyas ve ark.,
2005; Sramko ve ark., 2014; Dizkiric1 ve ark.,
2017).

Bu c¢alismadaki Tiirkiye’de
yaygin olarak bulunan O. anatolica tiiriniin ITS

amacimiz;

bolgesinin niikleotit dizisini ortaya ¢ikararak tiire
ait bir molekiiler barkod elde etmek, bu barkod
bolgesinin 6zelliklerini detayli olarak incelemek
ve filogenetik acidan yakin akrabalar1 ile
iligkisini belirlemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Bitki materyali

Calismada bitki materyali olarak kullanilan
O. anatolica tiirline ait yesil yaprak ornekleri
29.04.2010 tarihinde Canakkale’nin Bayramig
flgesi’nden, (Pinus nigra ormani, koordinatlar:
39°45'00.5"K 26°50'05.6"D, yiikseklik: 615m),
toplanmis ve silika jel iceren kilitli posetlerde
oda sicakliginda saklanmistir (Sekil 1).

DNA ekstraksiyonu ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR)

DNA ekstraksiyonu icin
cetyltrimethylammonium  bromide (CTAB)
(Doyle ve Doyle, 1987) yontemi degistirilerek
kullanilmistir. Yaklasik 10 mg yaprak dokusu
s1v1 azot ile toz haline getirilmis ve lizerine %2
CTAB, 20 mM EDTA (pH 8.0), 100 mM Tris —
HCI (pH 8.0) ve 1.4 mM NaCl igeren parcalama
tamponu eklenmistir. Homojenat 65°C’de 60
dakika boyunca inkiibe edilmis ve 3 dakika
boyunca 14000 g’de santrifiij edilmistir. Olusan
ist faza esit hacimde kloroform:izoamil alkol
(24:1) eklenmis, 60 dakika boyunca karistirilmis
ve 14000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. DNA
-20°C’deki etanol ile ¢oktiiriilmiis ve -20°C’de
bir gece bekletilmistir. Ornek 14000 g’de 5
dakika boyunca santriflij edilmis, ¢coken DNA
%70’lik etanol ile 2 defa yikanmis ve kurumaya
birakilmistir. DNA 50 pl 10 mM Tris (pH 8.0)
ile ¢ozdiirlilmiis ve -20°C’de saklanmustir.

ITS  bolgesinin  Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmast i¢in ITS1A
ve ITS4 primerleri kullanilmistir (Cizelge 1).
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Sekil 1. Calismada bitki materyali olarak kullanilan O. anatolica (Canakkale — Bayramig).

Cizelge 1. ITS bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilabilmesi i¢in kullanilan primerler.

Primer ad1 Primer dizisi

Kaynak

ITS1A

5’-GACGTCGCGAGAAGTCCA-3’
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3°

(Gulyas ve ark., 2005)
(White ve ark., 1990)

25 ul PZR karigimi i¢in 0.1 hacimde 10x
Tampon (Fermentas, USA), 0.5 ul 10 mM dNTP
(Fermentas, USA), 2 pul 25 mM MgCl
(Fermentas, USA), 1.25 ul 20 mg/ml BSA, 0.5
pl 10 uM primer (Thermo Scientific, USA), 0.1
ul 5 Unit High-Fidelity polimeraz (Fermentas,
USA), 16.65 pl niikleaz igcermeyen ultra saf su
ve lul (=5 ng ul'l) genomic DNA kullanilmastir.

PZR islemi BIO-RAD PTC-200 model cihazda,
94°C 2 dakika ilk denatiirasyonu takiben, 33
dongii 94°C 20 saniye denatlirasyon, 51°C 30
saniye baglanma ve 72°C 1 dakika uzama
adimlart uygulanmistir. Reaksiyon 72°C 10
dakika son uzama ile tamamlanmistir. PZR
iriinleri PCR Purification Kit (Fermentas, USA)
ile  dreticinin  sagladigit  protokole  gdre
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saflagtirildiktan  sonra dizileme islemi i¢in
Marogen Inc. (Hollanda) firmasina gonderilmis
ve diziler ABI 3100 Genetic Analyzer cihazinda,
ITS1A ve ITS4 primerleri kullanilarak ¢ift yonlii
olarak elde edilmistir.

Biyoenformatik ve filogenetik calismalar
Calismada ITS niikleotit dizileri i¢in
biyoenformatik ¢alismalar Geneious R8 (Kearse
ve ark., 2012) yazilimi ile gergeklestirilmistir.
Primer baglanma boélgeleri kesilmis, her iki
yondeki okuma birlestirilmigtir ve karar dizisi
GenBank veri tabanina HQ657131 erisim
numarasi ile kaydedilmistir. NCBI niikleotit veri
tabaninda Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) yapilmis ve dogru  bdlgenin
cogaltildig1 ve dizilendigi onaylanmistir. Ayni
yazilim kullanilarak DNA dizisinin ITS1, 5.8s ve
ITS2  bolgeleri, homolog  diziler ile
karsilastirilarak tespit edilmis ve etiketlenmistir.
ITS1 dizisinin ikincil yap1 tahmini Geneious R8
yazilimi  igerisinde  gerceklestirilmistir.  O.
anatolica ITS dizisinde tekrar dizileri Phobos
3.3 (Mayer, 2010) yazilimi ile hesaplanmigtir.
Filogenetik  calismalar i¢in BLAST
sonuclarinda %90 ve {lizerinde benzerlik gosteren
Orchis spp. dizileri (GenBank erisim numaralart:
AY704975, KU697373, KU697369, AY364882,
KT318277, AY699977, KU931686, KU697371,
KF499511, KU931698, AY364869, KU931697)

ve filogenetik c¢aligmalarda dis grup olarak
kullanilmak {izere bir adet dizi (DQ022894)
NCBI veri tabanindan indirilmistir. Dizilerin
hizalanmas: ClustalW algoritmas: (Larkin ve
ark., 2007) varsayilan ayarlar1 ile yapilmistir.
Filogenetik agaglar PAUP 4.0al64 (Swofford,
2003) yaziliminda Maximum Parsimony (MP)
sezgisel arama (Heuristic Search: 1000 rastgele
tekrar edilerek, her bir adimda bir agac tutularak,
bosluklar goz ardi edilerek) yontemi ile elde

edilmistir. Tree-bisection-reconnection (TBR)
yontemi, dallarin yeniden diizenlenmesi igin
kullanilmastir.

BULGULAR VE TARTISMA

Biyoenformatik bulgular

O. anatolica tiiriine ait ITS bdlgesi icin
PZR firiinlerinin boyutunun yaklasik 820 bg
oldugu tespit edilmistir. Diziler Geneious RS
yazilimi igerisine alinarak primer baglanma
noktalar1 kesilmis, tist {iste bindirilmis ve karar
dizisi uzunlugunun 636 b¢ oldugu belirlenmistir
ve GenBank veri tabanina HQ657131 erisim
numarast ile  kaydedilmistir. Aym1  veri
tabanindan alinan diger diziler ile birlikte
yapilan etiketleme isleminden sonra ITSI, 5.8S
ve ITS2 bolgelerinin uzunluklarr sirasiyla 244
be, 161 bg, 231 bg oldugu tespit edilmistir (Sekil
2).

ITS bdlgesinin tam uzunlugu (636 bg)

|TS1A§

ITS4
100 200 300 400 500 636
IIIHIH ML LT 0H 00 0 808 SR A {1 0R01 0 00 00000100 A 0000 0N O N0 R OO 6000 ) EOSO OO W | O VO CORORC 000000 D O U B
18S rDNA; internal transcribed spacer 1 (244 b 5.8S rDNA (161 b internal transcribed spacer 1 (231 bg) 426S rDNA

%100

%50 W@mmm

%0
G/S igerigi

[ ] Korunmus bolge [} Degisken bélge —£> Primer baglanma bélgesi

Sekil 2. O. anatolica tiiriinde ITS bolgesine ait dzelliklerin DNA dizisi tizerinde gosterilmesi. G/S
igerigi: Dizi boyunca Guanin (mavi) / Sitozin (yesil) igerigi oraninin degisimi.
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Hizalama isleminden sonra tiim dizilerin
uzunluklar1 indel (insersiyon ve delesyon)
alanlan ile birlikte toplam 645 bg¢ olmustur. O.
anatolica ITS dizisinde korunmus alan sayisi
517, parsimoni bilgilendirici alan sayis1 ITSI
icin 30, 5.8S icin 2 ve ITS2 icin 33 olarak
MEGA X (Kumar ve ark., 2018) yaziliminda
belirlenmistir. ITS bolgesinin grup i¢i (Orchis

spp. igerisinde) ve grup i¢i — grup dist (Orchis
spp. ile dis grup olarak secilen Platanthera sp.
arasinda) degiskenlik sayist  ve
hesaplanmis, grup i¢i degisimi 103 niikleotit
(%16), grup ici — grup dis1 degisimi ise 126
niikleotit (%19.5) olarak belirlenmistir (Cizelge
2).

oranlari

Cizelge 2. O. anatolica tiiriinde ITS bolgesine ait bazi bilgiler

Degiskenlik
Toplam . ‘ Niikleotit D"egisil.n
Hizalanan Korunmus Parsimoni Alan Sayisi .S.ay1s1 / Yiizdesi _
Uzunluk  Uzunluk  Alan Sayisi ITS1 5.8S ITS2 Grup I¢i — Dis1 Grup I¢i
636 bg 645 be 517 30 33 126 / %19.5 103/ %16.0

ITS bolgesi orkidelerde tiir seviyesinde
ayirt  edebilme  ¢Oziiniirliigline  sahiptir
(Hollingsworth ve ark., 2009; Hiirkan, 2017;
Rudall ve Bateman, 2003; Sramko ve ark.,
2014). Ozellikle ITS1 ve ITS2 bolgeleri genler
aras1 bolge olmasindan dolayr hem tek nokta
hem de indel
agisindan yiiksek bir degiskenlige sahiptir (Won
ve Renner, 2005). Analizlerde Orchis tiirlerinde
ITS1 ve ITS2 bolgelerinin grup igerisinde
toplamda 63 parsimoni alana sahip oldugu

mutasyonlari mutasyonlari

gorilmektedir. Mutasyonlarin ¢ok az goriindiigii
RNA genini kodlayan ve korunmus bolge olan
5.8S bolgesinde O. anatolica ve O. mascula
tirlerinde 371 ve 377. pozisyonlardaki Sitozin,
Timin ile P. chlorantha tiirlinde ise 378.

Orchis cf. anatolica AG 2769
Orchis anatolica

Orchis mascula

Orchis mascula subsp. pinetorum

Platanthera chlorantha

Sekil 3. 5.8S bolgesinde transisyon mutasyonlari.

pozisyondaki Adenin, Guanin ile yer degistirerek
birer transisyon mutasyona neden olmustur
(Sekil 3). ITS barkod bolgesinde niikleotit
degisimleri ile transisyon durumlar ile
karsilagildigi bilinmektedir (Alvarez-Molina ve
Cameron, 2009). ITS bolgesinin ¢ift ebeveynli
(biparental) kalim  gostermesi, her iki
ebeveynden gelen ITS niikleotit dizilerinin de
genom boyunca tekrar etmesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, tek niikleotit
degisimleri, diger ITS kopyalarindan gelen

sinyal nedeniyle gerceklesmis olabilir. Ozellikle
5.8S bolgesindeki bu degisimler, ITS bdlgesine
tir Ustll sistematik kategorilerde ayirt edebilme
kabiliyetini kazandirmaktadir.

1121



Kaan HURKAN

Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9(2): 1117-1127, 2019

Anadolu Orkidesi’nde (Orchis anatolica Boiss.) Ribozomal DNA’nin Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara Bélgelerinin (ITS) Ozellikleri

Phobos 3.3 ile O. anatolica ITS dizisi
taranmig ve ITS1 bolgesinde 211-220 pozisyonu
arasinda 3 defa tekrar eden iiglii niikleotit dizisi
GTT bulunmustur (GTTGTTGTT) (Sekil 4).
Tekrar dizilerinin varlig1 ITS dizilerinde uzunluk
varyasyonlarina yol agmaktadir (Campbell ve

218
1. Orchis italica G T
2. Orchis anthropophora G T
3. Orchis cf. anatolica AG 2769 G T
4. Orchis anatolica G T
5. Orchis spitzelii G T
6. Orchis mascula G T
7. Orchis mascula subsp. pinetorum G T
8. Orchis pallens G T
9. Orchis simia G T
10. Orchis purpurea G T
11. Orchis militaris G T
12. Orchis adenocheila G T
13. Pseudorchis albida subsp. straminea & T
14. Platanthera chlorantha G T

)

F3r e 3 3 3 3 3 3 3 3 T 3 3 3 D

=

ark., 2005). Analiz ettigimiz tiirlerde O. spitzelii
ve P. chlorantha hari¢ tiim ITS1 dizilerinde bu
tekrar dizisi bulunmakta, bu iki tiirde ise tekrar
dizisinde 3 niikleotitlik bir delesyon ve bir
transisyon mutasyonu olmustur (GTTG---TC).

-
g

|'_-|-
P
b

-
T

(r

P
g

(T

4

3333333333333

=333 +3+3+3-3+3 | |+33+3+3
g

|33 333333333

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂlﬂﬂﬂﬂg

P
g

Sekil 4. ITS bolgesinde tekrar dizileri, delesyon (kirmizi) ve transisyon (mor) mutasyonlari.

O. anatolica, P. chlorantha ve O. spitzelii
tirlerine ait ITS1 dizilerinin sekonder yapist
incelendiginde ITS1 dizisindeki varyasyonlardan
kaynaklanan  sekonder  yap1  farkliliklart
goriilmektedir (Sekil 5). O. anatolica dizisinde
motif tam olarak mevcutken, P. chlorantha
dizisindeki delesyon ve O. spitzelii dizisindeki

A B

®e ‘o"

transisyon goriilmektedir. ITS1 bolgesi kapali
tohumlularda hem niikleotit hem de uzunluk
bakimindan oldukg¢a degisken bir bolgedir (Won
ve Renner, 2005). Orchidaceae familyasi
icerisinde bu denli degisimler tiir seviyesinde
ayirt edicilige katkida bulunmaktadir.

C

%o

Sekil 5. ITS1 dizilerine ait sekonder yapi tahminleri ve motif farkliliklart. A) O. anatolica, B) P.
chlorantha ve C) O. spitzelii. Motifler belirginlestirilmistir.

1122



Kaan HURKAN

Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9(2): 1117-1127, 2019

Anadolu Orkidesi’nde (Orchis anatolica Boiss.) Ribozomal DNA’nin Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara Bélgelerinin (ITS) Ozellikleri

Filogenetik bulgular

Calismada ITS Dbolgesi elemanlarinin
filogenetik ac¢idan ne derece bilgi
oldugunu gostermek i¢in ITS bolgesini olusturan
her bir parga i¢in ve ITS bolgesinin tamami i¢in
filogenetik agaclar ¢izilmis ve karsilastirilmigtir
(Sekil 6-7-8). P. chlorantha, ITS’nin tamamui,
ITS1 ve ITS2 dizileri kullanilarak olusturulan
filogenetik agaclarda dogal dis grup olarak
konumlanirken, 5.8S dizisi kullanilarak ¢izilen
filogenetik agacta dis grup olarak
konumlanmamistir (Sekil 8). 5.8S bdlgesinin
rDNA genini kodlayan korunmus bir bolge
oldugu ve niikleotit degisimlerinin ¢ok daha az
oldugu bilinmektedir (Bailey, 2003). Filogeni
Oncesi yaptigimiz biyoenformatik karsilagtirma
analizinde de bu bdlgenin parsimoni alan
sayisinin (3) diger ITS elemanlarma gore ¢ok
daha az oldugu (30 ve 33) goriilmistiir (Cizelge
2). Bu nedenle bu korunmus bdlgenin
Platanthera, Orchis ve Pseudorchis cinsleri i¢in
ayirt edici 6zelligi bulunmamaktadir.

ITS dizisinin tamami kullanilarak ¢izilen
filogenetik agac lic ana kladdan olugmaktadir

A

verici

Platanthera chlorantha

Pseudorchis albida subsp. straminea

—— Orchis italica

——— Orchis anthropophora

Orchis simia

100 Orchis purpurea

Orchis militaris

Orchis adenocheila

—— Orchis pallens

Orchis mascula

100
99.9

Orchis mascula subsp. pinetorum

Vg

—— Orchis spitzelii

100

a

Orchis cf. anatolica AG 2769
91.46
Orchis anatolica

(Platanthera, Pseudorchis ve Orchis) ve agag
topolojisi Bootstrap istatistik degerleri agisinda
yilksek oranda desteklenmistir (Sekil 6).
GenBank veri tabanindan elde edilen Orchis cf.
anatolica ve tarafimizdan dizilenen O. anatolica
agac lizerinde ayni dal {izerine yerlesmistir fakat
iki ornek arasindaki tek niikleotit
polimorfizmleri (SNP) bulundugundan Bootstrap
destek degeri %91.46 olarak hesaplanmistir. O.
anatolica tiirtine kardes olan O. spitzelii agag
iizerinde kardes grup olarak dogru bir sekilde

konumlanmigtir. Agacta ayrica Pseudorchis
cinsinin, Orchis cinsine kardes oldugu
goriilmektedir ve Orchidinae alt oymag:

filogenisini desteklemektedir (Jin ve ark., 2017).
Sadece ITS1 dizisinin kullanildig1 filogenetik
agacin, ITS dizisinin tamami kullanilarak ¢izilen
agaca son derece benzer oldugu gorilmistir
Sekil 6). Her iki aga¢ arasinda tek fark O.
spitzelii tiriinin ITS1 agacinda O. anatolica
grubunun icine dahil olmasidir. ITS1’deki 30
adet parsimoni alaninin bu ayrimi yapmaya
yeterli olmadig1 goriilmektedir.

Platanthera chiorantha

B

Pseudorchis aibida subsp. straminea

Orchis itaiica

Orchis anthropophora

Orchis simia
—E

100 Orchis purpurea
90.75

Orchis militaris
68.19

Orchis adenocheila

Orchis pallens

Orchis mascula

—| 89.29
99.72 Orchis mascula subsp. pinetorum

Orchis cf. anatolica AG 2769

9736~ Orchis anatolica

Orchis spitzelii

Sekil 6. ITS dizisinin tamami (A) ve sadece ITS1 dizisi (B) kullanilarak ¢izilen kladogramlarin karsilagtirilmasi.

Agac topografisi arasindaki farklar ok isaretleri ile belirtilmistir. Dallar lizerinde Bootstrap destek degerleri

yiizde cinsinden verilmistir.

1123



Kaan HURKAN

Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9(2): 1117-1127, 2019

Anadolu Orkidesi’nde (Orchis anatolica Boiss.) Ribozomal DNA’nin Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara Bélgelerinin (ITS) Ozellikleri

ITS2 dizisi ile ¢izilen filogenetik agacin
topolojisi incelendiginde, yine ITS dizisinin
tamamu ile ¢izilen filogenetik agacla cok benzer
oldugu goriilmiistiir (Sekil 7). Iki agac arasindaki
en 6nemli fark ITS2 ile ¢izilen agacta O. pallens
tirtiniin O. mascula, O. spitzelii ve O. anatolica
grubunun ortak atalar1 olarak goriinmesidir. ITS
agacinda O. pallens kardes grup olarak
goriilmektedir. Filogeni agisindan O. pallens

B Piatanthera chlorantha

Pseudarchis albida subsp. straminea

Orchis ftalica

Orchis anthropophora

Orchis simia
o
100 Orchis purpurea
1 99.89
Orehis militaris
957
Orchis adenocheila

Crehis pallens

,/' Orchis mascula
100

— 99.9

chis anatdlica

Orehis mascula Subsp. pinetorum

Qrehis spitzelii
100
Orehis ¢f. anatolica AG 2769
91.46
Orchis anatolica

tiurtiniin O. mascula ile kardes grup oldugu
bilinmektedir (Aceto ve ark., 1999; Bateman,
2009). Bu nedenle ITS agacinin daha dogru bir
filogenetik  yaklasim  verdigi
varilmistir. Ayrica ITS2 dizisinde Parsimoni alan
sayisinin (33) daha az olmasi1 Orchis simia ve
Orchis purpurea tiirleri arasindaki ayrimin
Bootstrap tarafindan orta derecede (%50.7)
desteklenmesine neden olmustur

sonucuna

Piatanthera chlarantha

Pseudorchis albida subsp. straminea

Qrchis italica

Qrchis anthropophora

Orchis simia
507
9999 Orchis purpurea
98.58

Orchis militaris
4* 89.14

Orchis adenocheila

Orchis paliens

Orchis mascula

H 99.2

Orchis mascula subsp. pinetorum

Qrchis spitzelii

Qrchis cf. anatolica AG 2769

7512

Qrechis anatolica

20

Sekil 7. ITS dizisinin tamami (A) ve sadece ITS2 dizisi (B) kullanilarak ¢izilen kladogramlarin
karsilastirilmasi. Agag¢ topografisi arasindaki farklar ok isaretleri ile belirtilmistir. Dallar {izerinde

Bootstrap destek degerleri yiizde cinsinden verilmistir.

5.8S bolgesine ait agac,
filogeni agisindan en az bilgi verici olandir ve
tek kladdan olugsmaktadir (Sekil 8). Dis grup ana
SNP bolgeleri aym

filogenetik

kladdan ayrilamamuigtir.

tiirler arasinda orta derecede desteklenen dallar
olusturmustur. Bu bdlgenin korunmus bolge
olmasi, agacin ¢oziinlirliigliniin diisiik olmasini
aciklamaktadir.

1124



Kaan HURKAN

Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9(2): 1117-1127, 2019

Anadolu Orkidesi’nde (Orchis anatolica Boiss.) Ribozomal DNA’nin Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara Bélgelerinin (ITS) Ozellikleri

Orchis italica

Circhis anthropophora

Orchis spitzelii

Orchis pallens

Drchis shimida

2rchis punpurea

2rchis militans

Orchis adenocheila

Fseudorchis albida subsp. straminea

&4

E3

0.7

Flatantheara chlorantha

Orchis of. anatolica A 2789

Orchis anatolica

Drchis mascuwla

Cvchiis mascwla swbsp. pinetorum

Sekil 8. Sadece 5.8S dizisi kullanilarak ¢izilen kladogram. Dallar iizerinde Bootstrap destek degerleri

yiizde cinsinden verilmistir.

SONUC

O. anatolica tiirtinde ITS bolgesinin
detayli olarak incelendigi bu c¢alismada, ITS
bolgesinin tamaminin Orchis cinsi igerisinde tiir
seviyesinde ayirt edebilme giicline sahip oldugu,
ITS elemanlar igerisinde en fazla bilgi verici
alanin ITS2, en az bilgi verici alanin ise 5.8S
bolgesi oldugu goriilmiistiir. Bu bilgiler 1s181nda
ITS bolgesinin, Orchis cinsi igin yapilacak daha
genis  kapsamli  filogeni ¢alismalar1  i¢in
kullanimmnin  uygun olabilecegi  sonucuna
varilmistir.
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