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Ozet: Van ilinde dogal olarak yayihs gosteren Orkide (Orchis) cinsine ait dokuz tiiriin filogenetik
iligkisi kloroplast DNA’sinda bulunan #nL intron ve trnlL-F IGS bolgeleri kullanilarak belirlenmeye
calisgilmistir. Ayni cinse ait diger tiirlerle olan evrimsel iligkileri de gdstermek igin farkli tiirlerin DNA
sekanslar1 NCBI veri tabanindan alinarak analize dahil edilmistir. Her bir tiir i¢in ikili okuma yapilarak en
dogru DNA sekansi alinmis ve bunlar hizalanarak Maximum Likelihood (ML) methodu ile filogenetik
agaclar cizdirilmistir. #7nlL-F bolgesinde varyasyon ¢ok daha az olmasina ragmen elde edilen agac
topolojileri olduk¢a benzerdir. Heriki agacta da altcinsler (Orchis, Anacamptis ve Neotinea) farkh
kladlarda yer almis ve alt seksiyon seviyesinde tiir ayrim1 yapilabilmistir. Calisma sonunda Anacamptis
ve Neotinea altcinslerinde bulunan tiirlerin taksonomik pozisyonunun degistirilerek cins seviyesine
cikarilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Anacamptis, filogeni, Neotinea, Orchis, trnL intron, trnL-F 1GS

Determining Phylogenetic Relationships among Orchis Species in Van
Province Using #rnL Intron and trnL-F Regions

Abstract: Phylogenetic relationships among nine Turkish Orchis species were inferred using #rnL
intron and #rnL-F IGS regions located in chloroplast DNA. New sequences were also retrieved from
NCBI database to indicate evolutionary relationships between native and foreign species. To get correct
sequence, two sequences were taken for each studied species and they were aligned for analysis. The
sequence data was analyzed using the Maximum Likelihood (ML) method. The topology of trnL-F tree
was broadly congruent to that shown in #7nL intron tree even though #rnL-F region carried less variable
sites. In both trees, each subgenus (Orchis, Anacamptis or Neotinea) located in a different clade. At the
end of the study we concluded that the position of Anacamptis and Neotinea should be changed from
subgenus to genus.
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Giris

Orchidaceae  ailesi,  genellikle
tropikal bolgelerde yayilis gosteren
yaklagitk 800 cins ve 25000 tiiri

kapsamaktadir (Atwood, 1986). Orchis
L., Orchidaceae familyasinda bulunan ve
ilkemizde 25 tiir ile temsil edilen bir
cinstir (Giiler, 2012). Ulkemizde yaklasik
20 milyon Orchis sogani toplanmakta ve
sicak icecek olan salep ve/veya dondurma
yapiminda sik¢a kullanilmaktadir. Bahsi
gecen nedenden dolay1 Orkide tiirlerinin
topraklarimizda yayilimi giderek
azalmaktadir (Ozhatay, 2000).

Su ana kadar Orchis
morfolojik  karakterleri, anatomisi,
ekolojik  ve  karyolojik  &zellikleri
calisilmasma ragmen (Sgarbi ve Del
Prete, 2005; Altundag ve Sevgi, 2010;
Aybeke ve ark., 2010; Sevgi ve ark.,
2012; Durmuskahya ve ark., 2014;
Durmuskahya ve ark., 2015) molekiiler
seviyedeki ¢aligmalar1 olduk¢a azdir. Son
zamanlarda, DNA iizerinde bulunan
farkli  bolgelerin  niikleotid  dizileri
(sekans) kullanilarak, Orchis tiirlerinin
filogenetik iliskisi ¢alisilmistir (Pridgeon
ve ark., 1997; Aceto ve ark., 1999; Aceto
ve ark., 2000; Cozzolino ve ark., 1998;
Cozzolino ve ark., 2001; Sramko ve ark.,
2014). Bu calismada, Van sehrinde dogal
olarak yayilis gosteren dokuz Orchis
tirtiniin  filogenetik iligkisi kloroplast
DNA’sinda bulunan iki bolgedeki (trnL
intron ve frnL-F IGS) niikleotid dizi
varyasyonlar1 kullanilarak anlagilmaya
caligilmustir.

cinsinin

trnL Intron ve trnL-F Bélgeleri ile Van ilinde Bulunan Orkide (Orchidaceae) Tiirlerinin Filogenetik Iliskisinin Belirlenmesi

Calismanin amaci (i) Van sehrinde
bulunan dokuz Orchis tiirliniin evrimsel
ve sistematik iliskisini #7nL intron ve
trnL-F IGS kloroplast DNA bdlgeleri
kullanarak gostermek (ii) farkli altcins,
seksiyon ve alt seksiyonlar arasindaki
filogenetik  iligkiyi  saptamak  (iii)
kullanilan bdlgelerin amag¢ i¢in uygun
olup olmadigmi anlamaktir.

Materyal ve Yontem
Bitki ornekleri

Calismada Orchis tiirlerinin
filogenetik iliskisini belirlemek icin
dokuz tiirden toplamda 18 bireyin trnL
intron ve trnL-F IGS bolge dizileri
kullanilmistir. Tirler t¢ farkhi altcins
icinde yer almaktadir; Orchis L.,
Neotinea (Reichb. f.) P. Quentin ve
Anacamptis (Rich.) P. Quentin (Tablo 1).
Ornekler Dr. Isler tarafindan Van ili
sinirlart igerisinde toplanmis ve ayni
arastirmaci tarafindan Tiirkiye Florasinda
(Hedge, 1982) bulunan morfolojik
karakterler kullanilarak teshis edilmistir.
Arazi c¢alismalar1 esnasinda her bir tiir
icin iki Ornek toplanmis ve silika jel
iceren plastik posetlerde koruma altina
almmistir. Calisilan  tiirlerin = sayisini
artrmak  ve  altcins, seksiyon, alt
seksiyonlar arasindaki evrimsel iligkileri
daha iyi gorebilmek i¢in yabanci tiirlere
ait DNA dizileri NCBI veri tabanindan
almmis ve analize dahil edilmistir (Ek 1).
Filogenetik agaclarm cizdirilmesi
esnasinda Disa cinsine ait tiirler dis grup
olarak tercih edilmistir.
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Tablo 1. Caligmada kullanilan Orchis tiirlerinin altcins / seksiyon / alt seksiyon isimleri ve lokasyonlari

Tiir Altcins/Seksiyon/Altseksiyon® Yer
O. collina Banks & Solander Orchis/ Orchis/Patentes Van
O. simia Lamarck Orchis/ Orchis/Orchis Van
O. anatolica Boissier Orchis/ Orchis/Pusillae Van
O. pinetorum Boissier & Kotsch. Orchis/ Orchis/Masculae Van
0. spitzelii Sauter Ex W.D.J. Koch = Orchis/ Orchis/Patentes Van
O. tridentata Scopoll Neotinea/ Van
O. coriophora L. Anacamptis/Coriophorae/ Van
O. pseudolaxiflora Czermiakovska | Anacamptis/Platycheilae/Laxiflorae | Van
0. palustris Jacq. Anacamptis/Platycheilae/Laxiflorae | Van

* Altcins, Seksiyon ve Alt seksiyon Quentin P. (2000) gore belirlenmistir

DNA izolasyonu, PZR, Sekanslama ve

Filogenetik Analiz
Total DNA izolasyonu taze
yapraklardan  cetyltrimethylammonium

bromide (CTAB) methodu kullanilarak
yapilmistir (Doyle ve Doyle, 1987). DNA
temizligi ve miktar1 NanoDrop 2000c
UV—-Vis Spektrofotometre ve % 0.8’lik
agaroz jel kullanilarak  saptanmaya
calisilmistir. izole edilen stok DNA, daha
sonra yapilacak olan PZR c¢alismalar1 i¢in
-20 °C’de korunmustur. Hedeflenen
bolgelerin cogaltilabilmesi i¢in spesifik
primer ¢iftleri kullanilmistir; #nL intron
bolgesi i¢in trnc (F) 5> CGA AAT CGG
TAG ACG CTA CG 37, trnd (R) 5° GGG
GAT AGA GG ACT TGA AC 3°, trnL-F
IGS bolgesini ¢ogaltmak i¢in ise trne (F)
5" GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC
3’, trnf (R) 5 ATT TGA ACT GGT
GAC ACG AG 3 primer ciftleri
kullanilmistir (Taberlet ve ark., 1991).
Bolgelerin ¢ogaltilmasi islemi 25
ul’lik karigimlarda yapilmistir. Herbir
karisim igerisinde total DNA (10 ng/pl),
10X PZR Tampon, MgCl, (25 mM),
dNTP miks (10 mM), segilen primer
ciftleri (10 uM), Taq polimeraz (5u/ul)
enzimi ve armik su bulunmaktadir. Her
iki bolge icin ayni miktar tampon (2.5
ul), MgCL (2 pl), dNTP (0.5 pl),
seyreltimis DNA (1 ul), ve Taq polimeraz
(0.25ul) kullanilmistir. Her bir primerden

trnL intron bolgesi i¢in 2 pl, trnlL-F
bolgesi i¢cin ise 0.5 upl ilave edilmistir.
Optimize edilen PZR kosulu; 94 °C de 5
dakika baslangi¢c denatiirasyonu, 94 °C de
30 saniye denatiirasyon, 51 °C de 30
saniye birlesme (annealing) ve 72 °C de
30 saniye uzama seklindedir ve 30
dongiide islem tamamlanmistir. Dongii
tamamlandiktan sonra 10 dakika 72 °C de
bekleme basamaginda bulunmaktadir.
PZR sonunda bdlgelerin ¢ogaltildigindan
emin olmak i¢cin PZR firiinleri % 1.5
agaroz jelde yiiriitiilmiis ve UV altinda
bantlar goézlenmistir (Sekil 1). Hedef
bantlarin  varligindan emin olduktan
sonra, PZR fragmentleri QIAquick PZR
purifikasyon kiti (Qiagen) ile fazla primer
ve dNTP’lerden temizlenmistir.
Temizleme isleminden sonra, DNA
dizilerinin alinmasi i¢cin PZR iirlinleri
Ozel bir firmaya gonderilmistir (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).
Alman DNA dizileri Finch TV
(http://www.geospiza.com/finchtv/)

programi ile acimis ve GeneBee web
sitesindeki(www.genebee.msu.su/genebe
e.html) Alibee Multiple Alignment 3.0
software programi ile bir birey icin
komplement olan iki dizi (Forward ve
Reverse) cakistirilarak en dogru DNA
dizisi elde edilmistir. Kesin olmayan
niikleotidlerde, her iki sekans kontrol
edilmis ve dogrulugu en fazla olan baza
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karar verilmistir. Elde edilen dizilerin
dogrulugundan emin olmak i¢in, NCBI
veri tabaninda BLAST edilerek Oxytropis
cinsinde hedef bolgeye baglandigindan
emin olunmustur.

M O1 020304 0506 0708

Sekil 1. PZR yontemiyle c¢ogaltilan trnL-F
bolgesinin agaroz jel goriintiisi (M: GeneRuler
100 bp plus O1-8: Oxytropis tiirleri)

Total niikleotid uzunlugu (baz cifti,
b¢), GC miktart (%), indel sayisi,
varyasyon ve parsimoni informatif bolge
sayis1 her iki bolge icinde MEGA 7.0
programi  kullanilarak  hesaplanmistir
(Kumar ve ark 2015). Calisma sonunda
elde edilen DNA dizileri NCBI veri
tabanindan alman DNA dizileri ile
kombine edilerek analizler yapilmistir.
Filogenetik agacin c¢izilmesi esnasinda
Tamura-Nei (Tamura ve Nei, 1993)
modelini kullanan Maximum Likelihood
(ML) methodu kullanilmistir. Elde edilen
agacin giivenirliligini artrmak i¢in ise
500 replikasyonlu bootstrap analizi tercih
edilmistir (Felsenstein, 1985). Dizide

bulunan niikleotit bosluklar1  veya
bilinmeyen  kisimlar  analiz  dis1
brrakilmistir.

Sonuc¢

Van ilinde dogal olarak yetisen
dokuz tiirtin t7nL intron ve #rnL-F IGS
bolgelerinin DNA dizileri elde edilmistir.
trnlL intron bolgesi 9 tiire ait 18 DNA
dizisi ve NCBI veri tabanindan alinan 7
Orchis DNA dizisinden olusmustur. ##nL
intron bdlgesinin uzunlugu 575 bg (O.
colina) 1ile 662 bgc (O. pinetorum)

trnL Intron ve trnL-F Bolgeleri ile Van ilinde Bulunan Orkide (Orchidaceae) Tiirlerinin Filogenetik iliskisinin Belirlenmesi

arasinda degismektedir. NCBI’dan alman
orneklerde dahil edildiginde elde edilen
uzunluk 709 b¢ ve ortalama GC miktar1
%29.6’dir (Tablo 2). Yabanci bireylerde
dahil, tiim bireyler analiz edildiginde 78
tanesi parsimoni informatif olan 96
polimorfik bdlge ve 190 tane indel
pozisyonu saptanmistir (Tablo  2).
Indellerin sayis1 olduk¢a fazladir bazilari
sadece bir baz ¢iftinden olusurken, birkag
tanesi oldukca uzun (yaklasik 45 bg)
indellerdir. #7nlL  intron bolgesinde
bulunan yaklasik 45 bg¢ indelin oldugu
kissm  (506. — 553. bazlar arasi)
incelendiginde, Anacamptis altcinsine ait
olan tiirlerde baz silinmesinin oldugu
veya tam tersi Orchis altcinsine ait
tiirlerde baz ilavesi oldugu gorilmiistiir.
Bu durumda indeller analize ilave
edildiginde de altcins seviyesinde tiirlerin
ayrildig1 goriilmiistiir. Sadece iilkemizde
bulunan oOrnekler dikkate alindiginda
bolge uzunlugu 704 bg¢  olarak
saptanmistir ve 83 polimorfik bolge (47
parsimoni  informatif) vardir. Daha
onceden bahsedildigi gibi, her tiir i¢cin iki
tane birey kullanilmistir. Bu bireylerden
elde edilen DNA dizileri aym
oldugundan, filogenetik agaclarda
karisiklig1 azaltmak i¢in bir tiir icin
sadece bir bireyin DNA sekansi analize
dahil edilmistir.

Tablo 2. trnL intron ve trnL-F IGS bolgeleri igin
hesaplanan molekiiler ¢esitlilik parametreleri.
Biitiin hesaplamalar NCBI’dan almman DNA
sekanslar1 dahil edilerek yapilmistir

trnL trnL-
intron  FIGS
Takson sayisi 15 11
Sekans sayisi 25 11
Total uzunluk (bg) 709 283
Varyasyon sayist 96 34
Parsimoni informatif sayisi 78 33
Indel say1s1 (bg) 190 27
G/C miktar1 (%) 29.6 31.2
Ortalama uzaklik 0.037 0.043
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NCBI’dan  calisilan
sadece O. palustris’in  trnlL  intron
bolgesine ait sekanst bulunmus ve
sekanslar arasinda varyasyon olmasindan
dolay1r Sekil 2 de gorildiigii gibi ayni
grupta olmasmna ragmen yan yana
c¢ikmamiglardir. NCBIdan alman tiim
ornekler iki ana grup olusturacak sekilde
bir araya gelmistir (Sekil 2). Orchis
tridentata tiri hari¢ calistigimiz tiim
tiirler birinci ana grup iginde yer almistir.
Ayn1 sekilde veri tabanindan alinan
orneklerin biliyiikk kismida bu grupta yer
almigtir. Birinci ana grup iki ayrn
klad’dan olusmustur; agacin iist kisminda
bulunan klad Orchis altcinsine ait
tiirlerden (O. spitzelii, O. anatolica, O.
pinetorum, O. simia), ikinci klad ise
Anacamptis altcinsine ait tiirlerden (O.
palustris, O. pseudolaxiflora, O. collina,
O. coriophora) olusmustur. Tablo 1 de

tirlerden

goriildigi gibi O. collina, Orchis altcinsi
icinde gosterilse de bazi arastirmacilar
tarafindan bu tliriin Anacamptis altcinsine
ait oldugu iddia edilmektedir (Haider ve
ark, 2012).

Birinci klad kendi igerisinde kiigiik
gruplara ayrilmistir ve genelde her bir
grup farkli  bir seksiyonu isaret
etmektedir. Ornegin O. anthropophora*,
O. militaris L.* ve O. simia (*NCBI
veritabanindan alinan yabanci Ornekleri
gostermektedir) bir arada konumlanmistir
ve bu tiirler seksiyon:  Orchis,
altseksiyon:  Orchis  smiflandirmasini
temsil etmektedir. Benzer durumlar her
bir tir i¢in Sekil 2’de goOsterilmistir.
Ikinci ana klad filogenetik agacin altinda
konumlanmistir ve Neotinea altcinsinde

bulunan tiirleri  kapsamaktadir  (O.
tridentata, O. ustulata®* ve Neotinea
maculata™).

%@ Osinia 02
Onmilitaris ATOI4386* | Seksiyon:Orchis

L
58 Oanthropophora EU294186*

Altseksiyon: Orchis

[——0Q.italica EU294185*
Altins: Orchis '/ 8 Opineiorun 04 ] eksiyon:Orchis Aseksiyon: Masculae

] =

Altcins: Anacamptis

%

® O.anatolica 03 ] Seksiyon:Orchis, Altseksiyon: Pusillae
36— @ Qupitzelii 08 ] Seksiyon:Orchis, Altseksiyon: Patenes
0 0coling 01 ] Seksiyon:Orchis, Altseksiyon: Patentes

3l
_:)[oriop})o)‘a 09]Seksi_von:Cor10phora

Olaxiflora AJ496033*

r— Opalustris AJ496035* Seksiyon:Platycheilae

Altcins: Neofinea

Disa sp. AJ09401*

—
001S

o O Opalustris 011
% |. Opsendolaifora 010,

e Neotiniea maculata AY0143635%

% |. Octridentata 0

99 = Qustulata AT014387*

Sekil 2. trnL intron bolgesi kullanilarak cizilen filogenetik aga¢. Uzantilarin iistiinde veya altinda bulunan
rakamlar bootstrap degerleri. (Disa sp. dis grup, siyah yuvarlaklar Tiirkiye’de yasayan tiirler)

trnlL-F  1GS bolgesi icin
calismamizda kullandigimiz {ilkemizde
bulunan 9 tiire ait 18 6rnege ek olarak iki

tane tir NCBI veri tabanindan
almabilmistir. Tiim sekanslarda hizalama
yapildiginda 283 bg¢ uzunlugunda data
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elde edilmistir (Tablo 2). O. spitzelii ve
O. anatolica tirlerinde 153. bazdan sonra
“CTTCTTAAAGC” dizisi sekansa ilave
oldugundan en uzun dizi bu tiirlerde
bulunur. Ortalama GC oran1 %31.2 olup
trnL intron bolgesinden hesaplanan orana
olduk¢a yakindir. Yabanci bireylerde
dahil tiim bireyler analiz edildiginde 33’1
parsimoni informatif olan 34 polimorfik
bolge ve 27 baz indel pozisyonu
saptanmistir. Ortalama uzaklik 0.043
olarak hesaplanmistir (Tablo 2) ve
birbirlerine en uzak tiirler O. collina ile
O. simia’drr.

trnlL  intron ve trnL-F bolge
sekanslar1 ile ¢izdirilen filogenetik
agaclarda tiirler arast evrimsel iligkiler

trnL Intron ve trnL-F Bélgeleri ile Van ilinde Bulunan Orkide (Orchidaceae) Tiirlerinin Filogenetik Iliskisinin Belirlenmesi

birbirleri ile tutarli ¢ikmistir (Sekil 2 ve
Sekil 3). Her iki agagta da li¢ altcinse
(Orchis, Anacamptis ve Neotinea) ait
olan bireyler farkli gruplarda (klad) yer
almistir. Ornegin Orchis altcinsinde yer
alan tiirler (O. spitzelii, O. anatolica, O.
pinetorum, O. simia) diger altcinslerde
bulunan tiirlerden ayrilarak farli bir
evrimsel grup olusturmustur (Sekil 2 ve
Sekil 3). trnL intron agacinda oldugu gibi
NCBI veri tabanindan alinan O. ustulata™
tiiri  Neotinea grubunda yer alan O.
tridentata ile yakin konumlanmistir.
Benzer durum Orchis grubundaki O.
simia ve O. militaris* arasinda da
goriilmektedir.

0 0coliina 01 ]Seksi'\'on:Orthis‘ Altseksivon: Patentes

——
Alfcins: Anacampts 96 .0460)'1017110)‘(1 09}Seksiyon;Cor:’ophom

Altcins: Neofinea

97 8 0 pseudolasiflora 010
|. Otridentata 07
08 b Oustilata ATO14387

. O alsts 011 }Seksy\'on:}’iagchaiae

Altcins: Orchis

o
=

Disasp. DQ415184

0,008

99|' Osimia 02 }Seksu’on:()rchfs
\omiliars 1455 s 00
0 0anatolica 03 } Sekstyon: Orehis, Alseksyon: Puilloe

_SSL{ 1) pinetorum 04 ]Seksiyon:Orc»’n:, Altseksiyon: Masculae

N 'O‘Spilzelli 0§ }Seksiyon:O)’chz‘:, Altsksiyon: Patentes

Sekil 3. trnL-F bolgesi kullanilarak cizilen filogenetik agag. Uzantilarin iistiinde veya altinda bulunan
rakamlar bootstrap degerleri. (Disa sp. dis grup, siyah yuvarlaklar Tiirkiye’de yasayan tiirler)

Tartisma

trnL intron ve tnL-F IGS boélgeleri
Orchis tiirleri arasindaki evrimsel iligkiyi
anlamak i¢in kullanilabilirligi  olan
bolgelerdir. Her iki bolgede altcins,
seksiyon ve alt seksiyon seviyesinde tiir
ayrimi yapabilmektedir ki bu sonug¢ daha
sonra yapilacak olan genis kapsamli
calismalara 1sik  tutacaktir.  Genetik
varyasyon frnL-F bolgesinde t7nL introna

oranla c¢cok daha az olmasina ragmen
filogenetik ayrimi gostermesinde
yeterlidir.

Her iki agacta da O. collina harig
Orchis altcinsine ait olan tim tiirler
yiiksek sayilabilecek bootstrap
degerleriyle (%77 ve 94) tek bir kladda
toplanmustir. Orchis collina tirii Orchis
altcinsinde kabul edilmesine ragmen her

iki filogenetik agactada bu kladdan
ayrilarak  Anacamptis  kladinda  yer
88
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almigtir. Bu ayrim daha 6nceden Haider
ve arkadaglar1 tarafindan 2012 yilinda
yapilan bir caligmayla da gosterilmis ve
O. collina tiri Anacamptis cinsine
kaydirilmistir.  Bu  sonug, O. collina
tirtiniin  Sekil 2 ve 3’deki filogenetik
agaclarda Anacamptis kladinda (altcins)
yer almasiyla da ispatlanmistir. O.
collina nm evrimsel pozisyonu goz oniine
alimdiginda, tiirtin altcins olarak degilde
yeni bir cins olarak  diisiinilip
Anacamptis cinsine kaydirilmasi
mantikhidir. #nL intron bélgesinde yer
alan ve yaklasik 45 b¢ uzunlugunda olan
indel bolgesi Anacamptis altcinsinde yer
alan O. palustris, O. pseudolaxiflora ve
O. coriophora tirlerinde ve Orchis
altcinsinde oldugu kabul edilen O. collina
tiirlinde var olmasi bu tiirlerin evrimsel
siirec  igerisinde benzer filogenetik
iligkiler gosterdiginin de bir ispat1 olarak
kabul edilebilir.  Benzer indel yapisi
NCBI veri tabanindan alman ve
Anacamptis altcinsinde yer alan O.
laxiflora* (AJ496033) ve O. palustris*
(AJ496035) tiirlerinde de goriilmiis ve
yukarida ifade edilen yorum
ispatlanmistir.  Ana kladlar igerisinde
kii¢iik gruplar bulunmaktadir ve her bir
grup farkli bir seksiyon\ alt seksiyona
karsilik gelmektedir. Fakat bazi alt
seksiyonlarin birbirleriyle olan evrimsel
yakinliklari, bolgeye gore farklilik
gostermistir. Alt seksiyon seviyesinde
daha giivenilir sonuglar almak igin tiir
sayisinin ve her tiire ait tekrar sayisinin
artirilmasi gereklidir.

1999 yilinda Aceto ve arkadaslari,
2001 yilinda ise Cozzolino ve arkadaglar1
O. tridentata, O. ustulata* ve Neotinea
maculata™ tiirleri arasinda yakin evrimsel
iligkiyi ~ saptamiglardir. O  yillarda
Bateman ve arkadaslar1 (1997; 2003) ITS
bolgesini kullanarak O. tridentata tiiriini,
Neotinea tridentata (Scop.) R. M.
Bateman, Pridgeon & M.W. Chase
tiirtiyle, O. ustulata tiriinii ise Neotinea

ustulata L. tlriiyle sinonim kabul
etmiglerdir. Daha sonra Haider ve
arkadaslar1 (2012) ISSRs yoOntemiyle

Orchidaceae tiirlerinin iliskisini ¢alismis
ve O. tridentata’nn genetiksel olarak
diger tiirlerden uzak oldugu sonucuna
varmistir. O. tridentata Kew Garden
tarafindan ~ yeniden  smiflandirilarak
Neotinea tridentate olarak
isimlendirilmistir.  Biitiin elde edilen
veriler g6z Oniine alindiginda O.
tridentata ve O. ustulata tiirlerinin
Neotinea altcinsi olarak degilde Neotinea
cinsi olarak kabul edilmesi mantiklidir.
Calismamizda elde edilen her iki
agacta da O. coriophora, O. palustris, O.
pseudolaxiflora ve O. collina evrimsel
olarak Orchis ve Neotinea kladlarindan
ayrilmistir. Bu sonug beklenebilir ¢iinkii
Bateman ve arkadaslar1 (2003) bu tiirleri
Anacamptis cinsi i¢inde degerlendirip O.

coriophora tirini Anacamptis
coriophora (L.) ile, O. palustris’i
Anacamptis palustris (Jacquin)

R.M.Bateman. ile ve O. pseudolaxiflora
tiirtinii Anacamptis laxiflora (Lam.) R.M.
Bateman ile sinonim kabul etmislerdir.
Calismamizda elde edilen verilerde
onceki sonuglar1 desteklediginden
yukarida bahsi gecen dort tiirlin
Anacamptis cinsine kaydirilmasi
miimkiindiir.

Ek 1: NCBI veri tabanindan alman DNA
dizileri

trnl.  intron  boélgesi:  O.laxiflora
AJ496033, O.palustris AJ496035,
O.anthropophora EU294186, O.italica
EU294185, O.militaris  AY014586,
O.ustulata AY014587, Neotinea maculata
AY014585

trnlL-F  1GS  bolgesi:  O.militaris
AY014586, O.ustulata AY014587
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