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OZET

KAZ DAGI (CANAKKALE, TURKIYE) ENDEMIK BiTKiLERINDEN
BAZILARININ DNA BARKODLAMASI

Meltem Tezcan
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Ciineyt Aki
29.06.2009, 86

Bu ¢alismada Kazdagi endemik bitkilerinden Sideritis trojana Bornm. (Lamiaceeae)
ve Digitalis trojana Ivan. (Scrophulariaceae) tiirlerinin DNA barkodlamasi yapilmistir.
DNA barkodlamasi ¢alismasi i¢in marK (Maturase) geni ve trnH- psbA genler aras1 bolge
secilmistir. Geng yaprak dokularindan DNA ayrnistirilmast yapilmis, matK geni ve trnH-
psbA genler arasi1 bolgeye 6zgii primerlerle PCR ¢ogaltimi saglanmstir. ilgili bant Agaroz
jel elektroforeziyle UV altinda goriintiillenmistir. Banti veren PCR {iriinii icin hizmet alimi
yapilmistir. Tiirlere ait dizilerin eldesinden sonra gerekli programlar kullanilarak hem
diziler yoluyla elde edilen siniflandirma klasik taksonomi ile karsilastirilmis, hem diziler
baz alinarak Kazdagi endemik bitkilerinin diger bitkiler ile iligkisi arastirilmis hem de ilgili
gen bolgelerinin 6z barkod olabilme olasiliklar tartisilmigtir. Tiirlerin kendi familyalarina
ait tiirlerle siralamalari CLUSTALW?2 ve T-COFFEE “Multiple Sequence Alignment”
programlan kullanilarak yapilmis, S. trojana ve D. trojana tiirleri ile siralanacak tiirlerin
dizileriyse BLAST programindan se¢ilmistir. Tiirlere ait DNA barkod temelli agacin eldesi
icin MEGA 4.1 programi kapsaminda Neighbor Joining metodu ve Kimura-2-Parametresi
kullanilmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda tiirlere ait diziler kullanilarak elde edilen DNA
barkod temelli agac siniflandirilmalan ile tiirlerin klasik taksonomik siniflandirilmasinin
uyumlu oldugu gézlemlenmistir. Ornekler dogrultusunda matK lokusu, siralama ve DNA
barkod temelli agac elde etmedeki kolayligi, genel olarak yeterli degiskenlik icermesi

sebebiyle 6z barkod bolgesi olarak kullanilabilir. Ancak tiir tanimlamasinin temel oldugu
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calismalarda marK geninin yeterli degiskenlik iceren baska genlerle kombinasyon halinde

kullanilmasinin daha iyi sonug verecegi onerilebilir.

Anahtar sozciikler: Sideritis trojana, Digitalis trojana, matK, trnH- psbA, DNA

barkodlamasi
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ABSTRACT

DNA BARCODING OF SOME ENDEMIC IDA MOUNTAIN
(CANAKKALE, TURKEY) PLANTS

Meltem TEZCAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Gradutate School of Arts and Science
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ciineyt AKI
29.06.2009, 86

In this researh, DNA barcoding of Sideritis trojana Bornm. (Lamiaceeae) and
Digitalis trojana Ivan. (Scrophulariaceae) which are endemic plants of Ida Mountain were
investigated. DNA barcoding process were realized in the marK (Maturase) gene and trnH-
psbA intergenic spacer. DNA extracted from the young leaves of endemic plants, PCR
amplifications were performed according to the mafK (Maturase) gene and trnH- psbA
intergenic spacer regions’ primers. Concerned PCR zones were observed with agarose gel
under UV. The PCR products were sent to MACROGEN company for sequencing. After
the sequences were obtained from MACROGEN company, some bioinformatics
programmes were used to to compare the classical taxonomical classifications of species
with the molecular classifications of the species gathered by DNA barcode based trees.
Possibilities of being core barcode region of matK (Maturase) gene and frnH- psbA
intergenic spacer were discussed and the relatives of Ida Mountain endemic plants were
evalutated with the other plants taken from BLAST. Multiple Sequence Alignment of
sequences were performed by using CLUSTALW2 and T-COFFEE programmes. And
totally 43 plant sequences were taken from BLAST programme for aligning of these
sequences with Ida Mountain endemic plants for DNA barcoding. Neighbor joining
method and Kimura two- parameter was used from MEGA 4.1 for obtaining DNA barcode
based trees.

According to the DNA barcode based tree classifications, molecular classification of
species observed consistent with the classical taxonomic classifications of species. marK

was more suitable for the plants used in this investigation because of the easiness of the
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alignment and gathering the tree. It was generally enough to discriminate the species but
combination of marK with more variable region can be suggested in the identification-

based DNA barcoding investigations.

Keywords: Sideritis trojana, Digitalis trojana, matK, trnH- psbA, DNA barcoding.
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BOLUM 1- GiRiS Meltem TEZCAN

BOLUM 1
GIRiS

1.1. DNA Barkodlamasi

Bir canliy1 veya canli grubunu digerinden ayirmak temelde onlarin fenotipik olarak
ne kadar yakin olduklarma baghdir. Klasik sistematik ve taksonomi ¢aligmalar1 yolu ile
canlilarin siniflandirilmast ve birbirleri arasindaki iliskilerin bulunmasi giiniimiize kadar
oldukca gecerli bir yontem olarak kullanilmigtir. Ancak 6zellikle son 25 yildir molekiiler
biyoloji ve genetik alamindaki gelismelerin giderek artmasi, buradan gelen bilgi
birikimlerinin yeni olusumlarin belirlenmesinde ve ayrilmasinda kullanilmasi, bu yeni
tekniklerin klasik tekniklerin yerini almasi veya yardimci birer alternatif olarak
kullanilmasi sonucunu dogurmustur. Klasik tekniklerden ¢cok daha giivenilir olan ve hizh
bir sekilde canlilarin farkliliklarini ve filogenetik baglantilarini ortaya koymaya yarayan bu
tekniklerin temeli tiim canlilarin tagimakta oldugu genetik birimlerin karsilastirilmasina
dayanmaktadir. Bu genetik birimler gen ve DNA olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Giintimiizdeki dizilim teknolojilerinden faydalanarak canlilarin siniflandirilmasi ve bunun
disinda Ozellikle endemik olan canlilarin genetik kaynaklarinin koruma altina alinmasi
giincel bir konudur. Bir iilkenin dogal kaynaklarindan en 6nemlisi ve giiniimiizde en ¢ok
tizerinde durulam o iilkenin biyogesitliligi ve genetik kaynaklaridir. Dizileme ve bilisim
teknolojilerindeki avantajlarindan dolayi, DNA dizileri evrimsel ve genetik akrabaliklart
anlamamizda ilerlememiz igin biiyiik bir 6neme sahip yeni bir bilgi kaynagi olarak
karsimizda durmaktadir.

Yasamin ¢esitliligi tiir sayis1 bakimindan bakildiginda inanilmaz derecede
sasirticidir. Taksonomi ile ilgilenenlerin su anki tamimlanan ve yayinlanan klasik metodlar
kullanarak tahmin edilen 10-15 milyon tiirii tanimlamalar1 yillarca siirebilir (Rubinoff ve
ark., 2006).

DNA barkodlar olarak adlandirilan kisa diziler, 6zellikle teshise yonelik morfolojik
ozellikleri elde etmenin miimkiin olmadig1 durumlarda, bilinmeyen bir drnegin tiir olarak
tanimlanmasinda rahatlikla kullanilabilen essiz dizilerdir (Sass ve ark., 2007).

Kisa ortolog DNA dizileri kullanarak tiirlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan DNA
barkodlari, biyocesitlilik caligmalari, jiivenilleri tanimlama, eseyler arasinda iliski kurma,
adli analizlerin gelistirilmesinin kolaylagtirllmasi gibi arastirmalar icin Onerilmis ve

kullanilmigtir (Kress ve ark., 2005).
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Standartlastirilmis bir molekiiler tanimlama sistemi fikri, tiir tanimlanmasi i¢in PCR
temelli yOntemlerin gelismesiyle birlikte 1990’11 yillarda ortaya c¢ikmistir. Molekiiler
tanimlama bakteriyal caligsmalarda, mikrobiyal biyocesitlilik arastirmalarinda (Woese,
1996; Zhou ve ark., 1997) ve rutin patojenik sus tanisinda (Maiden ve ark., 1996; Sugita ve
ark., 1998; Wirth ve ark., 2006) kiiltiir bagimsiz tanimlama sistemlerine ihtiya¢ nedeniyle
uygulanmistir. PCR temelli metodlar ayni zamanda taksonomi, gida, adli molekiiler
tanmimlama alanlarinda (Teletchea ve ark., 2008) ve okaryotik patojen ve vektorlerin
tanimlanmasi i¢in (Walton ve ark., 1999) sik olarak kullamilmistir. Molekiiler temelli
tanimlama i¢in bircok evrensel yontem daha az gelismis taksonlar i¢in kullanilmistir fakat
daha genis kapsamda basarili bir sekilde gerceklestirilememistir. “The Barcode of Life”
projesi bu girisimin ardindan standart, molekiiler yontem temelli okaryotik tiir envanteri
icin evrensel bir sistem yaratmayr amaclamistir. Bu proje Ontaria, Canada’da
(http://www .barcoding.si.edu) Guelp Universitesi'ndeki arastiricilar tarafindan 2003
yilinda baslatilmis ve uluslararasi tesvik edici ‘Consortium for the Barcode of Life
(CBOL)’ tarafindan 2004 yilinda ilerletilmistir. DNA Barkod projesinin ne soy agacinin
eldesi ne de molekiiler taksonomi gerceklestirmek gibi bir istegi vardir, fakat daha cok
DNA barkod referans kiitiiphanelerinde harmanlanmis kuvvetli bir taksonomik bilgiye
dayal1 basit bir tanisal arag¢ iiretme amacindadir (Schindel ve Miller, 2005). ‘DNA Barcode
of Life Data System’ (BOLD, http://www.boldsystems.org) 2004 yilindan itibaren
gelistirilmis ve 2007 yilinda resmi olarak kurulmustur (Ratnasingham ve Hebert, 2007).
Bu veri sistemi DNA barkod kayitlarinin kazanimi, depolanmasi, analizi ve yayinlanmasini
temin etmektedir (Frézal ve Leblois, 2008).

DNA barkodlamada oncelikli hedef olarak bilinen tiirler icin barkod dizilerine ait
referans kiitiiphanelerinin derlenmesi iizerine odaklanmadir. “The Barcode of Life Data
System (BOLD)” adli veri sistemi DNA barkod kayitlarinin yayinlanmasi, analizi,
depolanmasi ve kazanimina yardim eden bir informatik (bilisim) calisma sahasidir. “The
Barcode of Life Data System (BOLD)” (www.barcodinglife.com.org) ornek
koleksiyonundan, onaylanmis barkod Kkiitiiphanesine kadar analitik yollarin biitiin
asamalarin1 destekleyen biitiinlesmis bir platform saglar. “The Barcode of Life Data
System (BOLD)” sisteminin su anda ulasilabilir olan iic fonksiyonel birimi mevcuttur
(Ratnasingham ve Hebert, 2007).

1. Yonetim ve Analiz Sistemi (The Management and Analysis System),
2. Tanimlama Sistemi (The Identification System),

3. Dis Baglanti sistemi (External Connectivity System).



BOLUM 1- GiRiS Meltem TEZCAN

DNA barkodlamasinin genel bir is akisina bakilacak olunursa barkodlama yoluyla tiir
tanimlamasi, genellikle kisa bir DNA dizisine erisimle basarilir. ‘Barkod’ calisilan 6rnegin
genomundan standart bir parcadir (spesifik bir gen bolgesi). Her bir bilinmeyen 6rnekteki
barkod dizisi daha sonra kimligi bilinen bireylerden olusturulan referans barkod dizileri
kiitiiphanesiyle karsilastinnhir (Sekil 1.1.). Eger ornek dizisi barkod kiitiiphanesindeki
herhangi bir diziyle yakindan benziyorsa tamimlanir. Eger herhangi bir benzerlik
bulunamadiysa verilen tiir icin yeni bir barkod dizisine yeni kayit rehberlik eder (yeni bir
haplotip veya cografi bir varyant) veya daha yeni olarak karsilagilan bir tiirlin varligini

onerebilir (Hajibabaei ve ark., 2007).
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Sekil 1.1. Barkod of Life projelerinin énemli bilesenleri ve onlarin molekiiler filogenin

kurulmasina ve populasyon genetigi caligmalarina katkis1 (Hajibabaei ve ark., 2007°den

uyarlanmistir).

Diyagramda DNA barkodlama kiitiiphanelerinin bilinmeyen orneklerin yiiksek islem
hacmi tanmimlamasi ile yeni ve gizli tiirlere dikkat cekerek yardim etmesi ile klasik

taksonomiye desteginin nasil oldugu gosterilmektedir (Hajibabaei ve ark., 2007 ).
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Molekiiler filogenetik ve populasyon genetigi dallart DNA dizilerini kullanarak
biyolojik akrabaliklar1 degerlendirmek icin gerekli alet ve kullanimlart gelistirmistir. Bu
disiplinler organizasyonun farkli seviyeleri iizerine odaklanirlar. Molekiiler filogeni
calismalan tipik olarak ortak atadan kokenlenmis bir grup organizma ile ilgilenmesine
karsin, populasyon genetigi tek bir tiiriin populasyon icinde ve populasyonlar arasindaki
varyasyonunu hedef almaktadir. Karsilastirmayla, DNA barkodlamas: tiirler i¢in ¢ok yonlii
ve kapsamli bir aragtirma saglayarak onlarin akrabaliklarinin yaninda betimlemelerine de

odaklanarak zemin saglar (Sekil 1.2.) (Hajibabaei ve ark., 2007).

Popiilasyonlar DNA Barkodlan Filogeniler

..

Sekil 1.2. DNA barkod verisinin pozisyonunun hem populasyon genetigi hem de

filogenetik veri arasindaki iliskisi (Hajibabaei ve ark., 2007’ den uyarlanmistir).

DNA barkodlar1 filogenetik ve populasyon genetigi arasinda gri alanda
uzanmaktadir. Bu diyagram DNA barkod verisinin pozisyonunun hem populasyon genetigi
hem de filogenetik veri arasindaki iligkisini gosterir. Her bir kiiciik kare bir bireyi
gostermektedir. Farkli renkler farkl tiirleri gdstermek icin kullanilir ve tiirler i¢i varyasyon
rengin tonunun degistirilmesiyle gosterilmistir (Sekil 1.2) (Hajibabaei ve ark., 2007).

DNA barkodlamast her ne kadar tiirlerin tanimlanmasinda, yeni tiirlerin
kesfedilmesinde, tiirlerin korunmasinda yarar saglasa da, DNA barkodlamas: sistemine
karsit diisiinceli gruplar olugsmustur. DNA barkodlamasinin savunuculart DNA barkodlama
sisteminin biyolojik koleksiyonlar1 yeniden canlandiracagini ve tiirlerin tanimlanmasini ve
envanterlerini hizlandiracagini sdyler (Gregory, 2005; Schindel ve Miller, 2005), buna
karsin DNA barkodlamasi sistemine karsit diisiinceli gruplar DNA barkodlamasinin klasik
sistematigi yok edecegini ve hizmet sanayisine doniistiirecegini tartisir (Ebach ve

Holdrege, 2005).
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DNA barkodlama yonteminin bir¢ok alanda kullanilabilirligi vardir. Bir
organizmanin yasam dongiilerinin tam olarak bilinmesi onun ekolojisinin, taksonomisinin,
filogenisinin ve evriminin iyi anlagilmasi icin gereklidir (Ekrem ve ark., 2007). DNA
barkodlamasimin avantajli bir yonii ayni tiirlerin farkli yasam dongiilerinin arasinda
kolaylikla iligki kurabilme imkani sunmasidir (Blaxter, 2004; Stoeckle, 2003). Bu durum
ozellikle laboratuvarda yetistirilmesi zor olan taksonlar icin ¢ok avantajli ve onemlidir.
Bugiine kadar yapilan pek ¢ok arastirmada yetiskin bireylerin olgunlagsmamis bireyler ile
arasindaki iligkilerin arastirilmasinda kisa DNA zincirlerinin (DNA barkodlarinin) yarari
aciklanmistir (Ekrem ve ark., 2007). Bircok Chironomoid tiirlerinin hem laboratuvarda
yetistirilmesi zordur hem de larva formu bilinmez. Carew ve ark. (2005), Chironomoid
yasam dongiilerinin  iliskilendirmesinde DNA  barkodlarinin  kullanilabilirligini
gostermistir. Pegg ve ark. (2006), balik larvalariyla yapmis olduklann calismada ergin
bireylerle olgunlasmamis bireyler arasinda iliski kurmak icin DNA barkodlama teknigini
kullanmiglardir.

DNA barkodlamas1 yontemi standartlastirilmis ve yiiksek teknolojiye dayali
tanimlama aletleri ile imkan saglamasi sebebiyle biiyiik bir topluluk i¢in kullanilabilir
olmasini saglayarak sistematigin verimini arttirir. Ornegin biyotip (parazitler, vektorler),
tarimsal alanda (pestisitler, cevresel denemeler) da kullanilmaktadir. Taksonomistlerin
tanmimlama ile ilgili yiiklerinin hafiflemesini saglar, ayrica taksonomistler tarafindan
tanimlanmasi sinirli olan taksonlarin yakinliklarmi c¢ozerek ve kesfederek yeni tiirlerin
tanimlanmasia yardimci olurlar. DNA barkodlama sisteminin tartisilmasi s6z konusu
olmayan diger bir yaran temel biyogesitlilik envanterlerini kolaylastirmasidir. Molekiiler
filogenetik terimlerinden, soy agacinin diizenlenmesine kadar DNA’nin kiimeleri ve
evrimsel iligkileri tanimlamada kullanilabilirligi tanimlanmistir. Sadece giincel tiirlerin
tanimlanmasina bagli olmaksizin ~ belirgin DNA dizilerinin katilimiyla cevresel
ormeklemede ve filogenetik agaclarin kurulmasinda bu diziler evrimsel baglamda
yerlestirilerek kriptik biyocesitliligin bircok envanterinde kullamilmistir, 6rn. toprak
bakterileri veya deniz mikroorganizmalar1 (Savolainen ve ark., 2005). Bu tanimlama
yontemi, acik bir sekilde siniflandirmanin gelistirilmesinde ve taksonomide yaygin olarak
kullanilmis morfolojik karakterlerin dogrulugunun denenmesinde destek saglar (Frézal ve
Leblois, 2008). Handfield ve Handfield (2006), Anker ve ark. (2007), Bucklin ve ark.
(2007), Gomez ve ark. (2007) DNA barkodlama tekniginin yeni kriptik tiirlerin

tanimlanmasinda ve saptanmasindaki etkinligini rapor etmislerdir.
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Boyle bir yontem baliklar da i¢ine alan denizsel organizmalar, toprak meiofauna,
tathh su meiobentozlar1 ve hatta nesli tikenmis kuslar i¢in 6nemli olciide kullanilabilir
olmustur (Savolainen ve ark., 2005). DNA barkodlama projesi sayesinde ekoloji ve tiir
biyolojisi i¢cinde yeni anlayislar ortaya ¢ikmistir. Ornegin davranissal ¢aligmalarin olanakli
olmadigi zamanlarda mide oOziitlerinde bulunan organizmalarin tanimlanmasi, yabani
hayvanlarin beslenme bi¢imininin agiga cikartilmasma imkan saglamaktadir (Frézal ve
Leblois, 2008). DNA barkodlama aymi zamanda konak parazit ve simbiyotik iliskileri
aciklamak icin etkili bir ara¢ olmustur (Besansky ve ark., 2003). Ek olarak, Lecythidaceae
familyasina ait kanathh bocekler ile onlarin endosimbiyotik mayalarla (Candida spp.
kiimeleri ve diger baska bir maya) iliskilerinde 6rneklendigi gibi DNA barkodlama teknigi
bir konak nesilden gelecek konak nesline simbiyont ve parazit geg¢is yollarimi agiklamak
icin uygundur (Berkov ve ark., 2007). Yagmur ormanlarinda DNA temelli bu yontem
boceksel envanterler i¢in o kadar etkili bir sekilde gergeklestirilmistir ki tropikal ekologlar
DNA barkodlamasinin en aktif savunuculari arasinda olmuslardir. DNA barkodlarinin
biyogiivenlikteki kullanilabilirligi 6rnegin hastalik vektorlerinin gézetiminde (Besansky ve
ark., 2003) ve bdceklerin yayiliminda (Armstrong ve Ball, 2005) gosterilmistir.
Barkodlama calismalar1 ayn1 zamanda koruma subelerinin de ilgisini ¢ekmistir. Ornegin
“UK Darwin Initiative for the Survival of Species” Oncelikli tiirlerin korunumunu
desteklemek ve Orta Amerika orkideleri ve kaktiislerinin ticaretinin gozetimi amaciyla
DNA barkodlama aktivitelerini i¢ine alan 2 projenin yatinmin yapmustir (Savolainen ve
ark., 2005).

Cok sayida tiiriin tamimlanmasina izin veren, taksonlarin herkese acik veri tabanina
ulagmak ne zaman tam bir taksonomik tanimlamaya ihtiya¢ duyulursa yararli olacaktir. Bu
yolda DNA barkodlar ¢ok sayida bilimsel alana biiyiik destek saglamaktadir (6rn. ekoloji,
biyoilag, evrimsel biyoloji, biyoendiistri). DNA barkodlamasinin maliyet ve zaman
kazanimi otomatiklesmis tiir tammlamas1 sagladigi icin bu Ozellikle biiyilk 6rnekleme
kampanyalarina yararlidir (6rn. Craig Venter’s Global Ocean 6rnekleme ekibi, Rusch ve
ark., 2007). DNA barkodlamasinin ag¢ik bir avantaji da zarar gérmiis organizmalarin veya
parcaciklarin  (6rn.  yemek, mide Oziitleri) taksonomisinin  tanimlanmasinda
kullanilabilmesidir. Bu ylizden DNA barkodlamasi gida endiistrisinde, diyet analizlerinde,
adli tipta, yasa dis1 ticareti ve nesli tiikenmekte olan tiirlerin yasak bolgede avlanmasini
engellemek icin yararlidir. Ayrica baz tiirler polimorfik yasam dongiisiine sahiptir ya da
belirgin fenotipik plastisite sergileyen tiirlerde ve gozlenebilmesi imkansiz olan tiirlerin

tanimlanmasinda kullanilabilir (Frézal ve Leblois, 2008).
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DNA barkodlamast c¢aligmalarinda mitokondrial genom, kloroplast genomu ve
niikleer genomun kullanimina karar verilmesi barkodlamasi yapilacak olan canli tiiriine
gore se¢ilmektedir. Bir DNA bolgesinin etkili bir barkod olarak kullanilabilmesi icin,
tanimlama bilgisini verebilecek yeterli degiskenlik icermesi basit bir reaksiyonda
siralanmak icin yeterli kisalikta olmasi, evrensel primerleri gelistirmek igin
kullanilabilecek degismez bolgeler icermesi zorunlulugu vardir. Ne yazik ki bu ii¢ 6zellige
sahip DNA bolgesi bulmak ¢ok zordur (Stoeckle, 2003; Sass ve ark., 2007).

Hayvanlar i¢in, Mitokondrial Sitokrom Oksidaz 1 (cox1) geni baz1 istisnalara sahip
olmakla birlikte (Meier ve ark., 2006; Gompert ve ark., 2006; Meyer ve Paulay, 2005)
DNA barkodlama ¢alismalarinda tanimlama i¢in basarili bir sekilde kullanilmistir (Hebert
ve ark., 2003; Ward ve ark., 2005). Mitokondrial Sitokrom Oksidaz 1 geni hayvanlar i¢in
barkodlama ¢alismalarinda evrensel bir dizi olarak kabul edilmis olsa da, baz1 gruplarda tiir
sinirlarinda mitokondrial genlerle ilgili potansiyel problemlerden bahsedilmistir. Ancak bu
gen yerine c¢esitli hayvan gruplarinda niikleer ribozomal bolgeler barkod olarak
kullanilmistir (Savolainen ve ark., 2005).

Bitkilerde genel olarak mitokondrial DNA’daki simirli varyasyondan dolayi, coxl
sadece bazi alglerde kullanilabilir (Saunders, 2005). Cigekli bitkilerde baska bir yol ileri
stiriilmiistiir. Bircok plastid bolgesi tiirler aras1 ayrimda kullanilabilir (6rnegin trnH- psbA
intergenic spacer bolgesi Kress ve ark., 2005, rbcL ve trn- F gibi biraz daha tipik
filogenetik isaretler Chase ve ark., 2005), diger taraftan angiospermlerde yaygin olan
hibridizasyon ve yaygin poliploidi olaylarinin nedenini agiklamak igin coklu genetik
lokuslara ihtiya¢ duyulabilir. Ribozomal DNA (6rnegin orkidelerdeki ITS) plastid genlerini
tamamlamak i¢in kullanilabilir. Bunun yaninda daha kisa ve diisiik kopya sayisina sahip
niikleer isaretler, gelecekte tiir teshisi ve tiir ayriminda kullanilmak tizere daha ayrintili ve
cok bilesenli barkod elde etmek igin gelistirilmektedir (Chase ve ark., 2005). Bu yontem
ayrica birka¢ mikrobarkodun kombinasyon halinde kullamlmasiyla, ayn1 zamanda
mikologlarin da biiyiik 6l¢iide dikkatini cekmistir (Savolainen ve ark., 2005).

Smirhi sayida tiirden biiylik miktarda dizi bilgisinin ve tiim genom dizilemesinin
saglandig1 bu ¢agda, DNA barkodlamasi ¢aligmalarindaki gelismeler post genomik ¢aga
dogal bir katki saglayacaktir. DNA barkod yontemi sayesinde bir¢ok tiiriin daha hizli ve
daha ucuz olarak kesfedilmesi saglanarak bilgilerin artis1 saglanacaktir. DNA barkod
calismalarindan saglanan sonuglar daha ayrintili genetik analizler i¢in hedef olan tiirleri

tanimlamada arastiricilara yardim edebilir (Hajibabaei ve ark. , 2007).
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1.1.1. DNA Barkodlama ve Taksonomi

Taksonomik ¢aligmalarda, DNA barkodlamasi ornekleri tiir diizeyinde tanimlamada
onemli bir role sahip olsa da (Sekil 1.2.), bu barkodlama g¢aligmalarinin kapsamli bir
taksonomik analizin yerini aldig1 anlamia gelmez. Ornegin bilinmeyen bir 6rnek, barkod
kiitiiphanesinde var olan kayitlarla yakin bir eslesme saglamiyorsa, barkod dizisi bu
bilinmeyen 6rnegi yeni bir tiir olarak belirlemeye hak kazandirmaz. Buna karsilik boyle
orekler daha iyi taksonomik analizler icin kullanilmalidir. Geleneksel taksonomik
analizler cercevesinde bakildigi zaman -ki barkodlama analizlerinden ¢ok daha yavastir-
boyle tipik olmayan orneklerin degerlendirilmesi tiir kesiflerine yardimda daha yiiksek
potansiyele sahiptir. Basarisizlikla sonuglanmis ya da calisilmasi zor taksonomik gruplar
icin DNA barkodlamasi hizli bir sekilde ornekleri genetik olarak ayr1 gruplar iginde
simiflandirmada klasik taksonomiden &nce gelebilir. Ornegin Smith ve ark. (2005) DNA
barkodlamasim1 Madagaskar’daki karincalarin ¢esitliligini degerlendirmede kullanmistir ve
su anda da bu organizmalarin genis aralik biyogesitliligini bulmada rutin olarak kullanilan
bir ara¢ olmustur (Hajibabaei ve ark. , 2007).

DNA barkodlamas1 ayn1 zamanda Lepidoptera gibi iyi calisilmis gruplarda da
kullanilmistir.  Ornegin, barkodlama kuzeybati Kosta Rika’da tirtll faunasiin
biyocesitliligini anlamada rutin olarak kullanilmaktadir. 25 y1l dnce Janzen, Hallwachs ve
arkadaslan tarafindan baslatilan bu projede (Janzen ve ark., 2005; Janzen, 2004; Janzen,
2003), son ii¢ yildir 2000°den fazla giive, kelebek ve onlarin parazitlerinden olusan
25000’den fazla oOrnege referans dizi kiitiiphanesi olusturmak igin barkodlamay1
kullanmiglardir. Bu kiitiiphane su an Orneklerin siniflandirilmast ve tanimlanmasinin
hizlandirilmasinda geleneksel (klasik) taksonomik caligmalarla birlikte kullanilmaktadir
(Hajibabaei ve ark. , 2007).

Yeni tiirlerin tanimlanmasi kapsamli taksonomik calismalarla nihayetinde basarilsa
da, DNA barkodlamasi1 bu siireci onemli Ol¢iide kolaylastirir. Morfolojik ve ekolojik
verilerin toplanmasini gerektiren klasik taksonomik ¢aligmalar farkli taksonomik kiimeler
icin degisiklik gosterebilir (6rnegin kus ve baliklarin taksonomik tanimlanmasi degisik
metod ve Dbeceriler gerektirir), buna karsin barkod analizleri hemen hemen
standartlastirilmis bir yolla yasamin biiyiikk suslar1 karsisinda uygulanabilir; orn. biitiin

hayvan taksonlar1 (Hajibabaei ve ark., 2007).
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1.1.2. DNA Barkodlama ve Molekiiler Filogenetik

1.1.2.1. Molekiiler Filogenetik Calismasi

Molekiiler filogenetik calismasi analiz i¢in hedef grupla iligkili ana karari, temsil
edici taksonun toplanmasini, dizi bilgisinin edinimini ve filogenetik agacin optimum
kriterler kullanilarak yapilandirilmasin1 (Maximum Likelihood, Maximum Parsimony veya
Bayesian Analizleri gibi) icerir. Iyi bir filogenetik agacin sekillenmesini optimize etmek
icin hem lokuslarin se¢imi hem de temsilci taksonun sec¢imi dikkatli bir sekilde
yapilmalidir. Kisa bir zaman 6ncesine kadar gen secimi ribozomal genler gibi evrensel
hedefler ve kolay dizilenme ile simirlandirilmaktaydi. Fakat, son calismalar ¢ok daha
stratejik calismalarin olabilecegini gosteriyor. Dolayisiyla, son yapilan ¢ogu filogenetik
caligmalarda degisik taksonomik seviyelerde ¢oziimii arttirmak icin ve gen spesifik
egilimlerden kacinmak i¢in degisik genomik kompartmanlar (6rn. ¢ekirdek, mitokondri ve
kloroplast) ve coklu lokuslardaki dizi bilgileri kullanilmaktadirlar. (Hajibabaei ve ark.,
2007).

Molekiiler filogeni c¢alismasinda 6nemli bir diger husus da, takson orneklemesinin
lokus se¢imine gore daha az dikkat isteyen bir durum oldugudur. Takson Orneklemesi,
dallanma uzunluklarinin ve homoplazinin indirgenmesiyle dogru filogeninin gelistirilmesi
i¢in yardimci taksonlarin sayilarimin artmasi olarak tanimlanir. Ancak her iki faktdrde
filogeni yanilgilarina sebep olabildigi soylenmektedir. Ancak, baz1 tartigmalar da filogeni
cOziimlenmesinin gelistirilmesinde takson eklenmesinin gen eklenmesinden daha degerli
oldugu yoniindedir. Daha fazla takson eklenmesinin yardimci olacagina siiphe olmamasina
ragmen, bu taksonlarin dikkatli bir sekilde secimi 6nemlidir, ciinkii verilen sayisal faktorler
analiz edilebilen takson sayisim sinirlandirabilir. Bu yiizden, arastirmacilar, genis sayili
taksonlarin filogenilerinde (6rnegin yiizlerce tiir) bulgusal ve basitlestirilmis analitik

metotlara giivenirler (Hajibabaei ve ark., 2007).

1.1.2.2. Barkodlardan Filogeniye

Barkod kiitiiphaneleri, molekiiler filogenetik verilerle benzerlige sahip olmasina
karsin daha derin seviyelerdeki evrimsel iligkilerin coziimlenmesinde genellikle yeterli
filogenetik sinyallere sahip degildir. Barkod dizileri baslica NJ gibi filogenetik agac
yeniden yapilandirma metodlariyla analiz edilse de, bu barkod temelli agaclar filogenetik
agaclar olarak yorumlanmamalidir. DNA barkodlama projeleri taksonun seciminde yardim
ederek, filogenilerin kurulmasina yardim edebilir (Sekil 1.1., 1.2.). Ciinkii DNA barkodlar1

hem tiirleri tanimlamada hem de gozden kacmis ve yeni tiirlere dikkat cekerek genis
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filogenetik bir ¢alisma i¢in ornek aday olabilecek taksonu belirlemeye yardimci olur (Sekil
1.1.). “Barcode of Life” projeleri hayat agacimin farkli dallart iizerinde filogenetik
caligmalar yiiriitmek i¢in miikemmel taksonomik 6rnekleme ¢aligmalar: yaratir (Sekil 1.2.)
Sonug olarak, barkod kiitiiphanelerinin ¢ercevesinde kurulan filogenilerin, yetersiz takson
orneklemesi tarafindan etkilenmesi daha az olasidir. Barkod dizi verileri ayn1 zamanda
filogenetik agaclarin kurulmasinda kullanilabilen genlerin degisken repertuart igin

paylasimli genomik yapitas1 saglar. (Hajibabaei ve ark., 2007).

1.1.3. DNA Barkodlama ve Populasyon Genetigi

1.1.3.1. Populasyon Genetigi Calismasi

Alloenzim modeli veya restriksiyon enzim polimorfizmleri gibi geleneksel analitik
yollarin yeri, su anda biiyiik Ol¢iide dizi bazli analizler ile yer degistirmistir. Bununla
birlikte, bir populasyon genetigi arastirmasi i¢in uygun marker sisteminin secimi, bilgi
eldesi icin pratik Ol¢iimler ve talep edilen sorularin hassashigi gibi birtakim konularda
dikkatli diisiinmeyi gerektirir. Mitokondrial DNA markerlerinin haploid ve tek ebeveynli
kalittiml1 olmasindan dolayi, analizler i¢in yaygin olarak hedeftirler ve 6zellikle populasyon
diizeyinde ¢aligmalara biiyiik katkilar1 vardir. Bununla birlikte ¢oklu gen (coklu lokus)
analizleri son zamanlarda giivenirlilik kazanmistir. Cok yakin bir zaman once, tek
Niikleotid Polimorfizmi gibi (SNP) distin Olcekli dizi analiz metodlar1 populasyon
diizeyindeki caligmalara yeni bir boyut kazandirmistir. Bu dizi bazli markerlerin genis
kapsamli analizleri, insan hastaliklar1 ile iligkili genetik varyasyonlar1 tanimlamay1
hedefleyen Hapmap (http://www.hapmap.org) gibi projeler ¢ercevesinde devam etmektedir
(International Hapmap Consortium, 2005) (Hajibabaei ve ark., 2007).

Populasyon yapisini ¢alismak icin kullanilan markerler ¢cok sayida olmasina ragmen,
calisilan tiir sayis1 ¢cok daha azdir. Tipik populasyon genetigi caligmalan tek bir tiiriin
populasyon icindeki varyasyonunu inceler ve bu sekildeki bir bilgi goc ve genetik
stiriiklenme gibi konularn arastirmada populasyonlarin cografik caligmalarina basarili bir
sekilde uygulanir. Bununla birlikte, bircok taksonomik grup yaygin olarak DNA dizi
verisiyle c¢ahisilmistir. Ornegin, gen bankasi arastirmasi insan, sempanze ve fare,
Drosophila melanogaster gibi bircok model organizmanin biitiin dizi temelli populasyon
genetigi calismalarinin yarisindan fazlasin olusturdugunu belirtmistir (Hajibabaei ve ark.,

2007).
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1.1.3.2. Barkodlardan Populasyon Analizlerine

DNA barkodlamasi i¢in bir araya gelmis tipik dizi bilgileri, populasyon diizeyinde
sorulara tamami tamamina yol gOstermemesine ragmen, tiir icinde genomik cesitliligin
modellenmesinde erken bir kavrama saglayabilir. Ciinkii barkodlama tipik olarak biiyiik
sayida tiirii hedefler, bu da farkh tiirlerde veya farkli ekolojik alanlarda genetik cesitliligin
karsilagtirmali calismalarin1  kolaylastirma da giicli bir ara¢ olabilir (Sekil 1.2.).
‘Coalescent’ temelli modeller gibi populasyon genetigi modelleri, DNA barkod
analizlerinde bireylerin tiirlere tayin edilmesi i¢in Onerilmistir. Tiirlerin genetik cesitliligi
calismalarinda barkod verilerinin kullanilabilirliginin daha ileri aragtirmalart ilgi ¢ekici
olabilir. Ek olarak, fazla miktarda barkod dizilerinin ve ekolojik, cografik bilgi gibi
kollateral bilgilerin birikimi sayesinde, barkod verileri vasitasiyla sonuclandirilabilen soru
cesitlerinin arastirilmasi onemlidir. Ornegin, bir taksonomik topluluktaki veya cografik
bolgedeki tiirlerde habitat siirekliligi ve genetik yapi, hem bireylerin hem de genetik
markerlerin 6rneklemesinin genisletilmesiyle potansiyel olarak calisilabilir (Hajibabaei ve
ark., 2007).

Ozet olarak, DNA barkodlamasi taksonomik arastirmalara, populasyon genetigine ve
filogenetige katkida bulunmasi i¢in elde hazir tutulur. Taksonomide, DNA barkodlamasi
orneklerin rutin olarak tanimlanmasi i¢in kullanilir ve aym1 zamanda daha kapsamli
taksonomik aragtirmalar i¢in atipik ornekleri degerlendirebilir. Filogenetik calismalarda,
DNA barkodlamas1 uygun takson se¢imi i¢in baslangi¢c noktasi olabilir ve barkod dizileri
filogenetik analizler igin dizi veri kiimesine eklenebilir. Populasyon genetigi
arastirmalarinda, DNA barkodlar populasyon diverganslarinin biiyiikliik ve dogasininin ilk
sinyalini saglayabilir ve bir¢ok tiirde populasyon ¢esitliliginin karsilastirmali ¢caligmalarini

kolaylastirir (Hajibabaei ve ark., 2007).

1.1.4. Bitkilerde DNA Barkodlamasi

1.1.4.1. Kloroplast Organeli

Kloroplastin orjini milyar yildan daha fazla geriye gider. Fosil bir kirmizi1 alg olan
Bangiomorpha alginin 1,2 milyar yasinda oldugu tamimlamasi bu noktaya giiclii bir destek
saglar. 1951 yilinda Chiba sitolojik calismalardan yararlanarak Selaginella yosununun ve
iki ¢icekli bitkinin kloroplastlarinin DNA igerdigini &nermistir. Stocking ve Gifford
(1959), Spirogyra adli yesil algin plastidlerinde de DNA’y1 saptamistir ve bdylece
1960’larda, endosimbiyont teori Lynn Margulis tarafindan onerilmistir. 1960’11 yillarin

cogunu simbiyosizin hiicrelerin evrimlesmesindeki ana etken oldugunu vurgulayarak
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harcamigtir. 1970’de “The Origion of Eukaryotic Cells (Okaryotik Hiicrelerin Orjini)” adl
eserinde bu diisiincesini yayinlamistir (Ravi ve ark., 2008).

Kloroplastlar kendi genetik materyallerine sahip olmasi nedeniyle yar1 otonom
organellerdir. Plastidlerde essiz bir DNA tiirliniin varligi 1963 yilinda Sager ve Ishida
tarafindan dogrulanmistir. Bundan sonra, plastid genom organizasyonu, gen ekspresyonu
ve dizi bazlh filogeni iizerinde caligmalar biiyiik 6lclide ortaya ¢ikmustir. Mitokondriler
gibi kloroplastlar da prokaryot orjinlidirler. Serbest yasamli, oksijen iireten
Siyanobakteriler bugiinkii kloroplastlarin atalaridir ve oksijen tiiketen proteobakteriler ise
mitokondri olusumuna yol agcmistir. Endosimbiyont genomlarin kendi genlerini, genom
boyutunda azalma ve béliinme ile sonuglanan endosimbiyotik gen transferiyle niikleusa
aktardigi, okaryotik genetik sisteme entegre oldugu biiyiik Olciide kabul edilmistir, orn.
Brennicke ve ark., 1993; Martin ve Herrmann, 1998; Race ve ark., 1999; Timmis ve ark.,

2004 (Ravi ve ark., 2008).

1.1.4.2. Kloroplast DNA’simin Genel Yapisi

Gelismis bitkilerde kloroplast DNA’lar1 (cpDNA) cift zincirli molekiiller olup, 35-
217 kb araliginda oldukca kiiciik bir degerde olmakla birlikte, bir¢ok fotosentetik
organizmalarda 115-165 kb arasinda deger almaktadir. Her hiicrede 1000-10000 kopyasi
mevcuttur. Kloroplast DNA’s1 genellikle bir bilyiik ve bir kiiciik tekli kopya bolgesi ( LSC
ve SSC olmak iizere) tarafindan ayrilmig tersine cevrilmis tekrarlarin (IRy ve IRp) 2
kopyasimi igerir. Kloroplast DNA’larinda bulunan genler genellikle icerik ve sira
bakimindan degisik organizma gruplarinda korunmustur. Bu genler ii¢ genis kategoriye
ayrilabilir. Tk grup kategorideki genler fotosentetik diizen icin gerekli genleri icerir. Bu
kategori fotosistem I (psaA, psaB), fotosistem II (psbA, psbB vs. ), sitokrom b6f (pet A,
pet B vs. ), ATP sentez (atpA, atpB vs.), RuBisCo (rbcL) ve NAD(P)H dehidrogenaz
genlerini (ndhA, ndhB vs.) kapsar. ikinci kategori genetik diizen icin gerekli genleri ve
RNA genlerini igerir. Bu da transfer RNA (trnH, truK vs.), ribozomal RNA (rrnl6, rrnS
vs.), RNA polimeraz (rpoA, rpoB vs.) ve ribozomal alt {inite genlerini (rps2, rps3, rpl2,
rpll16 vs.), iiclincii kategori ise ycfs olarak adlandirilan korunmus ORFs ve matK ve cemA
gibi potansiyal protein kodlayan genleri igerir (Ravi ve ark., 2008).

Kloroplast genleri ve genomlar1 filogeni calismalarinda da kullanilmaktadir.
Kloroplast genleri ve genomlar1 bitki soy agaciin kisimlarimi ¢éziimlemekte etkin rol
oynamaktadir. Cesitli genler ve intergenic spacer bolgeler filogenetik analizler i¢in genis

Olciide verimli onemli markerler olarak kullamlmistir. Bunlar, rbcL, ndhF, matK, atpB,
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rpl16 ve kodlama yapmayan frnL intron ve trnl- trnF intergenic spacer bolgeyi kapsar.
Kloroplast genlerinin bitki soy agacinda ¢6ziilmesi zor olan bolgelerin ¢oziimlenmesi i¢in
kullanimini Jansen ve ark. 2006’da yapmis olduklar calismada gormek miimkiindiir (Ravi

ve ark., 2008).

1.1.4.3. Kloroplast DNA’s1 ve DNA Barkodlamasi

Son zamanlarda, kloroplastlarda bulunan genler ve spacer bolgeler filogenetik
sorunlart ¢ozmek icin kullanilmaktadir ve tiir i¢i etiket olarak taninmislardir. Bu genler
aynt zamanda DNA barkodlamasi olarak bilinen yeni bir teknigin de temelini
olusturmaktadir. DNA barkodlamasinin hedefi, essiz tiire 6zgii etiket olarak rol alan
standardize bir DNA bolgesi kullanarak tiir tanimlamasi icin hizli, tam ve otomatik bir
metod saglamaktir. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz alt tinitesi 1’1 kodlayan cox1 geninin
cesitli hayvan gruplarinda ve aym zamanda baz1 alg gruplarinda da kullanilabilirligi
kanitlanmis olup (Saunders, 2005) DNA barkodlamasi icin kullanilmistir. Bu gen, kara
bitkilerinde biiyiik oranda degisken degildir ve dolayisiyla kara bitkilerinde barkodlama
i¢in uygun degildir. Bitkilerde bu nedenden dolay1 barkod adayi olarak hizmet gorebilecek
bolgeleri belirlemek igin bircok arastirict ITS bolgesini, kloroplast genlerini (6rnegin,
matK, rbcL, rpoB) ve intergenic spacer (frnH- psbA) bolgelerini kullanarak bitkiler i¢in
evrensel barkod belirleme caligmalar1 yapmislardir (Ravi ve ark., 2008).

Yapilan arastirmada, Kaz Dagi endemik bitkilerinden Sideritis trojana Bornm. ve
Digitalis trojana lvan. tiirleri kullanilarak DNA barkodlamasi1 c¢alismasi yapilmistir.
Sideritis cinsi, aromatik bitkiler ag¢isindan olduk¢a zengin olan Lamiaceae familyasinin
iiyelerinden olup 46 tiir 53 taksondan olusmaktadir. Icerdigi taksonlardan 39 tanesi
endemik olan bu cins, %78,2’lik endemizm orami ile Tiirkiye florasinda oldukca dikkat
cekici bir ozellige sahiptir (Davis, 1988; Davis, 2000; Baser ve Kirimer, 1998). Sideritis
tiirlerinin toprak {iistii kistmlari ¢ay ve halk ilaci olarak eski yillardan beri kullanilmaktadir.
Bu tiirlerin antispazmodik, antifeedant (boceklerde istah nleyici), karminatif, analjezik,
sinir sistemi stimulanti, sedatif, antitussif ve antikonvulzan etkilere sahip oldugu kayithdir
(Aydin ve ark., 1986; Oztiirk ve ark., 1996; Sezik ve Ezer, 1984; Bondi ve ark., 2000;
Baytop, 1999; Yesilada ve Ezer, 1989). Ayrica halk arasinda genellikle “dag cayi, yayla
cay1r” olarak isimlendiren bu tiirlerden hazirlanan caylar soguk alginligi, oksiiriik ve
sindirim sistemi rahatsizliklarinda kullanilmakta ve bal yapici Ozelliklerinden dolay1
arillarca tercih edilmektedir (Baser ve ark., 1986; Sezik ve Ezer, 1983). Bu tiirler

fitokimyasal olarak bircok arasgtirmaci tarafindan incelenmis ve ucucu yag, diterpenoid,
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yag asidi, kumarin ve flavonoit grubu bilesiklerin varliklar1 rapor edilmistir (Sezik ve Ezer,
1983; Kirimer ve ark., 1999; Ozcan ve ark., 2001; Tomas- Barreran ve ark., 1988;
Gonzalez ve ark., 1972).

Aragtirmamizda, kullanilan bir diger bitki olan D. trojana Scrophulariaceae
familyasinda yer almaktadir. Kozmopolit bir familya olan Scrophulariaceae familyasinin
200’den fazla genusu ve 3000 kadar taksonu vardir (Secmen ve ark., 1970). Ulkemizde 30
genus ve 244’1 endemik (%56) olmak iizere toplam 456 taksonla temsil edilir. Digitalis
genusu ise 5’1 (%63) endemik olmak iizere 9 taksonla temsil edilmektedir (Davis, 1972,
1988). D. trojana iki veya cok yillik, otsu, 18 cm kadar uzunlukta koklii bir bitkidir (Uysal
ve Oztiirk, 1991). D. trojana calihk yamaclarda, kire¢ tash ucurumlarda, orman
acikliklarinda, bos ve nadasa birakilmis tarlalarda ve yol kenarlarinda bulunmaktadir
(Davis, 1972, 1988). Kiregce fakir, fosforca zengin ve organik maddece ¢ok zengin
topraklarda yetismektedir (Uysal ve Oztiirk, 1991). Digitalis taksonlarindan “Digitaline”
adi ile bitkinin yapraklarindan elde edilen madde tedavide kullanilmaktadir. D. trojana,
Digitalis taksonlar icinde yapraklarinda tasidigl Digitaline, glikozitler, saponinler ve tanen
bakimindan 6zellikle kalbe etkili olan glikozit miktar1 olarak en yiiksek olanidir (Tanker ve
Tanker, 1973; Tanker ve ark., 1988). D. trojana yapraklarinda glikozitlerden digitalinum,
verum, glukogitorozoit, lanatozit B, strospeit ve glukodigifukozit teshis edilmistir (Tanker
ve ark., 1988).

Arastirmamizda, matK geni ve trnH- psbA genler arasi bolge kullanilarak hem bu
lokuslarin kullanilan 6rnekler icin bir iyi bir barkod olarak gorev yapabilme 6zellikleri ve
diger kara bitkileri icin barkod olarak kullanilabilme olasiliklari hem de bu bolgeler
kullanilarak iilkemiz agisindan ¢ok onemli olan Kazdagi endemik bitkilerinden S. trojana
ve D. trojana tiirlerinin dizilerine bagh olarak diger tiirlerle iliskisi ve taksonomik olarak
simiflandirilmast ~ yapilmis  endemik  tiirlerin, dizilerine gére elde edilen

siniflandirilmalarinin taksonomik siniflandirmayla iliskisi anlagilmaya caligilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Hebert ve ark., 2004b yilinda kus tiirlerinin ayrimu ile ilgili yaptiklar arastirmada
Mitokondrial Sitokrom Oksidaz 1 (COI) geninin gecerliligini test etmislerdir. Kuzey
Amerika kugslarimin 260 tiirii icin COI barkodlarim1 belirlemigler ve tiirlerin ayirt
edilmesinin kolay oldugunu bulmuslardir. Biitiin bu tiirlerin farkli COI barkodlarina sahip
olduklar1 ve yakindan akraba tiirler arasindaki farkliligin tiir i¢i farkliliktan ortalama olarak
18 kat daha fazla oldugu gormiislerdir. Calisma global bir arastirmanin ek olarak bir¢cok
kus tiirti tamimlanmasina yol gosterecegini Onererek dort tane yeni Kuzey Amerika kus tiirii
tanimlamistir. Yapilan bu calismada ayrica diger hayvan gruplarinda dizi farkliliginin yeni
hayvan tiirlerinin kesfini hizlandirabilecegini ortaya ¢ikarmistir.

Lambert ve ark., 2005 yilinda yapmis olduklan ¢aligmada diinya biyotasinin ge¢mis
cesitliligini degerlendirmede DNA barkodlama tekniginin kullanilabilir olup olmadigini
arastirmiglardir. Bunu test ederken Yeni Zelanda’ya ait olan nesli tilkkenmis ve ucamayan
bir kus tiirii olan Yeni Zelanda deve kusu (Moa) grubuna ait olan bireylerin Mitokondrial
Sitokrom Oksidaz 1 (COI) geninin 5’ terminus kismin dizilemiglerdir. Yeni Zelanda deve
kuslar1 bu biiyiik okyanus kara pargasi iizerinde izolasyon halinde yayilmis olan biiyiik bir
takson grubundan olusmaktadir. Protein kodlayan ve 12S DNA dizilerini de iceren genis
bir veri kiimesinden yararlanarak bir zamanlar nesli tilkenmis Yeni Zelanda deve
kuslarinin sayis1 hakkinda kesin bir bilgiye ulagmiglardir. Yapmis olduklan ¢alismada, COI
barkod dizilerini iceren veri kiimesi kullanarak her bir Yeni Zelanda deve kusu tiiriiniin
saptanabildigini ve bununla birlikte tiir ici COI dizi varyasyonunun hepsinde diisiik
seviyede oldugunu gostermislerdir. Tiir icinde COI dizi farkliliklarinin %0-1,24 araliginda
siralandigini belirlemislerdir. Bu belirledikleri veride nesli tilkkenmis Yeni Zelanda deve
kusu tiirleri i¢in kisa COI dizilerinin bilinen tiirlerin tanimlanabilmesi disinda bilinmeyen
tiirlerin de tiir seviyesinde tanimlanmasinda kullanilabilirligini gostermistir. Daha genel
olarak COI dizileri diger nesli tiikenmis hayvan tiirlerini saptamak amaciyla
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Kress ve ark. (2005) Nicotiano tabacum ve Atropa belladonna ile yaptiklarn bir
calismada cicekli bitkilerde DNA barkodlarinin kullanilabilirliginin arastirilmasi igin iki
tirde plastid genomlarmin kullamlabilirligini karsilastirmis ve daha sonra 53 bitki
ailesinden 80 cins icerisinde bulunan 99 tiiriin {izerinde aday barkod bolgeleri test

etmislerdir. Yapilan ¢alismada iki umut verici bolge Onerilmistir, plastid niikleer intergenic
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spacer (trnH- psbA) ve RNA kodlayan niikleer genler icin internal transcribed spacer
(ITS). Arastirma sonuclarina gore, frnH- psbA bolgesi yiliksek ayrilma seviyeleri
sergilemistir fakat sadece 450 b¢ uzunlugunda oldugundan 600-800 b¢ uzunlugunda olan
tipik hayvan barkodlarindan daha kisadir. #rnH- psbA angiospermlerde kullanilabilir ve
kolay ¢ogaltilabilir bir bolge olmasina ragmen kisa uzunlugu evrensel bir kullanim icin
yeterli veri saglamayabilir. ikinci aday olarak gosterdikleri ise, rbcL kloroplastini da iceren
diger plastid bolgelerine gore daha hizli evrimlesen ITS bolgesidir. rbcL bitki sistematik
calismalarinda yaygin olarak kullanilmasina ragmen tiir seviyesinde tanimlamada kullanim
icin yavas evrimlesir ve yaklasik 1428 baz ¢iftine sahiptir. Ek olarak, bazi taksonlarda ITS
kullanimi da bazi kisitlamalar sergiler. ITS nin kullanilabilirligi 6zellikle adalarla ayrilmis
taksonlarda, bir¢cok kopyanin klonlanmasim1 gerektiren divergant paraloglar ve diisiik dizi
kalitesiyle sonuglanan ikincil yap1 problemlerini azaltir. Ancak bu iki bolge bir takim
kisitlamalara sahip olsa da ITS ve frnH- psbA bdlgelerinin kombinasyonunun bitki
barkodlamasi icin en iyi aday olabilecegini 6nermislerdir.

Newmaster ve ark. (2006) kara bitkilerindeki sorunu ¢dzmek i¢in 6z bir barkodlama
geni altinda yliksek derecede degiskenlik gosteren lokuslarin yerlestirilmesi yoniinde sirali
bir yontemin benimsenmesini onermislerdir. Arastirmacilar rbcL geninin umut vaat ettigini
isaret ederek bu genin ilk sira lokusu olarak hizmet edip edemeyecegini arastirmislardir.
Arastirmacilar rbcL. genini gen bankasinda biitiin biiyiik gruplarda genis gosterimi ile en
cok karakterize edilen plastid kodlayan bolge olmas1 nedeniyle sectiklerini, calismalarinda
bu gen iizerine odaklandiklarini ve diger plastid genleriyle karsilastirma bakimindan iyi bir
temel olacagim soylemislerdir. Gen bankasindan 10,000 iizerinde rbcL dizisinin analizleri
bu bolgenin 6z bolge olarak hizmet edebilecegini gostermistir. Bu bolgenin, hem cinslerin
ikili gruplar halinde karsilastirilmalarinin yaklagik olarak %85’inde tiirler arasinda ayrim
yapabilmek icin yeterli varyasyon gosterdigi bulunmustur. Calismalari, bu genin
karayosunlarinin barkodlama c¢alismalarinda da tek bir lokus olarak hizmet edebilecegi,
bununla birlikte diger kodlama yapan plastid bolgeleri ile birlikte degerlendirildiginde
biitiin kara bitkilerinde barkodlama calismalar icin ¢ok daha iyi bir adayin ortaya
cikabilecegini onermislerdir.

Robba ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada kirmizi alglerden kullanilan 38 6rnegi ve
gen bankasindan alinan 31 diziyi tanimlamada Mitokondrial Sitokrom Oksidaz alt {inite 1
(cox1) genini degerlendirmistir. Dizi verisi 6 alg takimim icerir: Bangiales, Ceramiales,
Corallinales, Gigartinales, Gracilariales ve Rhodymeniales. Yapmis olduklar1 calisma

sonucunda bu tiirlerin DNA barkodlamasi igin coxl dizisinin ayirt etmede potansiyel
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olarak kullanilabilecegini gostermistir. Mastocarpus stellatus (0-14 bc) ve Gracilaria
gracilis (10-11 bg) hari¢ analiz edilmis 539’dan fazla baz ciftinde tiir ici varyasyonu
sadece 0 ve 4 arasinda degerlendirmislerdir. Bangia fuscopurpurea, Corallina officinalis,
G. gracilis, M. stellatus, Porphyra leucosticta ve P. umbilicalis tiirlerinde kriptik cesitlilik
bulmuslardir. cox1 dizisini Porphyra tiirleri icin Rubisco dizisiyle kargilagtirdiklar1 zaman
cox1 dizisinin baslangic asamasinda tiirlesme ve kriptik cesitliligin acia cikarilmasinda
daha hassas oldugunu bulmuslardir.

Schneider ve Schuettpelz (2006) egrelti otu gametofitlerinin tanimlanmasinda DNA
barkodlamas1 yontemininin kullamimimi  kesfetmislerdir. Ciinkii egrelti otlarinin
tanimlanmas1 genellikle diisitk morfolojik karakterleri sebebiyle bir engel teskil etmektedir.
Yapmis olduklart ¢alismada, bilinmeyen bir kokenin kisir bir gametofitinden plastid rbcL
dizisini elde etmislerdir ve bu dizinin etkinligini belirlemek i¢in BLAST kullanmislardir.
Bu yontemi kullanarak gametofiti Osmunda regalis olarak tanimlamislardir. Bu
tanimlamanin  saglamhigini  ve tiirler arasinda farkliligmm belirlenmesinde rbcL
kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in Osmundaceous egrelti otu dizilerinin filogenetik
analizleriyle harekete gecmislerdir. Elde ettikleri sonuglarin, DNA temelli tanimlamanin,
egrelti otu gametofitlerinin ekolojisinin kesfedilmesinde biiyiik bir potansiyele sahip
oldugunun bir kanit1 oldugunu belirtmislerdir.

Smith ve ark. (2006) Diptera cinsinde barkodlama goriisiinii test etmek icin Belvosia
Robineau- Desvoidy toplulugundan 1830 parazitik sinege (Tachinidae) COI verisi
kullanmistir.  Sonuglar morfolojik goriislerin  biiyiikk 6lgiide molekiiler verilerle
desteklendigini gostermistir. Ancak morfolojik caligmalar tek basina bazi tiir gruplarinda
kriptik cesitliligi dogru olarak meydana ¢ikaramaz. Bu bulgu morfolojik olarak anlasilmasi
zor olan soylarin ¢ok belirgin molekiiler farkliliklar gosterdigi, Smith ve arkadaglarinin
yapmis oldugu calismayla paralellik gostermistir.

Yoo ve ark. (2006) yapmis olduklann calismada Koreli kus tiirlerinin
tanimlanmasinda COI barkodunun gecerliligini test etmislerdir. 92 Koreli kus tiirii icin
COI barkodunun 5’terminal ucunu belirlemislerdir. Ve bu belirlemis olduklar1 bolgeyle
tanimlamanin gayet acik oldugunu bulmuslardir. Yakindan iligkili tiirler arasindaki genetik
farkliligin tiir ici genetik farkliliktan ortalama 25 kat fazla oldugunu gozlemlemislerdir.
Ayni zamanda iki potansiyel kozmopolit tiir tammlamislardir. Yapmis olduklart ¢alisma
sonucunda tiirler arasindaki COI dizilerindeki biiyiik farkliligin bulgusu Koreli kus
tirlerinin  tanimlanmasinda COI  barkodlarinin  kullamilabilirliginin ~ gecerliligini

dogrulamastir.
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Vischi ve ark. (2006) Helianthus annus, Helianthus argophyllus, Helianthus debilis,
Helianthus tuberosus adli dort aycicegi Ornegini plastid #rmH- psbA intergenic spacer
kullanarak molekiiler seviyede karakterize etmislerdir. #rnH- psbA intergenic spacer
dizisini tiir ve 6rnek tanimlamasi icin bir ara¢ olarak DNA barkod sisteminin gelismesi
dogrultusunda se¢mislerdir. rrnH- psbA plastid bolgesini spesifik primerler kullanilarak
PCR ile ¢ogaltmiglar ve ABI Prism 3730 Automated DNA dizileyicisi ile dizilemislerdir.
Tir ici ve tiirler arast dizi varyasyonunu DNA barkod sistemi kullamlarak
degerlendirmislerdir. Dizi diizenlemesinden sonra, tiir i¢i varyasyonu ya cok az ya da yok
denecek kadar az, buna karsin SNP, indel, SSR uzunluklarina bagh olarak tiirler arasi
varyasyonu her bir tiiriin belirgin alarak tanimlanabilmesi i¢in yeterli bulmuslardir. Kisaca
arastirmacilar yapmis olduklar1 bu calismada analiz edilen dort aycigegi tiiriiniin her birinin
dogru bir tanimlanmasi i¢in trnH- psbA intergenic spacer bolgesindeki degiskenligi yeterli
bulmusglardir.

Taberlet ve ark. (2007) tarafindan trnlL (UAA) intronunun barkodlama dogrultusunda
kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Onlar hem biitiin bir intronun hem de intronun kismi
bir parcasinin (P6 intron) kullanilabilirligini kontrol etmislerdir. Bu bdlgenin
¢Oziiniirligiiniin oldukga diisiitk olmasina ragmen, yiiksek derecede korunmus primerler
sebebiyle cogaltim kolayligin1 ve biiyiikk Ol¢lide degrede olmus Orneklerden cogaltima
yardim eden cogaltim sisteminin kuvvetliligini kapsayan bircok avantaja sahip oldugunu
bulmuslardir.

Huang ve ark. (2007) Cin yer solucanlar1 arasindaki farkliliklar1 ¢6zmek icin arag
olarak Mitokondrial Sitokrom Oksidaz 1 genindeki dizi ¢esitliligini 6l¢miislerdir. 6 cins ve
28 tiir iiyesi degerlendirilmis ve tiirleri tiim sartlarda basarili bir sekilde ayirt etmislerdir.
Tiir ici dizi farkliigimi %1’den az, tiirler arasi farkliligin her kosulda %15’den fazla
oldugunu bulmuslardir. Eisenia fetida bireyleri arasindaki farkliligin ¢ok yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir (%7,8’e kadar), ancak bunun tanimlanmamus kardes tiirler veya alt tiirler
varligimm temsil edebilecegini savunmusglardir. Arastirmacilar, DNA barkodunun yer
solucanlarin1 ayirmada giiclii bir ara¢ oldugunu ve klasik morfolojiye biitiinleyici bir yarar
sagladig sonucuna varmiglardir.

Nelson ve ark. (2007) Avustralya’dan Chrysomya cinsine ait (Diptera:
Calliphoridae) 6nemli 9 et sinegi tiiriiniin tanimlanmas1 i¢in Sitokrom Oksidaz 1 DNA
barkodlarinin kullanilabilirligini test etmislerdir. 658 baz c¢ifti uzunlugundaki COI geni 9
Chrysoma ve 3 Calliphorid dig grubunu temsil eden 56 ornekte dizilenmistir. Niikleotid

dizi farkliliklar1 ‘Kimura- Two- Parameter Distance’ modeli kullanilarak hesaplanmistir ve
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Neighbor Joining (NJ) analizleri tiirler arasinda orneklerin farkliliklariin grafik olarak
gosterimini  saglamak icin yapilmistir. Biitiin tiirler NJ agacinda resiprokal olarak
monofiletik ¢oziimlenmistir. Tiir ici dizi farkliliklar1 %0,097 (%0-0,612 arasinda siralanir,
standart hata %0,119), tiirler arasi1 dizi farkliliklar1 ise %6,499 (%0,458-9,254 arasinda
siralanir, standart hata %1,864) olarak bulunmustur. Yapmis olduklart ¢aligmada bu
sonuclara dayanarak COI barkod tanimlama sisteminin Avustralya kiyilarindaki
Chrysomya tiirlerinin tanimlanmasi i¢in uygun oldugunu belirtmislerdir. Ayrica COI
barkodu Avustralya Chrysomya tiirlerinin ayrilmasi i¢in yeterli ¢6ziim saglamis olmasina
ragmen bu c¢alisma ITS2 adli niikleer genin de bazi kosullarda siipheli Ornek
tanimlamasinda ekstra bilgi sagladigin1 gostermistir.

Kress ve Erickson (2007) kodlanan ve kodlanmayan bdlgeleri igeren barkod lokusu
varsayllan 9 barkodun tekli veya ciftli halde filogenetik olarak farkli 48 cins kiimesi
karsisinda (her cins i¢in iki tiir) evrimsel uygulamalarinmi ve dizi farkliligi derecelerini
kargilastirarak, evrensel bir barkod sistemi degerlendirmislerdir. Tek lokus, cinslerin ¢iftler
halinde olan tiirleri arasinda %79’dan fazla ayrim yapamazken, kodlanmayan bdolge trnH-
psbA spacer rbcL’yi de igeren 3 kodlanan bolgelerden biriyle birlestigi zaman ayrim
%88’e yiikselmistir. Silico denemelerinde gen bankasindan DNA dizileri kullanarak bu
lokuslarm bir alt kiimesinin ayirimci giiciinii daha fazla degerlendirmek i¢in yiiriitiilmiistiir.
Bu denemeler daha onceki gozlemler gibi rbcL ile eslesmis trnH- psbA bolgesinin akraba
tiirler arasinda dogru tamimlamay1 ve ayrimi yapabildigini desteklemistir. Sonug olarak,
kodlama yapmayan trnH- psbA bolgesi ve kodlama yapan rbcL. gen kombinasyonunu
gerekli evrenselligi ve tiir ayrmim saglayan iki lokuslu evrensel bitki lokusu olarak
Onermislerdir.

Ekrem, Willassen ve Stur (2007) 1sirmayan tatarcik sinekleri (Diptera:
Chironomidae) ile yaptiklar1 bir ¢alismada kismi cox1 geni dizilerinin barkod olarak
kullanilabilme olasiligim arastirmiglardir. Baslica Micropsectra, Parapsectra ve
Paratanytarsus iizerinde odaklanarak Cladotanytarsus, Micropsectra, Parapsectra ve
Paratanytarsus, Rheotanytarsus, Tanytarsus ve Virgatanytarsus cinsleri icinde yer alan 47
tiiriin 97 orneginden DNA izole etmislerdir. Arastirma sonucunda, standard barkodlama
primerleri ile farkli yasam dongiilerinden, farkli ekstraktlardan cox1 geninin kolayca
cogaltilabildigini, cox1 Kkiitiiphanesinde mevcut olan barkodlarin tiir tanimlamada
milkemmel araglar olabilecegini, eger iyi eslesen bir cox1 dizisi kiitiiphane icinde mevcut
degilse, bilinmeyen bir taksonun yaklasik olarak tahmininin, Tanytarsa alt takimina dogru

olmadigin1 gostermislerdir.
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Sass ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada ‘Plant Working of the Barcoding of
Life (CBoL)’ tarafindan onerilen kloroplast bolgeleri ve iki alternatif, kloroplast psbA-
trnH spacer ve niikleer ribozomal internal transcribed spacer (nrITS) bolgelerinin,
Cycadales 1iyeleri icin essiz bir tamimlayici olusturmada kullanilabilirliklerini test
etmiglerdir. Cogaltim kolayligini, evrensel primerlerle dizi iiretimini ve reaksiyon
sartlarini, Onerilen her bir yedi marker i¢in belirlemislerdir. Buna karsin onerilen hicbir
marker test edilen hicbir tiir i¢in essiz bir tamimlayici saglamamistir. Dizileme zorluklar
nr(ITS) icin bir dezanavataj olarak kalsa da nr(ITS) degiskenligi bakimindan en umut
verici tanimlayici olarak belirlenmistir.

Newmaster ve ark. (2007) yaptiklan arastirmada 6 kodlanan (Universal Plastid-UPA,
rpoB, rpoC1, accD, rbcL, matK) ve bir kodlanmayan (trnH- psbA) kloroplast lokuslarinin
Compsoneura cinsinde kullanilabilirligini hem tek hem de coklu bolge yontemlerini
kullanarak goreceli olarak belirlemeyi amaglamiglardir. Test ettikleri 5 bolgenin (UPA,
rpoB, rpoCl, accD, rbcL) tiirler karsisinda degisken olmadigini, bolgelerden iki tanesinin
(matK, trnH- psbA) onemli derecede varyasyon gosterdigini ve hindistan cevizinde
barkodlama ¢aligmalarinda umut verici oldugunu gostermislerdir. Kismen degisken bolge
matK ve biraz daha degisken bolge olan trnH- psbA kullanilarak meydana getirilmis ikili
gen yonteminin, ornek olarak denedikleri heniiz evrimlesmis C. sprucei ve C. mexicana
tiirlerini de igeren biitiin Compsonuera tiirleri arasinda ¢oziim sagladigimi gostermislerdir.

Chase ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢aligmada, tiim kara bitkilerinin barkodlamasi
icin standart protokol olarak plastid DNA’sinin 3 bolgesini kullanmay1 amaglamislardir.
Aym zamanda daha Onceden avantajlann ve dezavantajlar tartisilmig, Onerilmis diger
markerleri de yeniden gozden gecirmislerdir. Calismalarinda plastid DNA’sindaki diisiik
varyasyon seviyeleri ii¢ bolgeyi gerekli kilmistir. Bu bolgeler; hayvanlardaki mitokondrial
DNA kadar hizli evrimlesebilen plastid olmayan bolgeler, kodlanan bolgeler ve
kodlanmayan bolgelerdir. Chase ve ark. kara bitki barkodlamasi i¢in uygun markerler
olarak 1) rpoCl, rpoB ve mat K veya 2) rpoCl, matK, psbA-trnH gibi iiclii bolge
opsiyonlarini igeren iki bolge taslagi ¢izmislerdir.

Morfolojik olarak birbirlerinden ayrilmalart zor olan diatomlar1 tanimlamak oldukca
zordur ve kriptik tiirler bu sebeple diatomlar igerisinde yaygindir. Biyocgesitliligi ve
biyocografyas1 gibi tartismali konular1 olan diatom tiirlerinin ¢6ziimlenmeye ihtiyact
vardir. Evans ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklari calismada Sellaphora pupula agg.
morfotiirii modeli dahilinde kriptik tiirleri ayirrmak i¢in ek bir¢ok genin (cox1, rbcL, 18S ve

ITS rDNA) etkinligini degerlendirmislerdir. cox1 gen bolgesinin diatomlar i¢in tanimlama
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arac1 olarak kullamlabilirligi ilk defa degerlendirilmistir. cox1 primerlerinin siralanmasini
Sellaphora ve cesitli grup dis1 taksonlarda test etmislerdir. Diziler, 22’si Sellaphora
taksonuna ait olan 34 izolat i¢in ve Pinnularia, Eutonia ve Tabularia adli 3 grup dist
diatom i¢in saglanmistir. Tiir i¢i farkliliklar 0-5 baz cifti arasinda (%0,8), tiirlerarasi
farklilik seviyesini en az 18 baz cifti (%c.3) olarak bulmuslardir. coxl divergansini
genellikle rbcL divergansindan cok daha fazla ve daima 18S rDNA’dan fazla degisken
olarak tespit etmiglerdir. ITS rDNA dizilerini cox1’den daha degisken bulmuslar ancak
genom ici degiskenlikle ilgili bilinen bazi1 problemlerin onun tanimlamada kullanilmasina
kars1 bir engel olabilecegine dikkat cekmislerdir. Daha fazla bilgi ve daha az dizileme
cabasi coxl dizisinin diatom tanmimlamasinda c¢ok kullamighh bir yardimci olabilecegi
anlamimna geliyordu. Ayn1 zamanda  Sellaphora tiirleri arasinda filogenetik iligkileri
tammlamada cox1 dizisinin kullanilabilirligini  degerlendirmisler ve rbcL ile
karsilagtirmislardir. Agac topolojilerini ¢ok benzer bulmuslar, buna ragmen cox1 icin
destekleyici degerleri genellikle daha diisiik bulmuglardir.

648 bc uzunlugundaki Mitokondrial Sitokrom Oksidaz 1 geni (COI) hayvanlar i¢in
0z barkod bolgesidir, fakat bu barkod bolgesinin kullanilabilirligi mantarlarda test
edilmemistir. Seifert ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada COI dizileri iceren 38
fungal takson i¢in COI geninde dizi farkliliklarinin incelemesini baslatmislardir. COI
dizisinin tiir tammlamada etkili oldugu sonucuna varilmasi nedeniyle, COI bolgesinin 545
baz ciftlik bolgesi icin primer dizayn etmisler ve Penicillium alt cinsinden 58 Penicillium
tiirii ve 12 benzer tiirii de i¢ine alan bir¢ok sus i¢in diziler meydana getirmislerdir. Fungal
mitokondrial genomun intron icerdigi yoniinde yaygin literatiir raporlarina ragmen Seifert
ve ark. 370 Penicillium susundan sadece 2 tanesinde intron saptamislardir. 58 tiiriin 38
omeginde belirgin COI dizileriyle uyum saglayan topluluklar olusmustur. COI dizi
farkliliklan tiir icinde ortalama olarak %0,06 olarak bulunmustur ve internal transcribed
spacer ntDNA veya B-tubulin dizileri (Ben A) i¢in daha diisiikk degerlere sahip oldugu
belirlenmistir. Tiirler arasindaki COI dizi farkliliklar1 ise ortalama %5,6 olarak
bulunmustur ki bu deger internal transcribed bolge ile karsilastirilabilir, ancak bulunan
degerin Ben A’ dan elde edilen degere gore daha diisiik oldugu saptanmistir (%14,4). En
sondaki gen daha yiiksek taksonomik ¢6ziim saglamis olmasina ragmen COI’in cogaltimi
ve siraya dizilemesi daha kolay olmustur. Arastirmacilar Penicillium iizerinde elde edilen
sonuclarin diger bir¢ok takson i¢in 6rnek ispat etmesi halinde, COI dizisinin bir¢ok takson

i¢in giivenilebilir olacagimi sdylemislerdir.
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Lahaye ve ark. (2008a) iki popiiler biyocesitlilik noktasindaki (Orta Amerika ve
Giiney Afrika) yogun tarla koleksiyonlarimi ele alarak 1600’den fazla ornek kullanarak
potansiyel 8 barkodu karsilagtirmiglardir. Daha onceki bitki ¢aligmalarina da giderek tiir
basina cok fazla katilimdan yararlanarak, tiirler arasinda ve tiir icindeki varyasyonlarda ne
derecede DNA barkodlama bdlgelerinin mevcut oldugunu degerlendirmislerdir. Yeterli
varyasyon orani, kolay ¢ogaltim ve kolay dizilenme vermesi nedeniyle ¢igekli bitkiler i¢in
matK genini evrensel DNA barkodu olarak tanimlamislardir. Ek olarak 1000°den fazla
Orta Amerika orkidesinin analiziyle, yalnizca matK ile yapilan DNA barkodlamasi kriptik
tiirleri agiga cikarmig ve ‘Convention on International Trade of Endangered Species
(CITES)’ ekinde listelenen tiirlerin tanimlamasinda yarar saglamistir.

Stahls ve Savolainen (2008) Kuzey Avrupa Baetis vernus taksonu (Ephemeroptera,
Baetidae) gruplarimin tiir smirlarnin - anlagilmast  igcin - kismi  mitokondrial COI
fragmentlerini arastirmislardir. Finlandiya’da mevcut olan bu tiiriin drnekleri toplanmis
ancak daha cok morfolojik ve taksonomik olarak karigikligr belirgin olan tiirler iizerinde
odaklanilmigtir. Sonug¢ olarak; Baetis vernus Kimmins ve B. macani Curtis tiirlerinin
haplogruplarda tiir i¢i dogrulanmamis diverganslar %0,3- %0.4 arasinda ve tiirler arasi
divergansin ise %13.1’den %16.5’e degisen degerlerde dizilenerek molekiiler olarak
belirgin fakat morfolojik olarak kriptik tiirleri icerdigine giiclii bir kanmit gostermistir. Bu
bulgular sonucunda haploid dagilimlar1 daha iyi anlamak icin daha ileri taksonomik
bilgilere ihtiya¢ oldugu anlagilmistir. Kisacast Stahls ve Savolainen (2008) yapmis
olduklar1 caligmada morfolojik ve molekiiler verilerin biitiinlesmesinin 6nemini ve ek
niikleer DNA dizi verilerinin kullanilmasinin gerekliligini vurgulamislardir.

Adoxophyes orana kompleksinde tiir tamimlamasi iiyeler arasindaki morfolojik
benzerliklerden dolay1 tarihsel olarak ortaya cikmis bir probleme sahiptir. Morfolojik
olarak benzerliklerden ¢ok feromonal ¢alismalar tiirler arasinda ekolojik olarak ayrimlar
icin daha iyi bir belirleyici olarak onerilmistir, molekiiler bir kanit heniiz saglanamamistir.
Park ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada diger COI bolgesi (~ 940 bg) ve 18S rDNA
(~1820 bg) bolgelerinde oldugu gibi ~660 b¢ COI barkodlama bolgesini Kore ve
Japonya’daki tiirler icin dizilemislerdir. Kore’de A. orana olarak toplamis olduklar
orneklerin Japonya’daki A. orana fasciata ile, Kore A. honmai tiiriiniin Japon A. honmai
tirli ile ©zdes oldugunu belirlemislerdir. Daha o6nceden Kore’de A. orana olarak
tanimlanmis olan Adoxophyes tiiriiniin aslinda A. orana olmadigin ve iigiincii belkide yeni

bir tiir olabilecegini, Japon A. dubia tiiriiniin Japonya ve Kore’de ki A. honmai ile 6zdes

22



BOLUM 2- ONCEKi CALISMALAR Meltem TEZCAN

oldugunu belirlemislerdir. Aym1 zamanda tiirler arasinda ve tiirlerin filogenetik agaclar
arasinda ‘p- distances’ bu calismada saglanmistir.

Lahaye ve ark. (2008b) yapmis olduklar1 ¢alismada Afrika’nin giineyinde yer alan
Kruger National Park’in Maputaland biyocesitlilik kismin1 iceren yogun tarla
koleksiyonlarindaki agac ve caliliklar iizerine odaklanmislardir. Agaclarin ve caliliklarin
seciminden yola ¢ikarak, yiiksek potansiyele sahip barkodlar1 karsilastirmislardir.
Bunlardan 6 tanesi ‘Plant Working Group’ tarafindan, 2 tanesi ise Kress ve ark. (2007)
tarafindan Onerilmistir. Tiir ici ve tiirler aras1 genetik farkliliklan, istatistiksel testleri,
filogenetik ve coalescense analizlerini Ol¢ebilmek icin bir dizi metrik uygulamiglardir.
Onceki bitki calismalariyla karsilastirmalar yaparak, tiir bagina ¢oklu lokus katilimlarindan
da yararlanarak tiir i¢i ve tiirler arasinda mevcut olan varyasyonlar1 hangi DNA barkod
bolgesinin sagladigin1 degerlendirmislerdir. Plastid matK genini cicekli bitkiler icin
evrensel barkod olarak tanimlamiglardir. Bu genin tekli lokus olarak da kullanilabilecegini,
aynt zamanda #rmH- psbA ile kombinasyon halinde kullanilmas1 durumunda
performansinda bir miktar artma oldugunu onermislerdir. Ek olarak, Ki- Joong Kim
(University of Seoul) tarafindan onerilen lokuslarin bir dnceki barkodla kombinasyonunu
degerlendirmislerdir.

Ferri ve ark. 2008 yilinda yapmis olduklar calismaya gore 30 farkl bitki tiirii icin 2
farkl1 intergenic spacer bolgesi secmislerdir. psbA- trnH ve trul- trnF intergenic spacer
bolgelerine 6zgii evrensel primerleri kullanmiglardir. Her iki bolge icin cogaltim ve
dizileme oldukca kolay olmustur. Arastirmacilar BLAST programindan yararlanarak (E-
value, Maximum Identity value gibi degerleri ele alarak) iki gen birlikte analiz edilirse
dogru tiir tantmlama olasiliginin oldukga agik oldugunu belirtmislerdir.

Selvaraj ve ark. 2008 yilinda yapmis olduklart arastirmada Zingiberaceae
familyasinda matK geni ile calismislardir. matK gen dizisini gen bankasindan saglamislar
ve analizler icin kullanmiglardir. Arastirmacilar varyantlarin, parsimony bolgesinin
patternlerin, transisyon/ transversiyon oranlarinin ve filogeninin analizlerini yapmak
istemisler ve aym zamanda matK geninin DNA barkodlamasi i¢in kullanimuiyla ilgili
aciklama getirmislerdir. Arastirmacilar matK geninin Zingiberaceae familyasi icin DNA
barkodlamasi i¢in yeterli varyasyon icerdigini ve DNA barkodlamada iyi bir aday oldugu
sonucunu ¢ikartmislardir. Zingiberaceae familya iiyelerinin ayrilmasi i¢in barkod olarak
matK genine ait 115-130, 680-690 ve 1455-1465 nikleotid pozisyonlarindan

secilebilecegini dnermislerdir.
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Edwars ve ark. (2008) Aspalathus L. (Fabaceae: Crotalarieae) bitki genusu igin {ic
potansiyel barkod bolgesini (niikleer ribozomal ITS ve plastid psbA- trnH ve trnT- trnl
intergenic spacer) arastirmislardir. Aspalathus filogenetik calismalarda diisiik DNA dizi
varyasyonu ortaya koyan biiyiik bir genustur (278 tiir). psbA- trnH ve ITS bolgeleri i¢in 51
tiirli veri kiimesinde sirastyla dizilerin %45’ ve %16’s1 en az bir bagka tiiriin dizisiyle
benzerlik gostermistir, iki tiirde ise her iki bolge kombine halde oldugunda bile ayrim
gozlenememistir. Tam tersi trnT- trnL, bu veri kiimesindeki biitiin tiirler arasinda ayrim
yapabilmistir. Daha genis, 82’den fazla tiirii kapsayan 5 pairwise karsilastirilmasinda 7 tiir,
iki bolge kombine hale getirildginde tamimlanamaz kalmistir. Dizi verisi tarafindan
tanimlanamayan 5 cesit tiiriin 4’u kalitatif ve kantitatif morfolojik verinin kombinasyon
halinde kullanilmasiyla ayirt edilebilmistir. Bu grupta barkodlamanin zorlugu her ii¢
bolgede de tiir i¢i varyasyon tarafindan arttirilmistir. psbA- trnH bolgesi durumunda, tig tiir
i¢i Ornegin en az bagka bir tiirle ayn1 diziye sahip oldugu gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak
bitki barkodlamasi i¢in su an aday olarak gosterilen psbA- trnH, yapmis olduklar

calismada en az ayrim yapabilen bolge olmustur.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak kullanilan Kaz Dag1 endemik bitkilerinden Digitalis trojana
Ivan. 06.08.2008 tarihinde Balikesir- Kaz Dag 39° 39° 52,9" N, 26° 56° 31,1" E
koordinatlarindan ve 807 metre rakimdan toplanmistir (Sekil 3.1.). Sideritis trojana
Bornm. ayn1 tarihte Balikesir- Kaz Dagi 39° 417 30,2” N, 26° 527 30,1"” E koordinatlarindan
ve 1694 metre rakimdan toplanmistir (Sekil 3.2.). Kazdaglarnn Kuzeybati Anadolu’da yer
almakta olup Marmara ve Ege bolgelerinin dogal sinirin1 olusturmaktadir. Ayrica bu daglar
Avrupa- Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan flora bolgelerinin de kesisim alaminda yer
almaktadir. En yiikksek noktasi 1774 m olan dagda biiyilkk oranda paleozoik sistler
yayginken zirve kisimlarinda kristalize kalkerler bulunmaktadir. Bu dagdaki endemiklerin
bir ¢ogu Kazdaglari’nin izole bir masif olmasindan dolay1 sadece bu daga o6zgii ve dar
yayilishdirlar (Ozel ve Gemici, 2001).

DNA barkodlamasi ¢alismasinda Digitalis trojana ve Sideritis trojana tiirlerine ait
dizilerle kullanilmak {izere gen bankasindan toplam 44 tiire ait dizi alinmistir. frnH- psbA
lokusuyla calisilmis D. trojana tiiriine ait dizi ile birlikte kullanilmak {izere 5 tiire ait dizi
(dizilerin hepsi Plantaginaceae familyas1 tiirlerine aittir, aksesyon numaralari:
AF531772.1, AJ429349.1, AJ429346.1, AF052002.1, AF375185.1), matK lokusuyla
calisilmis D. trojana tiiriine ait dizi ile birlikte kullanilmak iizere 5 tiire ait dizi (dizilerin
hepsi Scrophulariaceae familyas: tiirlerine aittir, aksesyon numaralan: AF531772.1,
AJ429349.1, AJ429346.1, AF052002.1, AF375185.1), trnH- psbA lokusuyla calisilmis S.
trojana tiiriine ait dizi ile birlikte kullanilmak tizere 5 tiire ait dizi (dizilerin hepsi
Lamiaceae familyas: tiirlerine aittir, aksesyon numaralari: AY792671.1, AY792670.1,
EUS590862.1, EU590859.1, EU590864.1), marK lokusuyla ¢alisilmis S. trojana tiiriine ait
dizi ile birlikte kullanilmak iizere 28 tiire ait dizi (dizilerin hepsi Lamiaceae familyasi
tirlerine aittir, aksesyon numaralari: AB284176.1, AB284182.1, AB284177.1,
AB284175.1, AB284180.1, AB284179.1, AF315305.1, AB284178.1, AF315298.1,
AF315297.1, AF477756.1, AF315296.1, AF315300.1, AF315294.1, AF315295.1,
AF336235.1, AF477758.1, EF395812.1, EF395811.1, EF395815.1, EF395814.1,
EF395813.1, EF395816.1, EF395810.1, AJ429332.1, AF531780.1, AF477761.1,
AF315304.1) gen bankasindan alinmaistir.
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Sekil 3.1. Digitalis trojana Ivan. (bitki, Balikesir- Kaz Daglari’ndan toplanmistir. Bitkinin
toplandig1 koordinatlar: 39° 39°52,9" N, 26° 56" 31,1"” E, Rakim 807 metre).

Sekil 3.2. Sideritis trojana Bornm. (bitki, Balikesir- Kaz Daglari’ndan toplanmistir.
Bitkinin toplandig1 koordinatlar: 39° 41° 30,2" N, 26° 52° 30,1"” E, Rakim 1694 metre).
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Bitkisel materyaller (Digitalis trojana ve Sideritis trojana) Tiirkiye B1 Balikesir
Canakkale Kaz Dag’inda toplandiktan sonra bitkilerin yaprak kisimlar1 Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda mikrosantrifiij tiiplerine konulmus
ve mikrosantrifiij tiiplerin kapagina delik acilarak sivi azot igerisine aktarilmis ve
dondurulmustur. Aristotle Universitesi’ne gotiiriilmek iizere -80°C’da muhafaza edilmistir.
Ayrica Aristotle Universitesi'ne Digitalis trojana ve Sideritis trojana tiirlerine ait taze

ornekler de gotiiriilmiistiir. DNA barkodlamasi ¢alismasi i¢in taze 6rnekler kullanilmistir.

3.2. Yontem
DNA barkodlama yontemi genel olarak 7 basamagi icermektedir.
1) Genomik DNA Oziitiiniin Eldesi
2) DNA Coktiiriilmesi
3) Elektroforez
4) PCR
5) PCR Uriiniiniin Elektroforezi
6) PCR Uriiniiniin Dizi Analizi
7) Biyoinformatik

3.2.1. Genomik DNA Ayristirilmasi

a. Bitkisel materyaller sivi azot igerisinde 6giitiilmiistiir ve mikrosantrifiij tiiplere
aktarilmastir.

b. Her bir bitki i¢in 400 ul olacak sekilde 6ziit tamponu hazirlanmistir. (6ziit tampon
icerigi: 200 mM Tris-Cl pH: 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA pH: 8, %0,5 SDS, steril
su) Her bir mikrosantrifiij tiip icerisindeki ogiitiilmiis bitkisel materyal tizerine 400 pl oziit
tampon eklenmistir. 10-15 saniye boyunca vorteks ile karistirilmistir. Oziit tamponunun
hazirlanis1 ekler boliimiinde verilmistir (Ek 1).

c. Karistirma iglemi sonrasinda 13200 rpm’de 5 dk santrifiij uygulanmastir.

d. 300 pl dokelti kistm alinip yeni, steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir ve
tizerine 300 pl izo- propanol eklenmistir (vorteks kullanilmadan karistirma islemi
yapilmaistir).

e. 300 ul dokelti ve 300 pl izo- propanol i¢eren karigimin santrifiijii 13200 rpm’de 5
dk olarak uygulanmistir.

f. Dokelti kisim atilarak, ¢okelti tizerine %70’1ik etanol eklenmistir ve tekrar 13200

rpm’de 5 dk santrifiij uygulanmustir.
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g. Dokelti kisim atilarak, ¢okelti 1 saat boyunca Hava Uflemeli Kabin (Laminar Air
Flow) icerisinde kurumaya birakilmistir.

h. Dokeltinin kurumasinin ardindan her bir mikrosantrifiij tiiptiniin icerisine 100 pl
10:1 Tris- EDTA (1 ml 1M Tris- Cl pH: 8,0 ve 0,2 ml 0,5 M EDTA kanstirilarak son
hacim dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmistir) konulmustur.

1. DNA’nin daha iyi c¢oziilebilmesi icin 10:1 Tris- EDTA (TE) ¢ozeltisi i¢indeki
cokelti 1 gece boyunca +4°C’da bekletilmistir (tercihen +20°C’da 1 saat bekletilebilir)
(Weigel ve Glazebrook, 2002).

Genomik DNA aynstirilmast i¢in kullanilan stok c¢ozeltilerin hazirlanis1 ekler

boliimiinde verilmistir (Ek 2).

3.2.2. DNA’min Coktiiriilmesi

Genomik DNA ayrigtirilmasini takiben PCR’da daha iyi sonuglar almak i¢in DNA’y1
sulu c¢ozeltilerden, RNA ve proteinlerden arindirmak amaciyla presipitasyon islemi
yapilmistir.

a. +4°C’dan alinan mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine son derisim 100- 200 pg/ml olacak
sekilde RNaz eklenmis ve 37°C’da 2 saat su banyosunda bekletilmistir.

b. Fenol:kloroform (25:24 v/v): Bu asamada eklenen fenol- kloroform miktart
baslangic 6rnek miktariyla esit olmalidir (+4°C’ dan alinan mikrosantrifiij tiiplerinin
icerisinde 100 pl 6rnek oldugu icin 100 pl fenol:kloroform (25:24 v/v) eklenmistir). 30
saniye boyunca cok iyi bir sekilde vorteks ile karistirllmistir. Vorteks islemi ardindan
13200 rpm’de 15 dk santrifuj uygulanmistir.

c. Dokelti kisim steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Aktarilan dokelti kismin
2,5 kat1 kadar saf etanol eklenmistir. Ve aktarilan dokelti kismin 1/10°u kadar 3 M sodyum
asetat (pH: 5,2) eklenmistir. Mikrosantrifiij tiip icerisindeki karigimin hafifce elle
karigsmasi saglanmis ve -20°C’de 1 gece boyunca bekletilmistir.

d. -20°C’ da 1 gece bekletilen 6rnekler dikkatli bir sekilde dondurucudan alinarak
13200 rpm’de 15 dk santrifuj uygulanmastir.

e. Dokelti kisim atilmistir ve cokelti tizerine %70’lik etanol c¢ozeltisinden 600 pl
eklenmistir. 13200 rpm’de 5 dk santrifuj uygulanmistir.

f. Dokelti kisim tekrar atilmistir ve ¢okelti 1 saat boyunca Hava Uflemeli Kabin
(Laminar Air Flow) igerisinde kurumaya birakilmistir.

g. Cokeltinin kurumasinin ardindan her bir mikrosantrifiij tiipii igerisine 100 pl Tris-

EDTA (TE 10:1) konulmustur.
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h. DNA’nin daha iyi ¢oziilebilmesi i¢in 10:1 Tris- EDTA (TE) ¢ozeltisi i¢indeki
cokelti 1 gece boyunca +4°C’ da bekletilmistir (tercihen +20°C* da 1 saat bekletilebilir)
(Sambrook ve Russell, 2001°den uyarlanmistir).

DNA c¢oktiiriilmesi i¢in kullanilan stok c¢ozeltilerin hazirlamisi ekler boliimiinde

verilmistir (Ek 3).

3.2.3. Elektroforez

Agaroz jelin hazirlanmasi Cizelge 3.1.’de verilmistir. Elektroforezde kullanilan stok
cozeltilerin, hazirlanis1 ekler boliimiinde verilmistir (Ek 4, Ek 5). (1XTAE tamponu eldesi
icin SOXTAE tamponundan 20 ml alinarak 980 ml dH,O ile 1 L’ye tamamlanmistir.
S0XTAE tamponunun saklama kosullar1 oda sicakligi, 6X yiikleme tamponunun saklama
kosullar1 -20°C ).

Cizelge 3.1. Agaroz jelin hazirlanmasi

Kimyasal Alman miktar Cozeltinin son hacmi
Agaroz (Sigma A5093) 0,8 gr
IXTAE 100 ml
Ethidium Bromiir (10mg/ml) Sul
100 ml

Orneklerin yiikleme icin hazirlanmasi i¢in 5 ul 6rnek 1,5 pl 6X yiikleme tamponu
(Bromophenol Blue) karistirlmistir. 1 kb DNA marker (Genscript, Katalog numarasi:
M1010) jele yiiklenmistir. 100 volt 95 miliamper akimda 40 dakika boyunca

yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi bittikten UV 1s181nda gozlenmis, fotograflan ¢ekilmistir.
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Sekil 3.3. Kullanilan DNA Marker(Genscript, Katalog numarasi: M1010).

3.24. PCR

3.2.4.1. PCR ile DNA Bolgelerinin Cogaltilmasi islemi

PCR Takara firmasmma ait PCR kitiyle (Katalog numarasi: RROO1A)
gerceklestirilmistir. PCR karigimlari, bilesenleri ve miktarlann Cizelge 3.2°de her
verilmistir. PCR reaksiyon kurulumu buz iizerinde gerceklestirilmistir. Primerler, protein
kodlama yapan marK (maturase K) genine ve kodlama yapmayan trnH- psbA (intergenic
spacer) bolgesine gore dizayn ettirilmistir. matK genine gore dizayn edilmis 390F ve 1326
R primerleri (Cuénoud ve ark., 2002) ve trnH- psbA (intergenic spacer) bolgesine gore
dizayn edilmis trnHf ve psbA3’f primerleri kullanilmistir (Kress ve ark., 2005). matK
(maturase K) genine ve trnH- psbA (intergenic spacer) bolgesine ait primerlerin baz
dizilisleri Cizelge 3.3.’de gosterilmistir. PCR reaksiyon segmentleri ve dongii sayisi

Cizelge 3.4.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. PCR karisimlari, bilesenleri ve miktarlari

PCR Karisimlari Bilesen Miktar (ul)
10X Ex Taq Buffer (MgCl, igeriyor) 2 pl
dNTP mix (2,5 mM each) 2 ul
Karigim I Primer 1 (final konsantrasyon 6pmol) 1 ul

Primer 2 (final konsantrasyon 6pmol) 1 ul

Distile su 8 ul
Kalip DNA 1ul
10X Ex Taq Buffer (MgCl, igeriyor) 0,5 ul
Karisim II (HOT MIX)  Steril su 9,4 ul
TaKaRa Ex Taq ™ (5 units/ul) 0,1 ul
Toplam Hacim 25 ul

Cizelge 3.3. PCR’da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primer Baz dizilisi
(matK) 390F diiz 5’- CGATCTATTCATTCAATATTTC- 3’
(matK) 1326R ters 5’- TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT- 3’

(trnH- psbA) psbA’f forward 5°- GTTATGCATGAACGTAATGCTC- 3°
(trnH- psbA) trnHf reverse 5°- CGCGCATGGTGGATTCACAATCC- 3°

Cizelge 3.4. PCR segmentleri ve dongii sayisi

Segment Sicaklik (°C)  Siire (dak)  Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 94 0,5

Annealing (primerlerin baglanmasi) 53 0,5 30
Uzama 72 2

Son uzama 72 4 1
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3.2.5. PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR sonucu elde edilen PCR iiriiniinden 5 ul alinmig ve 1,5 pl 6X yiikleme tamponu
ile kanistinnlarak %0,8 TAE agaroz jelde 100 volt, 95 miliamper akimda 40 dakika
yiiriitiilmistiir (Agaroz jel 0,5 ul/100ml Ethidium Bromiir icermektedir). PCR {iriiniiniin
boyutunun Olciilmesi i¢cin 1 kb DNA marker (Genscript, Katalog numarasi: M1010) jele

yiiklenmistir.

3.2.6. PCR Uriinlerinin Dizi Analizi

llgili bantin varhiginin tespit edilmesi sonucu, banti veren PCR iiriiniinden 10 pl
almmustir. 10 pl PCR iirtinii 10 pl steril su ile steril PCR tiipii icerisinde seyreltilmistir.
PCR iiriinlerinin dizi analizi MACROGEN firmasi tarafindan yapilmistir (Sekans, matK
primelerini iceren tiirlerde sadece matK390F primeri, trnH- psbA primerlerini igceren

tiirlerde psbA3’f primeri kullanilarak yapilmistir).

3.2.7. Biyoinformatik

3.2.7.1. BLAST

The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi diziler arasindaki
bolgesel benzerlik bolgelerini bulur. Program niikleotid veya protein dizilerini dizi veri
tabanlar ile kargilagtirir ve karsilastirilan dizi ile istatistiksel degerleri hesaplar. BLAST
gene, genin familyalarimi tamimlamada yardim ettigi gibi diziler arasindaki fonksiyonel ve
evrimsel iliskileri anlamak icin de kullamlabilir. Digitalis trojana ve Sideritis trojana
tiirlerinin dizileri i¢cin BLAST programi kullanilirken NCBI anasayfasi kullanmilmistir

(www.ncbi.nlm.nih.-gov/BLASTY/).
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Sekil 3.4. NCBI BLAST programi anasayfast (www.ncbi.nlm.nih.-gov/BLASTY/).

Digitalis trojana ve Sideritis trojana tiirlerine ait diziler BLAST programina ayr1 ayri
konulmustur. BLAST programindan elde edilen sonuclara gore Digitalis trojana ve
Sideritis trojana tiirleri ile ayn1 familyaya ait olan ve yakindan dizi benzerligi gosteren
tiirlere ait diziler CLUSTALW?2 Multiple Sequence Alignment ve T- COFFEE Multiple
Sequence Alignment programlarinda kullanilmak iizere secilmistir ve CLUSTALW?2 ve T-
COFFEE programlarinda kullanilmak iizere BLAST programinda FASTA formatina
cevrilmistir. Tiirlere ait diziler secilirken oryantasyonlar1 kontrol edilmistir. Digitalis
trojana ve Sideritis trojana tiirlerine ait dizilere gore ters oryantasyona sahip olan dizilerin
oryantasyonlar1 yine BLAST programinda ‘Reverse Complement’ segcenegi tiklanarak ayni

oryantasyona sahip olacak sekilde diizenlenmistir.

3.2.7.2. CLUSTALW?2 ve T-COFFEE

CLUSTALW2 (Larkin ve ark., 2007, http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) ve T-
COFFEE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/t-coffee/index.html) ‘Multiple Sequence Alignment
(Coklu Dizi Siralama)’ programlart bir¢cok dizinin birlikte siralanmasi (alignment) igin

kullanilan benzer programlardir. Programlar, dizilere ait korunmus dizi bolgelerini
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saglamaktadir. Aym1 zamanda filogenetik aga¢ eldesi icin de kullanilabilirler. Her iki

program da niikleotid ve protein dizilerini siralayabilmektedir.
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Sekil 3.6. T-COFFEE Multiple Sequence Alignment Programi.
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Digitalis trojana ve Sideritis trojana tiirlerine ait diziler BLAST programina ayr1 ayri
konulmustur ve BLAST programindan segilen dizilerle beraber siralanmalar1 icin
CLUSTALW2 ve T- COFFEE ‘Multiple Sequence Alignment’ programlarina FASTA
formatinda konulmustur. Siralama programlar1 kullanilmadan 6nce BLAST programindan
alinan dizilerde ve Digitalis trojana ve Sideritis trojana tiirlerine ait dizilerde birtakim
islemler yapilmistir. trnH- psbA primerleri ile ¢calisilmis D. trojana ve S. trojana dizileri ile
CLUSTALW2 ve T-COFFEE programlarinda kullanilmak tizere BLAST programindan
trnH- psbA gen bolgesini tamamiyla igeren tiirlere ait diziler alinmistir. D. trojana ve S.
trojana tiirlerine ait diziler icerisinde trnHf primerinin tamamlayici dizisi bulunmus (trnHf
primerinin tamamlayici dizisi BLAST programindan alinan tiirlerde de aranmistir), bu dizi
ve bu diziden sonra gelen diziler elimine edilmistir. Dizilerin elimine edilmesinin ardindan
trnH- psbA primerleri ile calisilmis D. trojana ve BLAST programindan alinmis trnH-
psbA primerleri ile calisilmis Plantaginaceae familyasi tiirlerine ait diziler CLUSTALW?2
programina konulmus ve elde edilen sonuglar ‘.aln’ dosyas1 seklinde kaydedilmistir. trnH-
psbA primerleri ile calisilmis S. trojana ve BLAST programindan alinmis trnH- psbA
primerleri ile calisilmis Lamiaceae familyasina ait tiirlerin dizileri CLUSTALW?2 ve T-
COFFEE programlarina konulmus ve  CLUSTALW?2 programindan elde edilen sonuglar
‘aln.” dosyas1 seklinde, T- COFFEE programindan elde edilen sonuclar ‘.phylip’ dosyasi
seklinde kaydedilmistir. marK primerleri ile ¢calisilmis D. trojana, S. trojana dizileri ve
BLAST programindan alinmis Lamiaceae ve Scrophulariaceae familyalarina ait tiirlerin
dizileri igerisinde matrK primerleri aranmig ve ilgili diziler elimine edilmistir. Hem
Scrophulariaceae hem de Lamiaceae tiirlerine ait dizilerin igerisinde marK 390F primerine
ait dizi bulunmus, bu dizi ile beraber bu diziden 6nceki diziler ve matK 1326F primerinin
tamamlayici dizisi bulunmus, bu dizi ile bu diziden sonraki diziler elimine edilmistir (D.
trojana ve S. trojana tiirlerine ait diziler sadece 1326F primerinin tamamlayici dizisini
icermektedir) ve boylelikle istenilen bolgeler elde edilmistir. Dizilerdeki diizenlemeler
tamamlandiktan sonra Lamiaceae tiirlerine ait diziler ve Scrophulariaceae tiirlerine ait
diziler ayr1 ayr1 CLUSTALW2 programina konulmus ve CLUSTALW?2 programindan

elde edilen sonuclar ‘aln.” dosyasi seklinde kaydedilmistir.
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3.2.7.3. MEGA 4.1 (BETA)

Mega 4.1, otodizileyicilerden DNA dizisinin eldesi i¢in olanaklarin mevcut olmasi,
web tabanlar1 ¢ikarilmasi, otomatik ve manuel dizi dizilenmesi, evrimsel mesafelerin
tahmin edilmesi, dizi siralarinin analizlemesi, filogenetik agaclarin anlasilmasi ve ortaya

cikarilmasi ve evrimsel hipotezlerin test edilmesi iizerinde genisletilmistir (Tamura ve ark.,
2007).
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Sekil 3.7. MEGA 4.1 (BETA) biyoinformatik programi.

Mega 4.1 (BETA) versiyonu DNA barkod temelli agaglarin elde edilmesi ve elde
edilen agacin klasik taksonomi ile ne kadar uyum i¢inde oldugunun gozlenebilmesi igin
kullanilmistir. Mega 4 versiyonu kullanilirken CLUSTALW?2 programindan elde edilen ve
uzantisi ‘.aln’ dosyasi olarak kaydedilen dizilerin siralama sonuglart Wordpad programu ile
birlikte acilmis, korunmus dizileri ifade eden yildizlar silinmis, dosya tekrar uzantisi ‘.aln’
olacak sekilde kaydedilmis ve dosya MEGA formatina cevrilmistir, uzantis1 ‘.meg’ olacak
sekilde kaydedilmistir. T-COFFEE programindan elde edilen ve uzantis1 ‘.phylip’ olarak
kaydedilmis sonuglar herhangi bir islem yapilmadan direkt MEGA formatina cevrilmistir
ve uzantist ‘meg’ olacak sekilde kaydedilmistir. Uzantis1 ‘meg’ olarak kaydedilmis
dosyalar MEGA 4 programi tarafindan ac¢ilmistir ve program tarafindan yoneltilen sorulara

ilgili gen bolgesine gore ilgili alternatif tiklanmis, genetik kodun secilmesi secenekleri
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arasindan ‘Plant Plastid” secilmistir ve filogeni kurulmasina gecilmistir. DNA barkod
temelli agacin eldesi i¢in Neighbor joining metodu kullanilmis ve elde edilen filogeninin
test edilmesi icin Bootstrap secilmis ve 1000 replikasyon yapilmistir. Gaps/Missing Data
seceneginde Pairwise Deletion secilmistir (frnH- psbA lokusu iceren tiirlere ait diziler i¢in
Complete Deletion alternatifi de kullanmilmistir). matK lokusu igeren tiirlere ait dizilerin
filogenisinin kurulmasinda kodon pozisyonu olarak 1st+2nd+3nd+Noncoding alternatifi
secilmistir. Substitution Model olarak hem marK lokusu iceren tiirlere ait dizilerin hem de
trnH- psbA lokusu iceren tiirlere ait dizilerin filogenisinin kurulmasinda Kimura 2-

Parameter esas alinmistir ve ilgili DNA barkod temelli agac elde edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular:
4.1.1. Sideritis trojana ve Digitalis trojana Tiirlerinin DNA Oziitlemesi ve  DNA

Coktiiriilmesi Bulgularmna iliskin Elektroforez Goriintiileri

Sekil 4.1. Sideritis trojana ve Digitalis trojana tiirlerinin DNA 6ziitlemesi ve DNA

ooktiiriilmesi bulgulart.

3. kuyucuktaki bant S. trojana tiiriine, 4. kuyucuktaki bant D. trojana tiiriine aittir.
Sideritis trojana ve Digitalis trojana tiirlerinin DNA o6ziitlemesi ve DNA c¢oktiiriilmesi
islemini takiben DNA kalitesinin ve miktarinin godzlemlenebilmesi igin yapilan
elektroforez sonucunda edinilen goriintii dogrultusunda, Sideritis trojana ve Digitalis
trojana tiirlerine ait elde edilen bantlarin arasgtirmanin devami igin yeterli miktar ve

kalitede DNA icerdigi gozlemlenmistir.

4.1.2. Sideritis trojana ve Digitalis trojana Tiirlerinin PCR Bulgularma iliskin

Elektroforez Goriintiileri

Sekil 4.2. Sideritis trojana ve Digitalis trojana tiirlerinin PCR bulgulart.
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Sekil 4.2. igerisinde solda yer alan resimdeki goriintiiye ait bantlar S. trojana tiiriine
ait PCR bulgularidir. 1k kuyucuktaki bant matK primerleri iceren S. trojana tiiriine, 4.
kuyucuktaki bant ise trnH- psbA primerleri igeren S. trojana tiiriine aittir. Sagda yer alan
resimdeki goriintiiye ait bantlar D. trojana tiiriine ait PCR bulgularidir. ilk kuyucuktaki
bant trnH- psbA primerleri iceren D. trojana tiiriine aittir. 4. kuyucuktaki bant ise matK
primerleri igeren D. trojana tiiriine aittir.

matK primerleri igeren S. trojana tiirtine ait PCR {iriin boyutu 920 bg, trnH- psbA
primerleri igeren S. frojana tiiriine ait PCR iiriin boyutu 590 b¢’ dir. matK primerleri iceren
D. trojana tirtine ait PCR iiriin boyutu 950 b¢, trnH- psbA primerleri iceren D. trojana
tiirtine ait PCR {iriin boyutu 400 b¢’ dir (1 kb boyutunda DNA marker kullanilmastir).

Sideritis trojana ve Digitalis trojana tiirlerinin PCR bulgular1 dogrultusunda #rnH-
psbA primerlerini iceren Sideritis trojana ve Digitalis trojana tiirlerine ait bantlarda
dimerizasyona rastlanirken, marK primerlerini igeren Sideritis trojana ve Digitalis trojana

tiirlerine ait bantlarda dimerizasyon gozlemlenmemistir.

4.1.3. Sideritis trojana (matK ve trnH- psbA Lokuslarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi)

4.1.3.1. matK Lokusu

S. trojana turi i¢in marK gen bolgesinin c¢ogaltimi kolaylikla saglanmistir.
MACROGEN firmasi tarafindan dizilenen matK genine ait primerleri iceren S. trojana
PCR iiriinii 908 baz ciftidir. Sideritis trojana tiirtine ait dizi BLAST programina konulmus
ve benzerlik orani en yiiksek olan tiirlerin %93 Maximum Identity Rate, Maximum Score
1306, Query Coverage %98, E- value 0,0 degerleriyle Leonurus turkestanicus izolat
MHB4 (Aksesyon Numarasi: EF 395812.1) ve Leonurus glaucescens izolat MHB3
(Aksesyon Numarasi: EF 395811.1) tiirleri oldugu gozlemlenmistir. Programdan yola
cikarak Sideritis trojana dizisiyle benzerlik karsilastirilmasi yapilmis 100 tiire ait BLAST
sonucundan Lamiaceae familyasina ait tiirlerin dizileri se¢ilmistir.

Dizilerin siralanmasi (Multiple Sequence Alignment), S. frojana tiirii de dahil
Lamiaceae familyasina ait toplam 29 tiir icin CLUSTALW2 programi kullanilarak
yapilmistir ve dizilerin siralanmasinda herhangi bir problemle karsilasiimamistir.

29 dizinin CLUSTALW?2 programinda siralanmast (Multiple Sequence Alignment)
ile elde edilen sonuglara ait dosya, uzantist ‘.aln’ olacak sekilde kaydedilmis ve DNA
barkod temelli agacin elde edilmesi i¢in MEGA 4.1 programi ile birlikte agilmigtir. DNA

barkod temelli agacin elde edilmesi igin Neighbor Joining metodu ve Kimura 2-
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Parametresi kullanilmistir. Kullanilan yontem ve alternatifler dogrultusunda agacin
eldesinde bir sorun yasanmamustir (Sekil 4.3.). (DNA barkod temelli agacin eldesiyle ilgili
bilgi: No. of Taxa: 29, Data Type: Nucleotide (Coding), Analysis: Phylogeny
Reconstruction, Tree Inference- Method: Neighbor- joining, Phylogeny Test and options:
Bootstrap (1000 replicates; seed= 64238), Include Sites- Gaps/Missing Data: Pairwise
Deletion, Codon Positions: 1st+2nd+3rd+Noncoding, Substitution Model- Model:
Nucleotide: Kimura 2- parameter, Substitutions to Include: d: Transitions + Transversions,
Pattern amoung Lineages: Same (Homogeneous), Rates among Sites: Uniform rates, No.

of Sites: 907, No of Bootstrap Reps: 1000).
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100 AF315298-Clerodendrum thomsonae
AF315297-Clerodendrum japonicum
AF315296-Schnabelia oligophylla

23 AF315300-Cardioteucris cordifolia
100 AF477756-Ajuga ciliata

3

47

i

AF477758-Pseudocaryopteris paniculata
AF336235-Trichostema dichotomum
AF315294-Caryopteris forrestii
100 AF315295-Caryopteris incana

99 AB284180-Vitex limonifolia
AB284179-Vitex carbunculorum
AF315305-Vitex quinata
100 AB284178-Vitex glabrata
AB284176-Vitex negundo
AB284177-Vitex rotundifolia
AB284182-Vitex agnuscastus
28 AB284175-Vitex trifolia

9

a7
100

)

’

84

3

29

27

:

M AF477761-Craniotome furrata
L AF315304-Holocheila longipedunculata
mt3-kw48-Sideritis trojana

O AJ429332-Lamium album
100 L AF531780-Lamium maculatum

o EF395812-Leonurus turkestanicusMHB4
L EF395811-Leonurus glaucescensMHB3
a5 EF395810-Leonurus macranthusMD

85

EF395816-Leonurus pseudomacranthusMZ
EF395815-Leonurus japonicusMY

73 _|: EF395814-Leonurus sibiricusMX2
1 EF395813-Leonurus chaituroidesMJ

100

67

Sekil 4.3. Lamiaceae familyasina ait marK lokusu iceren 29 tiiriin dizilerine gore elde

edilen DNA barkod temelli agac.

DNA barkod temelli agacin g¢ikarimina bakilirsa, S. trojana tiri AJ429332,
AF531780, EF395812, EF395811, EF395810, EF395816, EF395815, EF395814,
EF395813, AF477761 aksesyon numaral tiirlere olduk¢a yakin bulunmustur. Bulgular
klasik taksonomi ile karsilastinldiginda Sideritis, Lamium, Leonurus, Craniotome
cinslerine dahil tiirler Lamioideae subfamilyasi adi altinda siniflandirilmaktadir. Agaca

bakildiginda Lamium cinsine ait Lamium tiirleri aym dallanma altinda, Leonurus cinsine ait
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Leonurus tiirleri birbirleriyle yakinligin derecesini belirtecek sekilde bir sonraki dallanma
altinda toplanmistir. Agacin geneline bakildiginda Vificoideae subfamilyasina ait Vitex
cinsine ait Vitex tiirleri aym dallanma altinda, Teucroideae subfamilyasina ait
Clerodendrum , Schnabelia, Cardioteucris, Ajuga, Pseudocaryopteris, Trichostema,
Caryopteris cinslerine ait tiirler ayn1 dallanma altinda toplanmistir. Yine ayni sekilde aym
cinse ait olan tiirler program tarafindan aymi dal altina alinmistir (6rnegin Clerodendrum
cinsine ait olan tiirler birlikte, Caryopteris cinsine ait olan tiirler birlikte dallanmustir).
Program tarafindan Lamioideae subfamilyasi icinde yer alan tiirlerin bulundugu dallanma
altinda simiflandirilmis Holocheila longipedinculata tiiriiniin, klasik taksonomik bilgilere
gore Lamiaceae familyasi igerisinde yeri belirgin degildir (DNA barkod temelli agac ile
elde edilen siniflandirmanin, klasik taksonomik siniflandirma ile karsilastirilmast BLAST
programinda yer alan tiirlere ait klasik taksonomik siniflandirma bilgileri temel alinarak
yapilmistir). Ayrica, Olmstead (2005) tarafindan “Synoptical Classification of Lamiales”
adi altinda yapilan smiflandirma temel alindiginda Sideritis, Lamium, Leonurus,
Craniotome cinsleri “Marrubiina” adi altinda siniflandirilmustir. Vitex cinsi Viticoideae,
Clerodendrum , Schnabelia, Cardioteucris, Ajuga, Pseudocaryopteris, Trichostema,
Caryopteris cinsleri ise Teucroideae subfamilyasi altinda siiflandirilmistir. Ayrica
Holocheila cinsi belirli bir yeri olmayan cinslerin yer aldigr Colebrookeina adi altina
alimmustir. Kisaca DNA barkod temelli agacin geneline bakildiginda klasik taksonomi ile
uyum icgerisindedir. Dizi bilgisine gore Lamioideae subfamilyasi altina alinan Holocheila
cinsi i¢in bu bulgu, Holocheila cinsinin siniflandirilmasinin tekrar gozden gecirilmesine bir
fikir sunabilir ve smiflandirilmasi problemli olan Lamiaceae familyas1 gibi bircok
problemli grup icin DNA barkod temelli agag¢, saghikli bir siiflandirmanin elde

edilebilmesi icin klasik taksonomiye yardimci olabilir.

4.1.3.2. trnH- psbA Lokusu

S. trojana turi icin trnH- psbA genler arasi bolgenin cogaltimi kolaylikla
saglanmistir. MACROGEN firmasi tarafindan dizilenen trnH- psbA genler aras1 bolgeye
ait primerleri iceren S. trojana PCR iiriinii 574 baz ciftidir. Sideritis trojana tirtine ait dizi
BLAST programina konulmus ve benzerlik orani en yiiksek olan tiirlerin %94 Maximum
Identity, 2e-53 E- value, %41 Query Coverage ve Maximum Score 219 degerlerine sahip
voucher alt tiirleriyle Phlomis cinsine ait tiirler oldugu gozlemlenmistir (Aksesyon
Numaralari: AY792670, AY792669, AY792668, AY792667, AY792666, AY792665,
AY792664, AY792663, AY792662, AY792661, AY792654, AY792653, AY792646,
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AY792645, AY792642, AY792641, AY792640, AY792639, AY792638, AY792637,
AY792636, AY792635, AY792634, AY792631, AY792630). Programdan yola cikarak
Sideritis trojana dizisiyle benzerlik karsilastirilmasi yapilmig 100 tiire ait dizinin BLAST
sonucundan Lamiaceae familyasina dahil 5 tiire ait dizi se¢ilmistir.

Dizilerin siralanmasi (Multiple Sequence Alignment), S. trojana tiirii de dahil
Lamiaceae familyasina ait toplam 6 tiir icin dncelikle CLUSTALW?2 (Multiple Sequence
Alignment) programinda yapilmistir, ancak dizilerin birlikte siralanmasi trnH- psbA genler
arasi bolgesinin tiirler arasinda oldukga farkli uzunluga sahip olmasi (6 tiir arasindan, en
uzun trnH- psbA intergenic spacer bolgesine S. trojana tiirti (546 bg) sahiptir, Phlomis
tiirlerine ait diziler 287 bg, Leonurus japonicus tiiriine ait dizi 311 bg, Scutellaria barbata
tiirtine ait dizi 371 bg ve Scutellaria baicalens tiiriine ait dizi 405 b¢’dir) ve bu bolgenin
siralama tarafindan elde edilen sonucuna gore bazlar arasinda oldukca bosluklar (gaps)
icermesi ve her bosluklu bolgenin tiirler arasinda yerlesiminin degiskenlik gostermesi
bulgunun problemli olmasina sebep olmustur (Sekil 4.4.). Bunun iizerine bir diger Multiple
Sequence Alignment programi olan T- COFFEE 6 tiire ait dizinin siralanmasi i¢in
kullanilmistir. Ve elde edilen siralama da herhangi bir problem olmadig1 gozlemlenmistir
(Sekil 4.6.).

CLUSTALW2 programi ile elde edilen bulgularin giivenilir olmadiginin
gozlenmesine ragmen hatali siralamanin DNA barkod temelli agaca yansimasinin
gozlemlenebilmesi icin elde edilen bulgulara ait dosya, uzantist ‘.aln’ olacak sekilde
kaydedilmistir ve DNA barkod temelli agacin elde edilmesi i¢cin MEGA 4.1 programu ile
birlikte acilmistir. DNA barkod temelli agacin elde edilmesi i¢cin Neighbor Joining metodu

ve Kimura 2- Parametresi kullanilmistir (Sekil 4.5.).
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IUSo08s59-scutellaria-barbata
tU590864-scutellaria-baicalens
ATY9267l-phlomis-crinitamanuritc
WWI92670-phlomis-crinitamaurit
IT590862-1leonurus—Jjaponicus
wb-kwd49-zideritis-trojana

IU580559-=scutellaria-barbata
U589 0864-scutellaria-baicalens
WI792671-phlomis-crinitamauritc
ATY9EZ670-phlomnis-crinitamanritc
ITS90862Z-1leonmirus-Jjaponicus
tt-kwvdl-zideritis-trojana

fU5905859-scutellaria-barbata
iU590864-scutellaria-bajicalens
VY9267 l-phlomis-crinitamanurit
WWI92670-phlomis-crinitamaurit
IT590862-1eonurus-japonicus
wb-kwd49-zideritis-trojana

IU590559-=scutellaria-barbata
iT580864d-scutellaria-bajicalens
WI792671-phlomis-crinitamauritc
ATY9Ze70-phloniz-crinitamanric
IJs90862-1leonurus-japonicus
pt-kwdl-zideritis-trojana

fU5905859-scutellaria-barbata
iU590864-scutellaria-baicalens
WI92671-phlomis-crinitamaurit
YWWI92670-phlonis-crinitamauritc
IT590862-1leonurus—Jjaponicus
tt-kwd9-zideritis-trojana

IU580559-=scutellaria-barbata
iT580864d-scutellaria-bajicalens
ATY92e7l-phlonis-crinitamanuritc
ATY92670-phlonis-crinitamanuritc
IJs90862-1leonurus-japonicus
pt-kwdl-zideritis-trojana

IU5905859-scutellaria-barbata
iU5905864-scutellaria-baicalens
WI92671-phlomis-crinitamaurit
WI92670-phlonis-crinitamauritc
IT590862-1leonurus—Jjaponicus
tt-kwd9-zideritis-trojana

IUSo0gs9-socutellaria-barbata
iUso0sed-scutellaria-baicalens
ATY9267l-phlomis-crinitamanuritc
ATY9Ze70-phloniz-crinitamanric
IJs90862-1leonurus-japonicus
pb-kwd3-zideritis-trojana

iU5905859-scutellaria-barbata
iU5905864-scutellaria-baicalens
WI792671-phlomis-crinitamauritc
WWI92670-phlomis-crinitamaurit
IT590862-1eonurus-japonicus
Lt-kvdl-zideritis-trojana

IUSo0gs9-socutellaria-barbata
iU590864-scutellaria-bajicalens
ATY9267l-phlomis-crinitamanuritc
ATY92670-phlonis-crinitamanuritc
IJs90862-1leonurus-japonicus
wb-kwd49-zideritis-trojana

IU5905859-scutellaria-barbata
tU590864-scutellaria-baicalens
WI92671-phlomis-crinitamaurit
ATY9 267 0-phlomnis-crinitamanritc
ITS90862Z-1leonmirus-Jjaponicus
Lt-kvdl-zideritis-trojana

iTE208E9-scutellaria-barbata
520854 -scutellaria-baicalens
AT72 267 l-phlomis—-crinitamanarit
AT79 267 0-phlomis—crinitamanarit
ITES086 22— leonarus —Japonicus

ot —kvd3-=ideritis-trojana

Sekil 4.4. Lamiaceae familyasina ait trnH- psbA lokuslarinin 6 tiire

ATAACTTCCCTCTAGACTTAGC - TGCTATC GAAGC TCCA- —— ACALATGE
ATAACTTCCCTCTAGACTTAGC - TECTATC GAAGC TC Ca- —— ACAAATGE
e mm e~ _TCGRAGCTCCATCTACABLTGG
e _TCGAAGCTCCATCTACAAATGG
ATAATTTCCCTCTAGACC TAGC- TTCTATC GAAGCTCCa- —— ACAAATGE
———————— CCTTACHACCTAGCCTTCTATC GA-GCTCCA- - ACAALTGE

FEEF EFEFEAETEL FEEFEEEE
ATAAGACTTGGTCTTAGT GTATAGGAGTTTTT GAk————— —= TAGATALL
ATAAGACTTGTTCTTAGT GTCGAGGAGTTTTT GAk————— —= TAGATALL
ATAAGACTTGGTCTTAGT GTATAGGAGTTTTTGALALTAGALTAGATALL
ATAAGACTTGGTCTTAGT GTATAGGAGTTT TTGALAATAGALTAGATALL
ATAACACTTGGTCTTAGT GTATAGGAGTTTTTGALAATAGALTAGATALL
ATAAGACTTGGTCTTAGT GTATAGGAGTTT TTGAL —— ——— ——— AATAGLL
TEEEEX FTEXEEE FTEXEERLES FTEERETET AL FTLEES *
TATAAGGAGCAATAAACT CTTTCTT ST TCTAT CAdGA GGG GTT-- ATTGC
TAGALLGGAGCALTAAACT CTTTCTTGTTCTAT CALGAGGG GTT-- ATTGC
TATAALGGAGCAATAAACT CTTTCTTGTTTTAT CAkGA GGG GTT-- ATTGC
TATAALGGAGCAATAAACT CTTTCTT ST TTTAT CAdGA GGG GTT-~ ATTGC
TATALGEAGCAATAL -—C CCCTCTTGATARLLCALGAALGAGTTAATTGC

TabhadGeAGrALTALACCCTTTCTTGTTTTAT CAd G GGAGTT--ATTGC
TEh O EEEEEEEEEE TS % EEEEE K K EEEEW * wEEEE

TCCTTTATTT TCTTT TCAATTAGTAGTCTT TCCTAGACTTTTTTICTTTELD
TCCTTTATTT TCT T TCAATTAGTAGTCTT TCCTAGACTTATTTCTTTCD
TCCTTAATTTTCTTT TEAAT TAC T-—— === == === === TTTTTTCTTTCC
TCCTTAATTTTCTTI TGAATTACT-————— - —————— TTTTTICTTTCC
TCCTTAATTTTCTTITCAATTACT- —— -=TTTTTICTTTCC
TCCTTTATTTTCTTITCAATTACT-——————--————-—— TTTGTICTTTTC

FEFFE FEFRTEEEES FEREEE X *¥E FTEEEFE X

ATTACAGGATCCAGALAMAGALL GAGGGEGGATTCTTAAG GATTGATTAL
wEEE

G
TEATTGAATATTATI TGTATAATTITITTTAGTITTATITATTTAACTTC

TTCTALAMATTCAARL-TTGAAGAATC - —GAATTCGTARLTGTALAT GAL
TTCTALALALTTAALL-TTGAMLALMTC -—GAATTCGTAMLTGTALATTCA
————— GAMAMAGAALG-AAGALLAMAL - —TGATT--TTALTTCALTT --G
ATTCAGAAAMAGAALG-AAGALLARLL -—~TGATT--TTALTTCALTT --G
ATTCAGAMAMAGAALG-AAGALL AL — -2 TEATTAMLATTCAATTTA
TTGTALAA AT AR AL GETTGGTAAGTI T TTTATT T TTALL GATALALALG
wEE wEE W * wwH wOWRE *
ATATTCACATCARADAAC -T-——-AATGAATTTAMLAGTALTT TA- -TAGT
ATATTCACATCALALAALAT - —— ATTTAAT TTTALAGTALTTIC-—-TAGT
AT-TTTGCATTTGAAAGT AR -——-ATTCATTTTCATTATAGTAL---TAGT
AT-TTTGCATTI TARAGT AR -——-ATTCATTTTCATTATAGTAL- - -TAGT
TT--TGGEAATTTAAAAGT AR -——-ATTTATTTTCATTATACTAL-—-TAAT
LA GACGAAATAM AL ATGATTALAATTCACTTTITTTTATTTACTTTATA
* EtET * % = w=EO* T w
AGAGEGGCGEATGTAGCC AR GTGGATC AAGGCAGT - - - - - - - ——— == ———
AGAGEGGCGEATGTAGCC AL GTEGATC ALGGCAGT - - - - - - - == == ———
AGAGEGHFCGEATGTAGCCAAGTGGATC ALGGCAGT AL -~
AGAGEGGCGEATGTAGCC AL GTGGATC ALGGCAGT Ak ——
AGAGEGHFCGEFATGTAGCC AR GTEGATC ALGGCAGT — = - ———

ATAATAATTTAT T TACT I TATAATAAT AATATAMT TATALTTTTATALLL
w W wHEOFH W W wH W

GEGGCGGATGTAGCCAAGTGGAT CAAGGCAGT 546

CLUSTALW?2 Multiple Sequence Alignment bulgusu.
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CLUSTALW?2 programi ile elde edilen siralamaya gore frnH- psbA intergenic
spacer bolgesinin tiirler arasinda ¢ok farkli uzunluklarda olmasi, baz ciftleri arasi
bosluklarin ¢ok fazla olmasi ve bosluklarin yerlesim yerlerinin degiskenlik gostermesi
dizilerin kaymasi, dogru eslesmemis baz karsilastirilmasi ve bazlarin son kisimlarinin bos
kalmasi sonucunu dogurmustur. Bu bulgularla yine de barkod temelli agac eldesi
denenmistir (Sekil 4.5.) (DNA barkod temelli agacin eldesiyle ilgili bilgi: No. of Taxa: 6,
Data Type: Nucleotide, Analysis: Phylogeny Reconstruction, Tree Inference- Method:
Neighbor-joining, Phylogeny Test and options: Bootstrap (1000 replicates; seed=64238),
Include Sites- Gaps/Missing Data: Pairwise Deletion, Substitution Model- Model:
Nucleotide: Kimura 2-parameter, Substitutions to Include: d: Transitions + Transversions,
Pattern among sites Lineages: Same (Homogeneous), Rates among Sites: Uniform rates,
No. of Sites: 582, No of Bootstrap Reps: 1000).

Ancak problemli siralama bulgusu nedeniyle elde edilen aga¢ giivenilir degildir.
Ciinkil bu siralama sonucu ile elde edilen agaca gore Scutellarioideae subfamilyasina ait
olan Scutellaria cinsi tiirleri Lamioideae subfamilyasina ait olan Leonurus japonicus ve
Phlomis alt tiirlerine, Lamioideae subfamilyasina ait Sideritis trojana tiiriine gore daha
yakin olarak dallanmistir ve Sideritis trojana turii kiimelenmenin disinda kalmistir.

Dolayisiyla elde edilen agag¢ da siralamanin dogru olmamasi sebebiyle giivenilmezdir.

g7 —— AY792671-Phlomis crinita mauritanica MA625151
&7 L AY792670-Phlomis crinita mauritanica MA434825

EU590862-Leonurus japonicus
EU590859-Scutellaria barbata
00— EU590864-Scutellaria baicalens
mt-kw49-Sideritis trojana

Sekil 4.5. Lamiaceae familyasina ait trnH- psbA lokusu igeren 6 tiiriin dizilerine gore elde

edilen DNA barkod temelli agac.

CLUSTALW2 (Multiple Sequence Alignment) program ile elde edilen problemli
siralama sebebiyle bir baska Multiple Sequence Alignment programi olan T- COFFEE
programi ile siralama tekrar denenmistir ve tiirlere ait dizilerin siralanmasinda herhangi bir

sorunla karsilasilmamistir (Sekil 4.6.). T- COFFEE programina ait bulgularin dosyast,
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uzantis1 ‘.phylip’ olacak sekilde kaydedilmis ve DNA barkod temelli agac elde edilmistir

(Sekil 4.7.).

ATTRZE70-P-crinitamanrit - ——---————— e TCGAAGCTCCATC TACARATGGATALGACTTG
ATTRZE71-P-crinitamanrit - ——---————— e TCGAAGCTCCATC TACARATGGATALGACTTG
EUS905359-53-barbata ATAACTTCCCTCTAGACTTAG-CTGC TATCGAAGCTCCA---ACAR AT GEATLAAGACT TG
EUSO0864d-3-baicalens ATAACTTCCCTCTAGAC TTAG-CTGC TAT CGAL G TCCA——-ACAL AT GEATALAGACTTG
nt-kwd9-3-trojana —=——— == —=CCTTACHMACCTAGCCTTCTATCGA-GCTCCA---ACAR AT GEATLAAGACT TG
EUS90862-L-jJaponicus ATAATTTCCCTCTAGACCTAG-CTTC TATCGAAGCTCCA—— -ACAR AT GEATAACACTTG

FHEIFE EFEEAEN FTEFEFEFETITS SFFEFFS
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Sekil 4.6. Lamiaceae familyasina ait 6 tiire ait frnH-psbA lokusunun dizilerinin T-

COFFEE Multiple Sequence Alignment bulgusu.
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T- COFFEE Multiple Sequence Alignment programu tiirlere ait siralama bulgusu ile
elde edilen DNA barkod temelli agac, siralamanin dogru elde edilmesine ragmen giivenilir
degildir (Sekil 4.7.) (DNA barkod temelli agacin eldesiyle ilgili bilgi: No. of Taxa: 6, Data
Type: Nucleotide, Analysis: Phylogeny Reconstruction, Tree Inference- Method:
Neighbor-joining, Phylogeny Test and options: Bootstrap (1000 replicates; seed=64238),
Include Sites- Gaps/Missing Data: Pairwise Deletion, Substitution Model- Model:
Nucleotide: Kimura 2-parameter, Substitutions to Include: d: Transitions + Transversions,
Pattern among sites Lineages: Same (Homogeneous), Rates among Sites: Uniform rates,
No. of Sites: 591, No of Bootstrap Reps: 1000).

Agaca bakildiginda Sideritis trojana turii ve Phlomis crinata mauritanica
MA434825 alt tiirii birlikte aym1 dal altinda dallanmistir. Ancak elde edilen agag¢ ile
dizilerin siralanmasi tutarli degildir. Ciinkii siralamaya bakildiginda Phlomis cinsine ait
olan alt tiirlere ait dizilerin karsilagtirilmasinda iki alt tiir arasinda sadece 1 baz cifti
farklilig1 vardir. Her iki tiire ait dizi de Sideritis trojana tiiriine ait olan diziye gore oldukga
farkli baz ¢iftlerine sahiptir, dolayisiyla siralamaya gore Phlomis cinsine ait olan alt tiirler

ayni dal altinda dallanmalidir.

39| AY792670-Phlomis crinita mauritanicaMA434825
57 | mt-kvw49-Sideritis trojana
AY792671-Phlomis crinita mauritanicaMA625151

EU590862-Leonurus japonicus
| EU590859-Scutellaria barbata
1001 EU590864-Scutellaria baicalens

Sekil 4.7. Lamiaceae familyasina ait trnH- psbA lokusu igeren 6 tiiriin T- COFFEE
Multiple Sequence Alignment bulgusuna gore elde edilen DNA barkod temelli agac.

Elde edilen agacin dizilere ait siralama bulgulan ile tutarli olmamasindan dolay1
agacin elde edilmesiyle ilgili bazi parametreler degistirilmis ve farkli alternatifler
denenmistir. #rnH- psbA gen bolgesi ¢ok fazla siralama boslugu igermesi sebebiyle
Gaps/Missing Data basghigr altinda yer alan Complete Deletion alternatifi denenmistir.
Pairwise Deletion se¢enegiyle daha fazla bilgi edinimi olmasina karsin, niikleotid ve amino
asit dizilerinin farkli evrimsel gii¢lerin altinda evrimlestikleri diisiincesiyle Complete

Deletion segenegi tercih edilebilir. Complete Deletion seceneginde siralama bosluklar
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veya kaybolmus veriler analiz baslamadan once kaldirildigi icin #rnH- psbA gen bolgesi
icin bu segenegin Pairwise Deletion secenegine gore daha iyi bulgu vermesi olasiligl
diisiiniilerek agacin Complete Deletion secenegi ile eldesi denenmistir (Sekil 4.8.) (DNA
barkod temelli agacin eldesiyle ilgili bilgi: No. of Taxa: 6, Data Type: Nucleotide,
Analysis: Phylogeny Reconstruction, Tree Inference- Method: Neighbor-joining,
Phylogeny Test and options: Bootstrap (1000 replicates; seed=64238), Include Sites-
Gaps/Missing Data: Pairwise Deletion, Substitution Model- Model: Nucleotide: Kimura 2-
parameter, Substitutions to Include: d: Transitions + Transversions, Pattern among sites
Lineages: Same (Homogeneous), Rates among Sites: Uniform rates, No. of Sites: 224, No

of Bootstrap Reps: 1000).

gp —— AY792670-Phlomis crinita mauritanicaMA434825
87 L AY792671-Phlomis crinita mauritanicaMA625151

EU590862-Leonurus japonicus
mt-kw49-Sideritis trojana
EU590859-Scutellaria barbata
100 b———— EU590864-Scutellaria baicalens

Sekil 4.8. Lamiaceae familyasina ait trnH- psbA lokusu igeren 6 tiiriin T- COFFEE
Multiple Sequence Alignment bulgusuna gére Complete Deletion alternatifi kullanilarak

elde edilen DNA barkod temelli agac.

Sekil 4.8.’deki agaca bakildiginda Lamioideae subfamilyasina ait olan Sideritis
trojana tiirii Lamioideae subfamilyasina ait olan Phlomis cinsine ait alt tiirlere ve Leonurus
Jjaponicus tiiriine yakin dallanmistir. Scutellarioideae subfamilyasina ait olan Scutellaria
barbata ve Scutellaria baicalens tiirleri program tarafindan ayni dal altina dahil edilmistir.
Aga¢ bu haliyle sekil 4.7.’deki agaca gore klasik taksonomi ile daha tutarhdir (DNA
barkod temelli aga¢ ile elde edilen siniflandirmanin klasik taksonomik siniflandirma ile
karsilastirilmast BLAST programinda yer alan tiirlere ait klasik taksonomik siniflandirma

bilgileri temel alinarak yapilmistir).
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4.1.4. Digitalis trojana (matK ve trnH- psbA Lokuslarma Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi)

4.1.4.1. matK Lokusu

D. trojana tiri i¢in marK gen bolgesinin ¢ogaltimi kolaylikla saglanmigtir.
MACROGEN firmasi tarafindan dizilenen matK genine ait primerleri iceren D. trojana
PCR iiriinii 911 baz ciftidir. Digitalis trojana tiiriine ait dizi BLAST programina konulmusg
ve benzerlik orani en yiiksek olan tiiriin %92 Maximum Identity Rate, Maximum Score
1277, Query Coverage %99, E- value 0,0 degerleriyle Tetranema mexicanum
(Plantaginaceae) tirii (Aksesyon Numarasi: AF375190.1) oldugu gozlemlenmistir.
BLAST programinda Digitalis trojana ile dizi karsilastirilmasit yapilmis 100 diziden
sadece Scrophulariaceae familyasi tiirlerine ait olan 5 dizi alinmistir.

Dizilerin siralanmas1 (Multiple Sequence Alignment), CLUSTALW?2 programinda
yapilmistir ve dizilerin siralanmasinda herhangi bir problemle karsilasilmamistir. Digitalis
trojana dizisi ile birlikte 6 dizinin CLUSTALW?2 programinda siralanmast (Multiple
Sequence Alignment) ile elde edilen bulgulara ait dosya, uzantisit ‘.aln’ olacak sekilde
kaydedilmis ve DNA barkod temelli agacin elde edilmesi icin MEGA 4.1 program ile
birlikte acilmigtir. DNA barkod temelli agacin elde edilmesi i¢cin Neighbor joining metodu
ve Kimura 2- Parametresi kullanilmistir. Kullanilan yontem ve alternatifler dogrultusunda
agacin eldesinde bir problemle karsilasilmamistir (Sekil 4.9.) (DNA barkod temelli agacin
eldesiyle ilgili bilgi: No. of Taxa: 6, Data Type: Nucleotide (Coding), Analysis: Phylogeny
Reconstruction, Tree Inference- Method: Neighbor-joining, Phylogeny Test and options:
Bootstrap (1000 replicates; seed=64238), Include Sites- Gaps/Missing Data: Pairwise
Deletion, Codon Positions: 1st+2nd+3rd+Noncoding, Substitution Model- Model:
Nucleotide: Kimura 2-parameter, Substitutions to Include: d: Transitions + Transversions,
Pattern amomd Lineages: Same (Homogeneous), Rates among Sites: Uniform rates, No. of

Sites: 904, No of Bootstrap Reps: 1000).
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—‘lmjl: AJ429349-Scrophularia arguta
] AF375185-Scrophularia peregrina

AF052002-Verbascum thapsis

mt2-kv47-Digitalis trojana

Sekil 4.9. Scrophulariaceae familyasina ait matK lokusu iceren 6 tiiriin dizilerine gore elde

edilen DNA barkod temelli agac.

Buddleja asiatica ve Buddleja alternifolia tiirleri Buddlejaceae ordosuna aittir.
CLUSTALW2 programinda elde edilen siralama bulgusuna gore dizilerinin benzerligi
sebebiyle MEGA 4.1 programu tarafindan Buddleja asiatica ve Buddleja alternifolia tiirleri
ayni dal altina alinmistir. Verbascum thapsis, Scrophularia arguta, Scrophularia peregrina
tiirleri Scrophularideae ordosunda yer almaktadir. Program bu iic tiirii birbirine ¢ok yakin
dallandirmistir. Ancak dallanmay1 yaparken Scrophularia cinsine ait olan tiirleri ayni dal
altina almistir ve Verbascum cinsi de Scrophularia cinsine ait olan tiirlerine yakin olarak
dallandirlmistir. Ciinkil Scrophularia arguta tiirii Scrophularia peregrina tiiriine gore 11
baz cifti farklidir, Verbascum thapsis tiriinden ise 22 baz ¢ifti farklidir. Ayrica Verbascum
thapsis 200-205. siralar arasinda yer alan ‘TTCAAA’ baz ciftlerine sahip degildir. Buna
karsin Scrophularia arguta ve Scrophularia peregrina tiirleri 200- 205. siralar arasinda yer
alan ‘TTCAAA’ baz ciftlerine sahiptir. (Buddleja asiatica, Buddleja alternifolia,
Verbascum thapsis, Scrophularia arguta, Scrophularia peregrina ile elde edilen DNA
barkod temelli agacin klasik taksonomik smiflandirma ile karsilagtirilmasi BLAST
programinda tiirlere ait klasik taksonomik simiflandirma bilgileri temel alinarak
yapilmistir). Digitalis trojana tiurii Digitalideae ordosunda yer almaktadir. Digitalis
trojana tiiriine ait olan dizi 5 tiiriin dizisine gore oldukca farklidir. Ornegin, Buddleja
alternifolia, Buddleja asiatica tiiriine gore en az 8 baz cifti farkliliga sahipken, Digitalis
trojana Buddleja asiatica tiiriinden en az 60 baz cifti farkliligina sahiptir. Dolayisiyla diger
gruplarin disinda ayri bir dal olarak ayrilmistir (Digitalis trojana tiiriine ait taksonomik
bilgi http://www.ipni.org/ “The International Plant Names Index” internet sayfasindan
kontrol edilmistir, 19.12.2008). Dolayisiyla DNA barkod temelli aga¢ ile elde edilen

siniflandirma klasik taksonomi ile uyum igerisindedir.
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4.1.4.2. trnH- psbA Lokusu

D. trojana tiri icin trnH- psbA genler arasi bolgenin c¢ogaltimi kolaylikla
saglanmistir. MACROGEN firmasi tarafindan dizilenen trnH- psbA genine ait primerleri
iceren D. trojana PCR iriinli 365 baz ciftidir. D. trojana tiriine ait dizi BLAST
programina konulmus ve benzerlik oram en yiiksek olan tiirlerin EU750476, EU750475,
EU750474 aksesyon numaralan ile Plantago major voucher tiirleri (Plantaginaceae)
oldugu gozlemlenmistir. Bu tiirlerin D. trojana ile benzerlik oranlart Maximum Score 217,
%80 Maximum Identity, E-value 3e-53, Query Coverage %97 olarak gozlemlenmistir.

CLUSTALW?2 programinda siralamada kullanilmak tizere BLAST programindan D.
trojana tiiriine en ¢ok benzerlik gosteren Plantaginaceae familyast iiyesi olan 5 tiire ait
dizi secilmistir. Ciinkii Scrophulariaceae familyasina ait hicbir tiir su ana kadar frnH-
psbA intergenic spacer bolgesiyle calisilmamistir. Dizilerin siralanmas1  (Multiple
Sequence Alignment), CLUSTALW?2 programinda yapilmistir ve dizilerin siralanmasinda
herhangi bir problemle karsilasilmamistir. Ciinkii tiirlere ait #rnH- psbA lokusunun
uzunlugu birbirlerine yakindir (DQ006212 aksesyon numarali Plantago voucher (337 baz
cifti) disindaki Plantago voucher tiirleri 340 baz ciftidir). Digitalis trojana dizisi ile
birlikte 6 dizinin CLUSTALW?2 programinda siralanmasi (Multiple Sequence Alignment)
ile elde edilen bulgulara ait dosya, uzantis1 ‘.aln’ olacak sekilde kaydedilmis ve DNA
barkod temelli agacin elde edilmesi icin MEGA 4.1 programi ile birlikte agcilmistir. DNA
barkod temelli agacin elde edilmesi icin Neighbor joining metodu ve Kimura 2-
Parametresi kullamlmistir (Sekil 4.10.) (DNA barkod temelli agacin eldesiyle ilgili bilgi:
No. of Taxa: 6, Data Type: Nucleotide (Coding), Analysis: Phylogeny Reconstruction,
Tree Inference- Method: Neighbor-joining, Phylogeny Test and options: Bootstrap (1000
replicates; seed=64238), Include Sites- Gaps/Missing Data: Pairwise Deletion, Codon
Positions: 1st+2nd+3rd+Noncoding, Substitution Model- Model: Nucleotide: Kimura 2-
parameter, Substitutions to Include: d: Transitions + Transversions, Pattern amomd
Lineages: Same (Homogeneous), Rates among Sites: Uniform rates, No. of Sites: 904, No

of Bootstrap Reps: 1000).
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{ EU750478-Plantago rugelii voucher OAC:JAG092
83 DQ006212-Plantago rugelii voucher Wiser 72 US

EU750477-Plantago rugelii voucher OAC:AP210

—— EU750475-Plantago major voucher OAC:JAG299
L EU750476-Plantago major voucher OAC:JAG434

mt1-kw46-Digitalis trojana

Sekil 4.10. trnH- psbA lokusu igeren Plantaginaceae familyasi tiirlerine ve Digitalis

trojana tiirline ait 6 tiiriin dizilerine gore elde edilen DNA barkod temelli agag.

CLUSTALW?2 Multiple Sequence Alignment siralama bulgusuna bakildiginda
Digitalis trojana S tiire nazaran oldukca farkli bir diziye sahiptir. Plantago rugellii voucher
tiirler ile Plantago major voucher tiirler karsilastinldiginda, Plantago rugellii voucher
tiirler ile Plantago major voucher tiirler birbirlerinden 2- 5 baz cifti farkliliga sahipken,
Digitalis trojana, Plantago major voucher ve Plantago rugellii voucher tiirlerinden en az
80 baz cifti farkliliga sahiptir. Ve siralama bulgusu ile elde edilen aga¢ da Digitalis trojana
dizisinin ¢ok farkli olmasi nedeniyle Digitalis trojana tirii dallanmamin disinda kalmistir.
Ancak elde edilen agaca bakildiginda gozden kacan bir nokta vardir. Agacta EU750478-
Plantago rugelii voucher OAC:JAG092, DQ006212-Plantago rugelii voucher Wiser 72 US
tiirii ile ayn1 dal altina alinmistir. Ancak dizilerle karsilastirilma yapildiginda EU750478-
Plantago rugelii  voucher OAC:JAG092 ve EU750477- Plantago rugelii  voucher
OAC:AP210 347- 340. siralar arasinda kalan ‘AGT’ baz ciftlerine sahipken, DQ006212-
Plantago rugelii voucher Wiser 72 US tiirii 347- 340. siralar arasinda kalan ‘AGT’ baz
ciftlerine sahip degildir. Bu yiizden EU750478- Plantago rugelii voucher OAC:JAG092 ve
EU750477- Plantago rugelii voucher OAC:AP210 ayn1 dal altina alinmalidir. Dogru
agacin kazanimi icin MEGA 4.1 programinda Gaps/Missing Data verisi altinda yer alan
Complete Deletion alternatifi kullanilarak agac eldesi saglanmistir (Sekil 4.11). Complete
Deletion alternatifi kullanilarak elde edilen DNA barkod temelli agac CLUSTALW2
Multiple Sequence Alignment programindan elde edilen siralama sonucuyla tutarli hale
gelmistir ve EU750478- Plantago rugelii voucher OAC:JAGO092 ve EU750477- Plantago
rugelii voucher OAC:AP210 ayni1 dal altina alinmisgtir.
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{ EU750478- Plantago rugelii voucher OAC:JAG092
83 EU750477- Plantago rugelii voucher OAC:AP210

DQ006212- Plantago rugelii voucher Wiser 72 US

— EU750475- Plantago major voucher OAC:JAG299
7] EU750476- Plantago major woucher OAC:JAG434

mt1-kw46- Digitalis trojana

Sekil 4.11. #rnH- psbA lokusu iceren Plantaginaceae familyas: tiirlerden ve Digitalis
trojana tiriinden Complete Deletion alternatifi kullanilarak elde edilen DNA barkod

temelli agac.

4.2. Tartisma

Literatire bakildiginda DNA barkodlama tekniginin yeni bir teknik olmasi ve
bitkilerle ilgili ilk DNA barkodlamasi1 ¢aligmasinin 2005 yili gibi yakin bir zamanda
yapilmasi sebebiyle heniiz bitkilerle ile ilgili fazla calismanin olmadigin1 gormekteyiz.
Ancak DNA barkodlama tekniginin ¢ok fazla avantaji olmasi ve bitkilerle ilgili ¢cok farkli
alanlarda kullanilabilirligi olmasi1 sebebiyle bu teknikle ilgili ve bitkilere 6zgii evrensel bir
barkodun bulunabilmesi i¢in aragtirmalar devam etmektedir.

Daha o6nce bitkilerle ilgili gerceklestirilmis olan ¢alismalarin sonuglarina baktigimiz
zaman bircok calismanin elde etmis oldugumuz verilerle paralellik gosterdigini
gormekteyiz.

Kress ve ark. 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada kullanmis olduklar1 takson
kiimesindeki genuslarin cogunlugunda yiiksek oranda dizi farkliligi ve her bir test
orneginde yiiksek cogaltim bakimindan #trnH- psbA genler aras1 plastid bolgesini daha
ileriki analizler i¢in odak barkod noktasi olarak belirlemisler ve bu bolgeyi DNA barkod
dizisi icin en iyi plastid opsiyonu olarak Onermislerdir. Kress ve ark. (2005) yapmis
olduklar1 c¢alismada trnH- psbA spacer plastid bolgesinin yiiksek cogaltim basarist ve
yiikksek oranda dizi farklihigi gostermesi c¢alismamizla paralellik gostermektedir. Ayrica
calismamizda trnH- psbA lokusunun yeterli varyasyona sahip oldugu bulgusu, Shaw ve
ark. (2005) tarafindan yapilmis bir bagka ¢alismayla da desteklenmektedir.

Vischi ve ark. (2006) trnH- psbA genler aras1 bolge ile yapmis olduklar caligmada,
calismamizin sonucuyla paralellik gosterecek sekilde trnH- psbA genler aras1 bolgenin her
bir 4 aycicek tiirline ait dogru tanimlama icin yeterli degiskenlige sahip oldugunu

bulmuslardir.
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Yiiksek oranda insersiyon veya delesyondan kaynaklanan sebeplerden dolayr trnH-
psbA lokusunun siralamasinin problemli oldugu, bu lokusun siralamasinin angiospermlerin
bir¢ok genis aileleri arasinda oldukga belirsiz oldugu Chase ve ark. tarafindan 2007 yilinda
yaymlanmis olan makalede belirtilmistir. Calismamizda Lamiaceae familyasi igin trnH-
psbA lokusuyla yapilan siralamadaki problem az Onceki yapilan agiklama tarafindan
desteklenir niteliktedir.

Kress ve Erickson (2007) 9 lokusu farkli 6zellikleri bakimindan karsilagtirmis ve
uygun barkodu belirlemeye calismislardir. Sadece trnH- psbA ve rbcL lokuslan standart
primerler kullanilarak yiiksek oranda PCR basaris1 sergilemistir. Diisiikk PCR basarisindan
ve bu nedenle az miktarda elde edilebilir karsilagtirma sonucu vermesinden dolay1 matK
lokusunun ITS disindaki diger lokuslardan belirgin bir farklilik gostermedini
belirtmislerdir. Bu bulgu, sonuglarimizla uyusmamaktadir ¢iinkii matK lokusunun PCR
cogaltim basarisi, en az trnH- psbA lokusu kadar basaril bir sekilde gerceklesmistir.

Kress ve Erickson (2007) siralama probleminin barkodlama iizerinde ¢ok az bir
etkiye sahip oldugunu ciinkii as1l amaglarinin tiir tanimlamasi oldugunu ve dogru dizileme
gerektiren filogeni kurulmasi olmadigini savunmuslardir. Ancak Blaxter (2004), barkod
lokuslarinin kullanilabilirligini degerlendirirken siralama kolayligin1 da bir kriter olarak
belirlemistir. trnH- psbA lokusunun tiirler arasinda yiiksek seviyede varyasyonuna ragmen,
cok sayida indelden kaynaklanan siralamanin zorlugu kadar kisa uzunlugundan da
kaynaklanan sadece tiir seviyesinde filogeni kurulumunda sinirli bulunmustur (Ackerfield
ve ark., 2003; Hamilton ve ark., 2003). Calismamizda DNA barkod temelli agaclarin eldesi
icin siralama kolayligi da Blaxter (2004) adli arastiricinin savundugu gibi barkodun
kullanilabilirligini degerlendirirken 6nemli bir kriter olarak karsimiza ¢ikmustir.

Kondo ve ark. (2007) Legume ailesiyle yapmis olduklar ¢alismada matK lokusu ile
elde ettigimiz sonuglarin aksine marK lokusunun tek bagina tiir tanimlamasinda yeterli
olmadigin1 savunmuslardir.

Newmaster ve ark. (2007) 6 kodlama yapan ve 1 kodlama yapmayan kloroplast
lokusunun Myristicaceae familyas1 icin barkodlama g¢alismalarinda kullamlabilirligini
degerlendirmislerdir. matK ve trnH- psbA lokuslarinin tiir tanimlamasi i¢in 6nemli
derecede varyasyona sahip oldugunu bulmuslardir ve Mpyristicaceae familyasi igin
barkodlamada umut vaad ettiklerini aciklamislardir. Ancak caligmamizda gozlendigi gibi,
yapmis olduklart calismada trnH- psbA genler arasi bolgenin marK bolgesine gore tiir

tanimlamasinda daha fazla varyasyon igerdigini belirtmislerdir.
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Lahaye ve ark. (2008c) yapmis olduklar1 ¢calisma marK ve trnH- psbA lokuslarinin
cogaltim basarist ve lokuslara ait siralanma sonuglar1 bakimindan ¢alismamizla paralellik
gostermektedir. Test edilen her bir potansiyel barkod (matK, trnH- psbA, atpF- atpH,
psbK- psbl) i¢in ¢ogaltim basarisin1 genel olarak basarili bulmuslardir. matK i¢in dizilerin
siraya konulmasi probleme sebep olmazken, frnH- psbA (yiksek diizeyde uzunluk
varyasyonundan dolay1) siralamada 6nemli derecede zorluk sunmustur. CLUSTAL X
tarafindan elde edilen siralama giivenilir olmadigi icin aym tiirden olan tiirler arasinda
oncelikle gorsel bir siralama gergeklestirmisler ve sonra aymi tiirler arasinda tiirler arasi
hesaplamalar1 homolog tutabilmek icin gerekli oldugu kadar bosluk (gaps) eklenmistir ve
biitiin taksonlar bu sekilde siralanmistir. Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde Lahaye
ve ark. yapmis olduklar1 calisma, caligmamizi destekler nitelikte marK geninin bitkilerde
DNA barkodlamasi caligmalarinda tek lokus olarak kullanilabilecegini Onermisler,
problematik gruplar icinse ek barkodlarin gelistirilebilecegini savunmuglardir. Ayrica
trnH- psbA lokusunun yiiksek diizeyde uzunluk varyasyonundan dolay1 siralamada
sundugu problem, calismamizda trnH- psbA lokusu iceren Sideritis trojana ve Lamiaceae
familyasina ait 5 bitki tiirli i¢in de siralama zorlugu problemine sebep olmustur.

Calismamiz1 destekleyen bir diger calisma da Lahaye ve ark. (2008a) tarafindan
yapilmistir. Lahaye ve ark. (2008a) yaptiklar1 bir diger calismada 8 potansiyel barkod
bolgesini test etmislerdir. marK ve trnH- psbA primerleri icin ¢ogaltimi genel olarak
basarili bulmuslardir. matrK genine ait siralama oldukga diizgiin bulunmusg ancak frnH-
psbA genine ait siralama problem yaratmistir ve bir¢ok boslugun eklenmesi gerektirmistir.
Tiir i¢i ve tiirler aras1 diverganslan degerlendirmek icin bircok metrik degerlendirmislerdir.
Sonuglar toplu olarak degerlendiklerinde matrK ve trnH- psbA bolgelerinin bitki DNA
barkodlamasi i¢in en uygun bolgeler oldugunu isaret etmislerdir. matK ekzonuna ait ikinci
yart (5’ ug¢) kisimdan dolayr marK ekzonunun cogaltilmasi ve siralamasi ¢ok kolay
gerceklesmistir ve cicekli bitkiler icin bu bolgeyi evrensel DNA barkodu olarak
onermislerdir. Calismamizda trnH- psbA lokusu iceren Sideritis trojana ve Lamiaceae
familyasina ait 5 bitki tiiriinde gozlenen siralama problemi Lahaye ve ark. tarafindan
yapilmis ¢aligmada da gozlemlenmis ve matK lokusunun cogaltilmasi ve siralamasinda bir
problemle karsilagilmamustir.

Ferri ve ark. (2008) 30 farkli bitki ile ¢calismislar ve trnH- psbA ve trnF- trnF
genler aras1 bolgelere 6zgii primerler kullanmiglardir. Her iki bolge icin cogaltim ve
dizileme oldukca kolay olmustur. Arastirmacilar BLAST programindan yola cikarak iki

genin birlikte analiz edilmesiyle dogru tiir tanimlama olasiliginin olduk¢a acik oldugunu
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belirtmislerdir. frnH- psbA lokusuna ait cogaltim kolaylig1 ve diizgiin sekanslama 6zelligi
bakimindan elde edilen sonuglar ¢alismamizla paralellik gdstermektedir.

Selvaraj ve ark. 2008 yilinda yapmis olduklan arastirmada Zingiberaceae
familyasinda marK geni ile calismislardir. matK gen dizisini gen bankasindan saglamiglar
ve analizler icin kullanmiglardir. Arastirmacilar filogeni analizleri disinda matK geninin
DNA barkodlamasi icin kullanimiyla ilgili agiklama getirmislerdir. Zingiberaceae familya
tiyelerinin ayrilmalar icin barkod olarak marK genine ait 115- 130, 680- 690 ve 1455-
1465 niikleotid pozisyonlarindan segilebilecegini  Onermislerdir. matK geninin
Zingiberaceae bitki familyas1 icin DNA barkodlamada yeterli varyasyon igerdigini ve

DNA barkodlamada iyi bir aday oldugunu belirtmislerdir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

DNA barkodlamasi teknigi su ana kadar bir¢ok hayvanda basariyla uygulanmistir.
Mitokondrial sitokrom oksidaz 1 geni hayvanlarin cogunda yeterli degiskenlik icermesi ve
bircok hayvan grubunda basarili bir barkod olarak kullanilmis olmasi sebebiyle hayvanlar
icin evrensel DNA barkodu olarak onerilmistir. Ancak ayni1 durum bitkiler i¢in s6z konusu
degildir. Bitkiler icin Mitokondrial sitokrom oksidaz 1 geni yeterli degiskenlik icermemesi
sebebiyle barkod olarak kullanilamamaktadir. Bitkilerle su ana kadar yapilan caligmalarda
da bitkiler icin kesin bir evrensel barkodun varliginin bulundugunu sodylemek dogru
degildir. Ancak bitkiler i¢cin de DNA barkodlamasi g¢aligmas1 i¢in evrensel barkod
olabilecek aday barkodlar 6nerilmistir.

Calismada sonuclar birlikte degerlendirildiginde, matK ve trnH- psbA primerlerini
igeren S. trojana ve D. trojana tiirlerine ait cogaltim basariyla saglanmistir. CLUSTALW?2
“Multiple Sequence Alignment” siralama programi sonuclari matK lokusu iceren D.
trojana ile birlikte 6 Scrophulariaceae familyas: tiirleri i¢in, S. trojana ile birlikte 29
Lamiaceae familyasi tiirleri i¢in ve frnH- psbA lokusu igeren D. trojana tirii ve
Plantaginaceae familyas tiirleri i¢cin problemsiz bir sekilde elde edilmistir. Ancak trnH-
psbA lokusu iceren S. trojana ile birlikte 6 Lamiaceae familyasi tiirii icin CLUSTALW?2
programindan elde edilen siralama problemli olmustur. trnH- psbA lokusunun 6 tiir icin
cok farkli uzunlukta olmasi ve bazlar arasinda c¢ok fazla bosluklar icermesi ve bu
bosluklarin yerinin her bir tiir igin farkli yerlerde olmasi sebebiyle, bazlarin
yerlesimlerinde kaymalar ve bunun sonucunda ise siralama da dogru eslesmemis bazlar
gozlemlenmistir. Bu da siralamanin dogru olmamasi sonucunu dogurmustur. Bunun
tizerine bagka bir siralama programi olan T- COFFEE “Multiple Sequence Alignment”
kullanilmistir ve tiirlere ait dizilerin siralanmasinda herhangi bir probleme rastlanmamastir.

matK lokusu iceren iceren Lamiaceae ve Scrophulariaceae familyas: tiirleri dizileri
ile elde edilen DNA barkod temelli agagta siralama sonucuda gbz 6niine alindiginda, klasik
taksonomi ile uyum igerisinde bir siniflandirma elde edilmistir. Ancak trnH- psbA lokusu
iceren tiirlere ait elde edilen DNA barkod temelli agag, dizilerin karsilagtirilmali siralama
sonuclariyla karsilagtirildiginda, bazi tutarsizliklar gézlemlenmistir. Bu yiizden agacin
eldesine baz1 secenekler degistirilerek gidilmistir ve siralama sonuglariyla daha tutarli agac

eldesi saglanabilmistir.
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Her iki lokus da (matK ve trnH- psbA) tiirlerin siniflandirilmasinda lokuslara ait dizi
bakimindan yeterli varyasyon icermektedir. Ancak trnH- psbA genler arasi bolgesinin
matK gen bolgesine gore daha fazla degiskenlik icerdigi gdzlemlenmistir.

Yapilan bu c¢alismada kullanilan 6rnekler dogrultusunda marK lokusu tiirlerin
dizilerine ait siralamada ve DNA barkod temelli aga¢ elde etmedeki kolayligi, lokusun dizi
bakimindan #rnH- psbA genler arasi bolgesine gore daha az degiskenlik gostermekle
beraber genel olarak yeterli degiskenlik icermesi sebebiyle kara bitkileri i¢in 6z barkod
aday1r olarak belirlenebilir. Ancak matK gen bolgesinin farkli gen bolgeleriyle
kombinasyon halinde kullanilmasinin tiir tanimlamasinin temel olarak alindig1 barkodlama

calismalarinda daha iyi sonug verecegi Onerilebilir.
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EKLER

Ek 1. Oziit Tamponu i¢in kullanilan stok ¢ozeltiler

Kullanilan stok Oziit tampon icin son 1 ml Oziit tampon icin stok
cozeltiler derisim cozeltilerden alinan hacim
0,5M Tris- Cl (pH: 7,5) 200 Mm Tris-Cl (pH: 7,5) 400 pl
IM NaCl 250 mM NaCl 250 pl
0,25 M EDTA (pH: 8) 25 mM EDTA (pH: 8) 100 pl
%10 SDS %0,5 SDS 50 pul
dH,O 200 pl
Son Hacim 1000 pl

Ek 2. Genomik DNA ayristirilmasi i¢in kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Stok cozelti Alinan miktar (gr) Son hacim (ml)* Son derisim
Tris- Cl (pH: 7,5)** 6,055 100 05M
Tris- C1 (pH: 8,0)** 12,11 100 1M
EDTA (pH: 8,0)**%* 9,306 100 0,25 M
EDTA 18,612 100 0,5M
NaOH 40 100 10N
NaCl 5,85 100 1M
HCl 0,3 ml (%37’lik ¢ozelti) 100 0,IN

*Son hacmi tamamlamak i¢in dH,O kullanilmistir.

*#+pH 0,1 N HCl ile ayarlanmstir.
*#¥pH 10 N NaOH ile ayarlanmistir.



Ek 3. DNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Stok Alman miktar Son hacim Son
cozelti (gr) (ml)* Derisim
Tris- CI (pH: 8,0)** 12,11 100 IM
EDTA 18,612 100 0,5M
Sodyum Asetat (pH: 5,2)*** 24,609 100 3M

*Son hacmi tamamlamak i¢in dH,O kullanilmistir.
*#*pH 0,1 N HCl ile ayarlanmstir.

**#*pH asetik asit ile ayarlanmustir.

Ek 4. Elektroforezde kullanilan SOXTAE (pH: 8,0)* tamponunun hazirlanmasi

Kimyasal Almman miktar (gr) Tamponun son hacmi**
Tris baz 2422
EDTA 18,6
1000 ml

* pH asetik asit ile ayarlanmistir.

** Son hacmi tamamlamak i¢cin dH,O kullanilmistir.

Ek 5. Elektroforezde kullanilan 6X yiikleme tamponunun hazirlanmasi

Kimyasal Alman miktar Son derisim Tamponun son hacmi

Tris baz 12,1 mg 10 mM

EDTA 223,3 mg 60 mM

Bromophenol blue 3 mg

(%0,3’1iik)

Niikleaz free dH,O 4 ml

Gliserol (%60°11k) 6 ml

10 ml

II
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