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Ozet

“DNA barkot” DNA dizisi temelli bir sistem olup bir veya birka¢ lokus kullanilarak tirlerin

tanimlanmasini  saglar. Yani tdrlerin tanimlanmasinda DNA’daki standart bir bolgenin

dizilenmesini gerektirmektedir. Hayvanlar aleminde, mitokondriyal sitokrom c oksidaz geni

Anahtar kelimeler evrensel barkodu olarak kullanilirken bitki barkotlari igin hangi bdlge veya bélgelerin kullanilacagi

DNA barkot; Bitki; Plastid; konusunda bir uzlasma bulunmamaktadir. Bitkilerde, mitokondriyal genlerin nikleotid degisim

Kodlama yapmayan bélge. oranlar dislk oldugundan bitki barkodu olarak uygun degillerdir. Glinimiizde, Yasam Barkot

Konsorsiyumu’na (CBOL) bagli farkh bitki calisma gruplari ¢ekirdek ve plastid genomundaki farkh

barkot bolge adaylarini test etmektedirler. Bu test edilen bolgelerin ¢ogu plastid genom

bolgeleridir ki 6rnegin kodlama yapan bolgelerden matK, rbcL, rpoB, rpoC1, kodlama yapmayan

bolgelerden atpF-atpH, trnH—psbA ve psbK—psbl bolgeleridir. Bununla birlikte, ¢ekirdek gen

bolgelerinden Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara Bélgeler (/TSI ve ITS2) yaygin olarak

kullaniimaktadir. Bu galismada, bilim diinyasindaki en yeni bitki barkot ¢alismalari ve yonelimleri
arastiriimigtir.
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DNA Barcodes in Plants

Abstract

“DNA barcode” which is a DNA sequence-based identification system, supports that may be used
one locus or several loci for species identification. Otherwise, it implies sequencing a standard
region of DNA for species identification. In animal kingdom, cytochrome c oxidase 1 (called cox/
Key words or COI) gene was used as universal barcode while there was no consensus that which region or
DNA barcoding; Plant; Plastid; regions should be used for barcoding plants. In plants, mitochondrial genes have low nucleotide
Noncoding region. substitution rates. Thus, these genes were not convenient for plant barcoding. Nowadays,
different plant working groups in CBOL (Consortium for the Barcode of Life’s) tested various
putative barcode regions in plastid and nuclear genome. The most of them were plastid regions
such as matkK, rbcl, rpoB, rpoC1 in coding regions, atpF—atpH, trnH—psbA, and psbK—psbl in
noncoding regions. Besides, nuclear gene regions such as ITS1 and ITS2 (Internal Transcribed
Spacer) were used widely. In this study, we explore the latest plant barcoding studies and
tendencies in scientific world.

1. Giris standart DNA bolgelerinin kullanilmasina dayal

yveni ve vyararh bir yontem olarak ortaya
“DNA barkot” kavrami ilk olarak Hebert ve ark.

(2003) tarafindan kullanilan bir kavram olup daha
sonralari  bilim  dinyasinin  ilgisini  ¢ekmeyi
basarmistir. DNA barkotlari (DNA taksonomi),
biyolojik c¢esitliligin ve tirlerin belirlenmesinde

¢itkmaktadir. Yaklasik olarak 1.7 milyon tir Linnaea
sistemi altinda tanimlanmis fakat yaklasik 10
milyon tiir ile 100 milyon tiir arasindaki canhlarinda
bilinmedigi tahmin edilmektedir (Hawksworth and
Kalin-Arroyo 1995).
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Mitokondriyal sitokrom c oksidaz (cytochrome c
oxidase 1 = COI veya cox1) gen dizisi hayvansal
organizmalar icin glincel olarak DNA barkodu
olarak kullanilmaktadir (Hebert et al. 2003). Fakat
mitokondriyal COIl geni, disitk nikleotid degisim
bitkilerde  DNA  barkot
uygulamalari icin cok uygun degildir (Mower et al.
2007). Dogal olarak bitki barkot kaynagi olarak
plastid (coDNA) ve ¢ekirdek genomu (nrDNA) aday
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bitki barkot secimini

oranindan  dolayi

kolaylastirmak ve resmiyet kazandirmak igin, Yasam
Barkot Konsorsiyumu (CBOL=Consortium for the
Barcoding of Life) adindaki kurulus farkh calisma
gruplariyla degisik barkot
arastirmaktadir (Hollingsworth et al. 2009). Ayrica,
Yasam Veritabani Barkot Sistemi (BOLD System:
The Barcode of Life Database System) canlilarin

bolgelerini

glincel barkot verilerine goére bilim dinyasina
hizmet etmektedir (Int Kyn. 1). Planlanan evrensel
Olgekteki ilk barkot kampanyasi ¢alismasinda, farkh
¢alisma gruplarinin katkilariyla 10.000 kus tird ile
yaklastk  15.000 bahk  tdrinin  bitirilmesi
hedeflenmektedir (Hebert and Gregory 2005). DNA
barkot kullanicilarini baslica iki kategoriye ayirmak
mimkindir ki bunlar taksonomistler ve diger
alanlardaki (adli bilimler, biyoteknoloji, gida
endustrisi vb.) bilim insanlaridir (Chase et al. 2005).
ideal barkot sisteminin sahip olmasi gereken bir
takim kriterler gerekmektedir ki bunlardan birincisi,
turleri sahip olmasi
cok farkli bitki

taksonlari igin kullanilabilecek standart bir DNA

ayirabilecek vyeterlilige

gerekmektedir. ikinci olarak,

bolgesi olmasi gerekmektedir. Ucilincii olarak,
hedef DNA boélgesi tirlerin ait oldugu taksonomik
gruplari (cins, aile vb.) kolaylkla ayirt edebilecek
filogenetik bilgiyi tasimalidir. Doérdinci olarak
barkot bolgesi, cok gilvenilir ve korunakli olmali,
DNA c¢ogaltimi ve dizilenmesi agisindan da uygun
olmalidir. Son olarak, hedef DNA bolgesi degrade
verebilecek uzunlukta
2007). DNA barkot

uygulamalarinda, cesitli canlilardan barkot dizileri

DNA c¢ogaltimina izin
olmalidir (Taberlet et al.

elde edilerek bu DNA dizileri filogenetik agaglarin
olusturulmasinda kullanilir. Sonugta, yakin iliskili
bireylerin ayni gruplarda toplanmasi 6ngorulir ve
her bir ayri grup farkli bir tir olarak dustnulir

(Dasmahapatra and Mallet 2006).

Bu c¢alismada, son vyillarda bitkiler aleminde
barkot

degerlendirilerek DNA barkot uygulamalarindaki

gerceklestirilen DNA calismalari

gelismelerin arastiriimasi hedeflenmistir.
2. Bitkilerde DNA Barkot Uygulamalan

Bitkilerde, plastid genomundaki birka¢ bolge (rbcL,
rpoC1, rpoB, ycf5, psbA-trnH, trnl, atpF-atpH, psbK-
psbl) ile Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara Bolgeler
(/ITS) bitki DNA barkod adaylari arasinda dikkat
cekmektedir (Kress et al. 2005; Kress et al. 2007;
Ford et al. 2009).
calismalarina gore, dort kodlama bodlgesi (matK,

Yasam Barkot Konsorsiyumu

rbcl, rpoB ve rpoCl) ve Ug¢ kodlama yapmayan
bolge (atpF—atpH, trnH—psbA ve psbK—psbl) olmak
Uzere toplam vyedi bolge gilcli adaylar olarak
gorilmis fakat farkh c¢alisma gruplari arasinda
herhangi bir uzlasma olusmamistir (CBOL Plant
Working Group, 2009). CBOL bitki ¢alisma grubu,
rbcLl+matK kombinasyonundan olusan plastid gen
bolgelerini ek markaorlerle birlikte bitki barkot
adaylari olarak tavsiye etmistir (Hollingsworth et al.
2011). rbcL barkodu 599 niikleotid uzunlugunda ve
matK ise 841
bolgeleridir. matK bolgesi bitkilerde en ¢ok cesitlilik

nikleotid uzunlugunda gen
gosteren plastid genomundaki kodlama
bolgelerinden biridir (Hilu and Liang 1997). matK
bolgesinin PCR reaksiyonlarinda var olan primer
setleriyle etkili ¢cogaltimi yapilamadigl buna karsin
rbcl gen bolgesinin orta seviyede ayirici glice sahip
bitkisinde
¢ogaltiminin ve dizilenmesinin daha kolay oldugu

olmasina ragmen pek cok kara

tespit edilmistir. iki belirtecin beraber ayirim
glcliniin daha glicli oldugu ve herhangi iki belirtec
kombinasyonunun bu ikiliden ¢ok daha glgli
sonuglar vermedigi ileri strtlmustir (CBOL Plant
Working Group, 2009). rbcL+matK bolgelerinin
disinda kodlama yapmayan genler arasi bolge trnH-
psbA plastid barkot
kullanilmaktadir. trnH-psbA plastid barkot markori
Alnus (Ren et al. 2010), Quercus (Piredda et al.
2010) ve Salix (Von Crautlein, 2011) gibi tirlerde
daha

basarih oldugu gorilmustir. atpF-atpH ve psbkK-

belirteci olarak vyaygin

rbcl+matK  belirteg¢  kombinasyonundan
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psbl integenik aralayici bolgeler ikinci Yasam Barkot
barkot
Onerilmistir. CBOL bitki calisma grubu, psbK-psbl

konferansinda  bitki adaylar  olarak

bolgesinin tirler arasi ayrim glclniin  yiksek
oldugunu fakat dizilenme kalitesi ve evrenselliginin
disik oldugunu; ayrica atpF-atpH bolgesinin ayirim
gliclintin, dizilenme kalitesinin ve evrenselliginin
disik oldugunu tespit etmistir (Hollingsworth et al.
2011). Disbudak (Fraxinus) tirlerinde matK, rpoCl,
rpob, trnH-psbA ve rpl32-trnL plastid genleri
kullanilarak yapilana barkot ¢alismasinda ¢ogaltilan
bolgelerin dizilenmesi sonucunda en ylksek tur
ayrim orani % 88.3 ile trnH-psbA bolgesinden, en

disik oran ise % 78.8 ile rpob bolgesinden elde

edilmistir.  matK/trnH-psbA  kombinasyonunun
trnH-psbA kombinasyonundan daha iyi sonug
vermedigi anlasilmistir. Bu sonucunda, matK
dizilerinin disik seviyede polimorfizm
gostermesinden  kaynaklandigi  disliniilmektedir
(Arca et al. 2012). Amazon agaglarinin

tanimlanmasiyla ilgili barkot calismasinda, plastid
kodlama bdlgelerinden rbclLa, rpoC1, rpoB, matKk,
ycf5; kodlama yapmayan bdlgelerden trnlL, psbA-
trnH ve cekirdek bolgesi ITS dizileri kullanilmistir.
Yiksek kaliteli diziler (% 90 Uzeri) rpoC1, rbcla,
rpoB ve trnL belirteglerinden, en yiksek cesitlilik
oranlari (polimorfizm) ise ITS, psbA-trnH, trnL ve
matK bolgelerinden elde edilmistir. Ayrica, en koti
tir seviyesindeki ayirim glici rpoCl plastid
bolgesinden elde edilmistir (Gonzalez et al. 2009).
Panama’da tropik ormanlarda 296 odunsu agac
turtyle yapilan calismada, rbcLa, matK ve trnH-
pPSbA barkod

¢alismasinda PCR ve dizileme basarisinda en yliksek

bolgeleri  kullanilarak  yapilan
orani rbcL gen bolgesi (%93) gostermistir. BLAST
analizleri sonucunda tir seviyesindeki eslesme
basarisinda en vyiksek degerler sirasiyla matK
(99%), trnH-psbA (95%) ve rbcLa (75%) olarak
ortaya cikmistir. Ug lokus (matK- trnH-psbA- rbcla)
kullanilarak yapilan tir tanimlanmasinda en yiksek
oran (%98) elde edilirken bunu sirasiyla trnH-
psbA/rbcla  (%95) ve (%92)
kombinasyonlari takip etmistir (Kress et al. 2009).
bitkilerde DNA barkot calismalarinda,

olarak kullanilan iki

matK-rbcla

Karasal
birbirinin tamamlayicisi

lokusdan kodlama yapan rbcl bolgesi ile kodlama

yapmayan trnH-psbA kullanilarak
gerceklestirilen arastirmada PCR basarisi trnH-psbA
bolgesi icin %95.8, rbcL bolgesi icin %92.7 olarak

tespit edilmistir. Bu iki bolgenin kombinasyonu

bolgesi

sonucu tur seviyesindeki ayrim gliciniin %95
civarinda oldugu da gortlmis ve bu iki bolgenin
barkot

(Kress and

kombinasyonuyla vyapilan analizler bitki
galismalari igin tavsiye edilmistir
Erickson 2007). Kloroplast kodlama bdlgesi olan
rbcl gen dizisinin DNA barkodu olarak test edildigi
¢alismada GenBank’tan 10.000’nin Uzerinde rbcl
dizisi indirilerek biyoenformaik analizler
gerceklestirilmistir. rbcL gen dizisinin tirleri ayirma
glclinin yaklasik %85 oldugu tespit edilmis ve
tamamlayici bir barkot belirte¢ bolgesine de ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir (Newmaster et al. 2006).
Kloroplast trnL intron (UAA) bolgesi, bitki barkot
adayl olarak Taberlet ve ark. (2007) tarafindan
degerlendirilmis  ve

gerekli  biyoenformatik

destekler alinarak kontrol edilmistir. Yapilan
¢alisma sonucunda, agik bir sekilde trnL intron
bolgesinin bitki tirleri igin iyi bir barkot bolgesi
olmadigl ve yakin tirleri ayirmada yetersiz kaldig
tespit edilmistir. Kloroplast genom bdlgelerinden
kodlama yapan rbcl, matK, rpoC1, rpoB ve 23S
rDNA; kodlama yapmayan trnH-psbA, atpF—atpH ve
psbK—psbl ve mitokondriyal cox1 gen bolgesi olmak
Uzere toplam 9 bolge kullanilarak yakin tirlerin
ayrimiyla ilgili karsilastirma c¢alismasi yapilmistir.
plastid 23S rDNA
bolgelerinin tir ayirma gigleri (sirasiyla %7 ve %10)
trnH-psbA

bolgelerinin tir ayrim gligleri (sirasiyla %56 ve %59)

Mitokondriyal cox1 ve

en disik bulunurken matk ve
en yiiksek seviyede bulunmustur. ikili kombinasyon
analizlerinde rbclL+trnH-psbA veya matK+atpF—
atpH ikili lokuslari %64 oranla en yiliksek degeri
gosterirken, (c¢li kombinasyonlarda matK+atpF—
atpH+psbK—psbl %69 oranla en yiksek degeri
gostermistir. Sonuc olarak bitki barkotlarinin ¢ok
sayida bolge icermeleri gerektigi ongorilmustir
(Fazekas et al. 2008). Cekirdek ITS dizileri bitki
barkotlarini desteklemekte kullanilan ve direkt
dizilenmeye uygun seceneklerin basinda
gelmektedir (Thomas, 2009). Tibbi bitkilerle ilgili
barkot calismasinda, psbA-trnH, matK, rbcl, rpoCl,
ycf5, ITS2 ve ITS1 bolgeleri kullanilarak 8557 tibbi
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bitki DNA dizisi ITS2 verilerinin

6600’den fazla tir icin uygun oldugu, ozellikle

kullaniimistir.

cekirdek /TS2 bolgesi cekirdek /ITS1 bolgesine oranla
daha korunakli ve ¢ogaltim Urinleri agisindan daha
tahmin edilebilir bilgiler sundugu saptanmistir. /ITS2
bolgesinin tibbi bitkilerde evrensel olgekte bir
barkot potansiyele
disinilmustir (Chen et al. 2010).

olabilecek sahip oldugu

3. Sonug¢

ideal bir barkot bélgesinin, tek bir evrensel primer

ciftiyle elde edilebilen, ¢ift yonli olarak
dizilenebilen ve maksimum seviyede tir ayirim
gliciine sahip olmasi beklenmektedir (CBOL Plant
2009). Bitki DNA barkot
glinimizde c¢ok hizh bir sekilde

devam etmekte olup hala herhangi bir uzlasma

Working  Group,
arastirmalari

olusmamistir. Barkot calismalari glinimtzde iki ana
kategoride devam etmektedir ki bunlardan birincisi
tir temelli taksonomik belirlemelerde ¢ok iyi
aydinlatilamamis tirlerin  taksonomi bilgelerine
destek
tirlerin  aydinlatilmasina  yardimci  olmaktir
(Hollingsworth et al. 2011). Ayrica, DNA barkotlari
tohumlu bitkilerde tiirlerin daha iyi anlasiimasi ve
bazi kriptik tlrlerin kesfine yonelikte faydalar
saglamaktadir (Ragupathy et al. 2009). DNA barkot

filogenetikten ekolojik genomige

saglamak, ikincisi ise tanimlanmayan

uygulamalari,
kadar ¢ok genis bir alanda DNA arastirmalari igin
insanlara yeni firsatlar sunmaktadir (Kress and
Erickson 2008). Bitki barkot ¢alismalarinda, 6zellikle
kloroplast DNA bolgeleri (kodlama yapan veya
yapmayan) c¢ok uygun gozikmekte olup bunun
yaninda ¢ekirdek ribozomal ITS bolgeleri de barkot
¢alismalarinda aday olarak kullaniimaktadir. Buna
karsin Ozellikle ¢oklu lokus barkot sistemi (MBC:
Multi-Locus Barcode) guvenirliligi artirma adina
degisik  markorlerin  kombinasyonlarina izin
vermektedir (Chase et al. 2005).

Turkiye, bitkisel cesitlilik acisindan oldukca zengin
bir Ulkedir ve bitki 6rtiusiinde bulunan vyaklasik

1994).
Zengin bitkisel gen kaynaklarimizin korunmasi ve

Merkezleri'ni barindirmaktadir (Vavilov,
degerlendirilmesi adina yapilacak c¢alismalar ¢ok
onem arz etmektedir. Bu baglamda, yukarida
bahsettigimiz bitki barkot

Ulkemizdeki siniflandirma ve cesitlilik calismalarina

calismalarinin

cok buyiik katkilar sunacagi kaginilmazdir. Ozellikle
taksonomik agidan problemli tlrlerin aydinlatiimasi
icin bitki barkot ¢calismalarinin tilkemiz igcin ne kadar
onemli oldugu ortaya cikmaktadir. Yapilan veya
barkot

hizlandirilarak bitkisel gen kaynagi

yapilacak olan bitki ¢alismalari

havuzumuz
degerlendirilmeli ve her bir bitki tirimuzin resmi

olarak barkot bilgileri olusturulup ulusal veri

tabanimizda saklanmalidir.
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