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Tiirkiye’de Dogal Yayihis Gosteren Bazi Pistacia L. Tiirlerinin ITS Gen Bolgesi Kullamilarak
Diinya’da ki Diger Tiirlerle Molekiiler Filogenetik Iliskilerinin Belirlenmesi
Molecular Phylogenetic Relationships of Some Pistacia L. species Native to Turkey and
the World Based on ITS Gene Region
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Oz:

Pistacia L. tiirleri Anacardiaceae (Sakizagacigiller) familyasima ait, bazen her dem yesil olan
bazen de yaprak doken, boyu 5-15 m’ye kadar ulasabilen dioik ve kiiclik aga¢ 6zelligi gésteren
bitkilerdir. Ozellikle Pistacia vera (Antep Fistig1)’nin yetistirilme alan1 agisindan Tiirkiye,
Diinya’da stratejik bir konuma sahiptir. Pistacia vera’nin bazi durumlarda Pistacia L. cinsine
ait tiirlerden asilama yapilarak iiretilmesi, tiirler arasindaki hibridizasyonu hizlandirmis ve
karisik bir filogenetik iliskiyi ortaya ¢ikarmistir. Gilintimiizde ITS gen bdlgesi hizli gogaltilabilir
ve sayica kopyasinin ¢ok olmasi sebebiyle molekiiler filogenetik iliskilendirme ¢alismalarinda
siklikla kullanilan bir bolge olmustur. Bu calismada Diinya’da ¢esitli alanlarda yayilis gésteren
Pistacia L. tiirlerinin filogenetik iliskileri anlamlandirilmaya ¢alisildi. NCBI veribankasindan
alman 13 tiirtin ITS gen bdlgelerine ait sekanslar MEGA programi vasitasiyla analiz edilmis ve
BEAST paket programlar1 kullanilarak da filogenetik iliski agaci ¢izdirilmistir. Elde edilen
veriler 1s1g8inda ¢izdirilen filogenetik agagta Diinya’daki Pistacia L. tiirlerinin birbirine olan
genetik mesafeleri belirlemis ve tiirler aras1 akrabalik dereceleri ortaya ¢ikarilmistir. Sonug
olarak bu genetik mesafeler gelecekte yapilacak Klasik islah ¢alismalarina destekleyici ve
kolaylastirici bilgiler icermektedir.
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Abstract:

Pistacia L. species which belongs to Anacardiaceae (Sakizagacigiller) family are sometimes
evergreen sometimes deciduous trees that are 5-15cm long. Turkey has an important role in the
World for producing Pistacia vera. In many situations wild Pistacia species were used as a
fertilizer of Pistacia vera cultivars. So, this kind of applications would support hybridizations
among species. Therefore, complex phylogenetic relationships were obtained within Pistacia
L. species. Especially ITS region was mostly preferred for molecular phylogenetic studies due
to its highly repeated in number in plant genomes and large copy numbers that support PCR
amplification. In the current study, some Pistacia L. species were studied to clarify genetic
relationships belong genus members through the World. Related sequences were obtained from
NCBI database and statistics were analyzed in MEGA X software. Phylogenetic tree was
constructed via BEAST program package. According to the analysis, all genetic relationships
of Pistacia L species were indicated, and all genetic similarities were clarified. Consecutively,
all these molecular genetic distances would be used with classical methods in order to support
breeding strategies of Pistacia L. species.

Keywords: Pistacia L., BEAST, ITS, molecular phylogeny, taxonomy

Giris:

“Yesil Altin Agac1” olarak da bilinen fistik (Pistacia L.), Sakizagacigiller (Anacardiaceae)
familyasinin ekonomik agidan en 6nemli cinslerinden biridir (Stevens, 2008; Aliakbarkhani ve
ark., 2015). Pistacia L. cinsinin 800 milyon y1l 6nce Orta Asya’dan kéken aldigina inanilsa da
(Parfitt ve Badenes, 1997; AL-Saghir, 2009) daha sonralar1 buna dogal yayilis alan1 olarak
Filipinler’den Texas a kadar birgok yeni bolge eklenmistir (AL-Saghir, 2010). Tiirkiye, Kuzey
Yarimkiire ’de antep fistigmin gen merkezinin i¢inde yer almaktadir. Sadece yetistiriciligi
yapilan Pistacia vera tiirii diginda, diger yabani tiirleri de iilkemizde bir¢ok yerde goriilmektedir
(Koroglu ve Koksal, 1998). Pistacia L. cinsine ait tiirler sadece ekonomik 6neme degil ayrica
ekolojik 6neme de sahiptirler. P.vera disinda tilkemizde P.terebinthus tiirii ve P.lentiscus tiirleri
de ekonomik agidan olduk¢a degerlidir. Menengi¢ yada citlembik olarak da bilinen
P.terebinthus tiirleri halk arasinda igecek ve gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Yine
Sakiz agaci olarak da bilinen P.lentiscus tiirii tilkemiz i¢in olduk¢a 6nemlidir. Sadece Akdeniz
iklim kusaginda yer alan {ilkelerde yetisen bitki, genellikle aromatik tatlandiric1 olarak
kullanilmaktadir (Kafkas ve ark.,2002).

Cinse ait smiflandirma c¢aligmalar: ilk olarak Zohary (1952) tarafindan yapilmasina ragmen

takip eden yillarda pek fazla arastrma yapilmamistir. Giiniimiize yakin olarak dnce AL-Yafi
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(1978) yaprak morfolojilerine dayanarak bir siniflandirma yapmis olsa da yakin zamanda EL-
Oglah (1996), Urdiin’deki tiirleri morfolojik olarak siniflandirmistir. Ayrica Kafkas ve ark.
(2002)’da Tirkiye tiirlerini morfolojik olarak siniflandirmis ve diger Pistacia tiirleri ile gen
havuzu olusturmak i¢in ¢aligmalar yapmistir. Zohary’nin taxonomik verileri lizerine epey
karmasik sorular sorulmaya baslaninca, tiirler arasinda molekiiler filogenetik iligkilerin de
yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Ayrica Pistacia tiirleri tiir i¢i hibritlesme ve iklimsel
degisikliklere agik olmalar1 sebebiyle molekiiler seviyede taksonomi galismalarina ihtiyag
duyulmustur (AL-Saghir,2010). Daha sonralar1 molekiiler bilgilerin hizla artmasiyla Kafkas ve
ark. (2001) Pistacia L.’e ait genetik varyasyonlart RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA) teknigi ile smiflandirmis ve klasik taksonomiye farkli bir bakis katmistir. Giintimiize
kadar bir¢gok arastirmaci Pistacia tiirleri ile ilgili molekiiler ¢alismalar yapmistir (Barazani ve
ark.,2003; Katsiotis ve ark., 2003; Golan-Goldhirsh ve ark.,2004; Yi ve ark., 2008; Kafkas ve
ark., 2015; Talebi ve ark., 2016; Motalebipour ve ark., 2016). Son yillarda genomik DNA
tizerindeki ITS (ITS1+5.8S+ITS2) (Internal Transcribe Spacer) bolgesi tiirler arasi genetik
mesafelerin l¢iimii i¢in arastirmacilar tarafindan siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle kolay elde
edilebilirligi, PZR (Polimer Zincir Reaksiyonu) sirasinda kolay ¢ogaltilmasi ve ¢oklu kopya
sayis1 sebebiyle bitki molekiiler filogenetik ¢aligmalarinda onemli bir yere sahip olmustur
(Rogers ve ark.,1987; Hamby ve ark, 1992; Yi ve ark., 2008).

Bu ¢alismada, NCBI (National Center of Bionformatic Information) veri bankasinda kayith
Pistacia L. tiirlerine ait ¢alismalardan alinan sekanslar yardimiyla Diinya’daki Pistacia L.
tiirlerinin aralarindaki ITS gen bélgelerine dayali molekiiler filogenetik iliskileri belirlenmeye

caligilmustir.

Materyal ve Metot

Pistacia tiirlerine ait ITS gen bolgesi dizileri NCBI veri bankasindan alinmig (Cizelge 1) ve
analizleri yapilmak {izere diizenlenmistir. Farkli tiirlere ait 13 adet sekans MEGA X (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis) (Kumar ve ark., 2018) programu vasitasiyla Kimura-2
parametresi kullanilarak analiz edilmis ve gerekli istatistikler (%GC(Guanin-Cytosine) igerigi,
korunan baz ¢ifti sayisi, ¢esitlilik gdsteren baz ¢ifti sayisy, tiirler arasi ortalama genetik mesafe)
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log Expectation) (Edgar, 2004) paketi ile
hesaplatilmistir. Ardindan, tiirler aras1 mesafenin gosterilmesi i¢in filogenetik agag BEAST
(Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees) (Drummond ve ark., 2012) paket
programlari vasitasiyla ML (Maksimum Likelihood) ve Bl (Bayesian Inference) methodlart ile
cizdirilmistir. MCMC (Markov Chain Monte Carlo) algoritmalari ile MCC (Maximum Clade
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Credibility) agact 10000 kez tekrarlanarak c¢izdirilmis ve Tree Annotator programinda PP
(Posterior Probability) degeri 1 tizerinden sadelestirilmistir (Drummond ve ark., 2012).

Cizelge 1. Kullanilan tiirlerin NCBI veri bankasi erisim kodlar1

62

Ornekler Erisim Kodlan Cahsmalar
Pistacia atlantica x Pistacia HE652101.1 Aznarte-Mellado,
vera 2014

Pistacia weinmaniifolia KF664191.1 Xie, 2014

Pistacia terebinthus subsp. EF193097.1 Yi, 2008
palaestina

Pistacia mexicana EF193088.1 Yi, 2008

Pistacia lentiscus KY549575.1 Marengo, 2018
Pistacia x saportae KY549571.1 Marengo, 2018
Pistacia cucphuongensis KF664187.1 Xie, 2014

Pistacia aethiopica KF664185.1 Xie, 2014

Pistacia khinjuk KJ018024.1 Dosmanfana, 2014
Pistacia atlantica KJ018023.1 Dosmanfana, 2014
Pistacia vera KJ018022.1 Dosmanfana, 2014
Pistacia integerrima EF193081.1 Yi,2008

Pistacia chinensis EF193080.1 Yi,2008

Pistacia vera (cultivar) MH444724.1 Mannino, 2018
Cotinus obovatus KF681990.1 Lee,2004

Cotinus coggygria AY510157.1 Lee,2004

Bulgular

ITS gen bdlgesine ait sekanslar analiz edildiginde 698 baz ¢ifti uzunlugunda olduklar1
goriilmistiir. Bunlardan 591 tanesi korunan bdlgeye ait baz dizilerini olusturmaktayken 100
tanesi de ¢esitlilik i¢ermektedir. Cesitliligin 47 tanesi tek baz degisimi iceren cesitlilik
bolgesine ait baz dizileri iken 53 tanesi ise parsimonik bilgi tagtyan baz dizileri olduklari tespit
edilmistir. GC orani ise %51°dir ve bu dogru bélgenin ¢ogaltildigini géstermektedir. Caligilan

tiirler aras1 ortalama genetik farklilik ise 0.041°dir ve bu deger bize tiirler aras1 genetik
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mesafenin azligin1 isaret etmektedir. Cizelge 2’de goriildiigii gibi tiirlerin aralarindaki genetik
mesafelere bakildiginda en yakin tiirler Pistacia x saportae ile Pistacia lentiscus tiirleri oldugu
goriiliirken (0,001) en uzak tiir ise Pistacia atlantica x Pistacia vera hibriti ile Pistacia lentiscus
tiirii oldugu goriilmektedir (0,079).

Filogenetik agaclar ¢izidirilirken ¢aligilan tiirlere yakin ayni aileye mensup tiirler de genetik
mesafelerin daha net goriilmesi i¢in dis grup olarak kullanilirlar. Bu amagla Cotinus obovatus
ve Cotinus coggygria (Cizelge 1) tiirlerinin sekanslar1 da dis grup olarak analize dahil
edilmislerdir. BEAST programi yardimiyla ITS gen bdlgesine ait sekanslar kullanilarak ve JC
(Jukes Cantors) parametreleri ile ¢izdirilen filogenetik agag (Sekill) gostermektedir ki tiirler 2
ana gruba ayrilmiglardir. Tek bagina P. mexicana diger tiirlerden apayri bir pozisyon alirken
diger ana grubu olusturan tiirlerden P.aethiopica, P.lentiscus ve Pistaciaxsportae tek bir alt
grubu olusturmuslardir (pp degeri 0,626). Diger alt grubu olusturan tiirlerden P.
cucphuongensis ve P. weinmaniifolia diisiikk probability degeri ile (0,995) diger tiirlerden ayr1
bir alt kiime olustururlarken, en yakin olarak ise P. khinjuk ve P.terebinthus subsp. palaestina

(0,999) ile P.integerrima ve P.chinensis(0,897) tiirleri yer almaktadirlar.

21. Yiizyilda Fen ve Teknik / Science And Technique in The 21% Century
Cilt / Volume 5, Say1 / Issue 10, Kis / Winter

63



Mevliide Alev ATES  Zeynep YILDIRIM  Duygu YAGAN

Cizelge 2. MEGA X programi ile analiz edilmis Pistacia L. e ait tiirler aras1 genetik mesafeler

PistaciaL. tiirleri  [E2 [ = [ezg[¢ [2 [§ [§ [2 [z [E [« [ [ [¢
. . w8 s |0F| € KT} 3 B wl|l& € R g £ S 4

arasindaki genetik | 1 3 4= |E 98| & o 3 ¢l | o |& | | |& |o=
52 SE |85 8| S 'S 'S 'S @ |'s S | |© S o |'T S S

mesafeler 8% |88 |85a 2|28, 8. |EC|B8|EL|EL|E |BE|Bg|B2
a 88 & E ac|laglad|aSlag|lasa8la [at|lal|a3

Pistacia_atlanticaxPistacia

| vera

Pistacia_weinmaniifolia (0,064

Pistacia_terebinthus_subsp (0,056 0,030

| palaestina

Pistacia_mexicana 0,068 [0,033 (0,036

Pistacia_lentiscus 0,079 10,058 (0,063 |0,061

Pistaciaxsaportae 0,076 |0,057 (0,060 [0,060 0,001

Pistacia_cucphuongensis (0,065 (0,010 (0,030 (0,032 |0,054 |0,052

Pistacia_aethiopica 0,075 10,055 0,057 (0,057 |0,024 0,022 0,052

Pistacia_khinjuk 0,055 10,028 (0,007 (0,034 0,061 [0,058 (0,027 (0,057

Pistacia_atlantica 0,050 (0,034 0,025 0,034 0,064 [0,061 (0,031 (0,060 (0,024

Pistacia_vera 0,044 10,037 0,030 (0,037 0,061 |0,058 0,035 [0,057 0,028 (0,015

Pistacia_integerrima 0,047 10,025 0,010 (0,031 0,056 {0,053 0,025 [0,052 0,012 0,024 (0,022

Pistacia_chinensis 0,056 (0,027 0,012 |0,033 0,060 {0,058 (0,027 (0,055 {0,013 {0,025 (0,030 (0,010

Pistacia_vera_cultivar 0,044 10,037 (0,030 (0,037 0,061 [0,058 (0,035 (0,057 0,028 0,015 (0,000 (0,022 |0,030

64 Pistacia mexicana

Pistacia atlantica

0909
Pistacia vera
1
1
Pistacia vera (cultivar)

Pistacia antantica X Pistacia vera

Pistacia chinensis
0807

Pistacia khinjuk
{
1
0095 Pistacia terebithus subsp.

palestina

Pistacia integerrima

Pistacia cuchuongensis
0,626 1
\— Pistacia weinmaniifolia

Pistacia aethiopica
! Pistacia lentiscus
{ Pistacia X saportae

s ’7 Cotinus oboyatus

Cotinus coggygria
Sekil 1. 13 tiire ait ITS gen bdlgesine dayali Bayesiyan filogenetik agaci. Olasilik degerleri (PP)
en fazla yakinligin (ML) 6l¢iilmesi icin 10000 tekrarla ¢izdirilmis ve her dal i¢in verilmistir.
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Tartisma

Calismada analizleri yapilan tiirlere ait ITS gen bolgeleri toplamda 698 baz ¢ifti olduklari
goriilmiistiir. Bunlarda 53 tanesi program tarafindan genetik mesafeleri 6lgmedeki kriter olarak
oncelikli kullanilan parsimonik bilgileri igermektedir. Sonuglar Pistacia L. tiirleri aras1 genetik
mesafenin ¢ok kiiglik oldugunu ve tiirlerin birbirleri ile ¢ok yakm tiirler oldugunu
gostermektedir.

Ekonomik 6nemi biiyiikk olan Pistacia L. tiirlerine ait molekiiler ¢alismalar son yillarda
artmasina ragmen heniiz yeterli seviyede degildir. Motalebipour ve ark. (2016), bazi Pistacia
tiirlerine ait genlerin lokasyonlar1 ve allelleri iizerine 136 bolgelik SSR (Single Nucleotide
Repeats) calismasi yapmugslardir. Bulgularma gére 6 tiir birbirinden kolaylikla ayirt
edilebilinmektedir. P. vera tiiriine ait farkli lokasyonlardan alinan Ornekler ise tiir ici
hibritlesmeye maruz kaldiklar1 bazi allellerle belirlenmistir. Bu bolgelere dayali ¢izdirdikleri
UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean) filogenetik agaci,
calismamizda elde ettigimiz filogenetik agag ile uyumludur ve desteklemektedir. Talebi ve ark.
(2016) yaptiklar1 aragtirmada, kloroplast DNA’sina ait 4 farkli gen bolgesi (atpB-rbcl, trnC-
petN, psbM-trnD ve petN-psbM) kullanmiglardir. Neigbour Joining (NJ) methodu ile tiim
bolgelerin sekanslarini kullanarak ¢izdirdikleri filogenetik agaca gore P. palaestina ve
P.terebinthus tiirleri P.integerrima tiiriinden farkli bir alt grup olustururlarken, P.lentiscus tiirii
tamamen ¢alisilan tiirlerden ayr1 tek bir ana grup olusturmustur. Bu sonug¢ calismamizda JC
parametreleri ile ML methodu kullanarak ¢izdirdigimiz filogenetik agag¢ ile uyumludur ve
desteklemektedir. Katsiotis ve ark. (2003) yaptiklari calismada ise RAPD ve AFLP tekniklerini
Pistacia L. tiirlerine uygulamuslar ve elde ettikleri agaca gore iki farkli sonug ¢ikarmiglardir.
RAPD teknigi ile yapilan uygulamada NJ parametresine dayali ¢izdirdikleri agaca gore
P.lentiscus ve P.chinensis tiirleri ayni alt dalda yer alirken AFLP teknigi ile ¢izdirdikleri agagta
bu tiirler farkl alt gruplarda yer almaktadirlar. Bu ¢alismada kullanilan genomik DNA ya ait
ITS bolgesine ait veriler AFLP bolgesine ait verileri desteklemektedir. Kozhoridze ve ark.
(2015) Pistacia L. tiirlerinin diinyadaki cografik dagilis ve go¢ yollar: ile ilgili yaptiklari
calismalarinda kullandiklar1 kriterlere gore elde ettikleri iliskilerde tiirlerin birbirlerine ¢ok
yakin olduklar1 ve morfolojik o6zelliklerinin birbirlerine ¢ok benzerlik gosterdiklerini
belirtmislerdir. Ozellikle P. lentiscus tiiriiniin P.palaestina ve P.terebinthus tiirii ile ¢ok
kolaylikla hibritlesebildigini ve Pistacia x saportae tiiriinii olusturduklarini belirtmisler ve
Zohary (1995)’yi desteklemislerdir. Bu birlesimin ekolojik nise gore dagilimi destekledigi ve

tiirlesme agisindan bu nisi yansittigini vurgulamislardir. Calismamizda elde ettigimiz verilerin
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yorumlanmasi konusunda bu ekolojik verilere dayali 6rnek calisma destekleyici olmustur.
Fakat cografik mesafelere dayali ¢izdirdikleri iligkilendirme agaci ¢aligmamizda kullandigimiz
gen bolgesine ait verilerle ¢izdirilen agag ile benzer degildir. Bu da genetik yapinin ve cografik
kosullara uyumun daha sonra ¢alisilinabilinecek bir konu oldugunu gostermektedir. Yi ve ark.
(2008) yaptiklar1 ¢alismada genomik DNA’dan ITS ve NIA-i3 kloroplast DNA’sindan ndhf,
trnL-F ve trnC-trnD boélgelerini kullanmiglardir. Elde ettikleri veriler 1s1gmda ITS bolgesine
dayali ¢izdirdikleri filogenetik agagta P. weinmaniifolia tipki bir dis grup gibi agacin en dis
dalinda tek basina bir grup olustururken, bu ¢alismada ¢izdirilen agagta ise P. cucphuongensis
tiirti ile alt dallarda yer almistir. Yine P.vera ve P.kjunk tiirleri ¢izdirdikleri agagta ayni alt dalda
yer alirken, bu calismada c¢izdirilen agagta birbirlerinden genetik olarak uzak olduklari
goriilmektedir. Son olarak c¢alismada kullandiklar1 P.palestina ve P. terebinthus tiirleri
birbirlerine ¢ok yakin pozisyon alirlarken, bu ¢alismada kullanilan P.terebinthus subsp.
palestina tiiriiniin varhigr bu durumu desteklemektedir. Engler (1936) ve Yaltirik (1967)
yaptiklar1 sistematik ¢aligmalarda bu iki tiiriin birlestirilmesi ve P.palestina ‘nin
P.terenbinthus’un birgok morfolojik benzerlik geregi alt tiirii olarak isimlendirilmesini
gerektigini belirtmiglerdir. Calismalardaki bu genetik yakinlik bu sekilde isimlendirilmesinin
dogrulugunu desteklemektedir. Tiim bu farkliliklar ve benzerlikler Pistacia L. tiirlerinin
yetistikleri bolgelerde birbirleriyle hibritlesme konusunda kolayca ekolojik duruma uyum
saglamalariyla agiklanabilir. Her iki ¢alismada da ayni1 bolge kullanilmasina ragmen kiigiik de
olsa farkli molekiiler filogenetik agaglarm goériilmesi hem orneklerin alindiklar1 bolgeler hem
analiz yontemlerinin farkliliginin hem de tiirlerin tiirlesme potansiyellerinin devam ettiginin

gerekceleri olarak goriilebilir.

Sonug¢

Tiim bu veriler 15131nda sdylenebilinirki, Diinya’daki ekonomik énemi gbz oniine alindiginda
Pistacia L. tiirlerine ait galismalar giinden giine deger kazanmaktadir. Gerek morfolojik gerek
ekolojik gerekse genetik ¢alismalar Pistacia L. tiirlerinin tiir i¢i hibritlesmelerinin oldukga
yogun oldugu ve 6zellikle tozlastirici unsurlarin yardimiyla bulunduklar1 bolgelerden ¢ok daha
uzak yerlerdeki Pistacia L. tiirleri ile kontrolsiiz hibritleserek yeni tiirler meydana getirmeye
acik olduklar1 goriilmektedir. Dolayisiyla tiirlesmenin bu tiirler icin halen devam ettigi
sOylenebilir. Ayrica klasik 1slah ¢aligmalarinim morfolojik verilere gore yapildig: diistiniiliirse
molekiiler verilerin ve filogenetik iliskilerin klasik 1slah yontemlerini kolaylastirmak adina

oldukga yararli oldugu goriilmektedir. Gelecek caligmalarda daha ¢ok ve farkli gen bolgeleri
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Turkiye'de Dogal Yayilis Gosteren Bazi Pistacia L. Tiirlerinin ITS Gen Bolgesi Kullanilarak
Diinya’da ki Diger Tirrlerle Molekiiler Filogenetik iliskilerinin Belirlenmesi

kombinasyonlar1 ve daha fazla 6rnekler ile daha kapsamli bulgular elde edilerek Pistacia L.

cinsine ait ¢alismalara katkida bulunulabilir.
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